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Abstract

With 11 Million yearly cases worldwide, burn wounds still represent a large proportion of
injuries requiring treatment in hospitals. While minor burns usually heal without problems,
the treatment of deeper burns requires medical intervention to achieve complete healing.
Cell-based therapeutics using keratinocytes are already showing great success in this
area, but their availability is limited because these products cannot be stored at ambient
temperatures for extended periods of time. However, due to the limited transferability of
results from animal models, both the testing of new products and the study of wound

healing in burn wounds is still difficult.

Therefore, two objectives were pursued in this work: To establish methods to enable the
production of a cell-based therapeutic and to develop a model to study burn wounds.
First, the cell culture conditions and protocols for the isolation and expansion of
keratinocytes were adapted to comply with current regulations for the production of
medical products. For this purpose, particular attention was focused on replacing media
additives of animal origin with chemically defined alternatives. The cells could be isolated
and expanded in this defined media conditions and multiple analysis confirmed that they
did not lose characteristic features, such as the ability to form a stratified skin model. In
addition, the cells were successfully frozen and preserved in an automated system using
various cryoprotective substances. This allows, e.g. by faster cooling rates a later

upscaling for larger production quantities.

Moreover, a model was established that reflects first-degree burn wounds. For this, a 3D
in vitro skin model was wounded, using preheated metal rods, resulting in a thermal burn
wound. Over a period of two weeks, the regeneration of the models was investigated
with regard to various aspects. These included: Histomorphology, metabolism, secretion
of inflammatory factors and the rate of reepithelialization. While the models were unable
to achieve complete wound closure, they demonstrated many parallels to wound healing
in vivo. In addition, to determine the suitability of the models for testing of active
ingredients, a treatment with 5% dexpanthenol was performed. It resulted in improved
histomorphology and increased numbers of proliferative cells in the models, but failed to
accelerate re-epithelialization. In summary, this work established methods and protocols
to produce and characterize a medical product consisting of keratinocytes. Furthermore,
a model was developed which can be used to study wound healing and treatment of first
degree burns and which can serve as a basis for the development of models of deeper

burns.



Zusammenfassung

Mit jahrlich circa 11 Millionen Fallen weltweit, stellen schwere Brandwunden bis heute
einen grolien Anteil an Verletzungen dar, die in Kliniken behandelt werden mussen.
Wahrend leichte Verbrennungen meist problemlos heilen, bedarf die Behandlung tieferer
Verbrennungen medizinischer Intervention, um eine vollstandige Heilung zu erzielen.
Zellbasierte Therapeutika mit Keratinozyten zeigen hier bereits grolde Erfolge, jedoch ist
ihre Verflgbarkeit stark eingeschrankt, da diese Produkte nicht lber langere Zeitraume
bei milden Temperaturen gelagert werden konnen. Aufgrund der eingeschrankten
Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Tiermodellen ist aber sowohl die Testung neuer
Produkte, als auch die Erforschung der Wundheilung bei Brandwunden noch immer

schwierig.

Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit zwei Ziele verfolgt: Die Etablierung von
Methoden, um ein zellbasiertes Therapeutikum produzieren zu kénnen und die
Entwicklung eines Modells zur Untersuchung von Verbrennungswunden. Zunachst
wurden hierflr die Zellkulturbedingungen und -protokolle zur Isolation und Expansion
von Keratinozyten so angepasst, dass sie gangigen Regularien zur Produktion
medizinischer Produkte entsprechen. Hierfir wurde vor allem darauf geachtet,
Medienzusatze mit tierischem Ursprung durch chemisch definierte Alternativen zu
ersetzen. Die Zellen konnten so isoliert und expandiert werden und zeigten in
anschlielenden Analysen, dass sie charakteristische Merkmale, wie die Fahigkeit ein
stratifiziertes Hautmodell zu bilden, nicht verloren. Darliber hinaus gelang es, die Zellen
mithilfe verschiedener protektiver Substanzen in einem automatisierten System
erfolgreich einzufrieren und zu konservieren. Dies erlaubt, z.B. durch schnellere

Kdhlraten, eine spatere Hochskalierung.

Des Weiteren konnte ein Modell etabliert werden, das eine Verbrennung ersten Grades
widerspiegelt. Hierfir wurde ein 3D in vitro Hautmodell mithilfe eines erhitzten
Metallstabs verwundet, was zu einer thermischen Verbrennung flhrte. Uber einen
Zeitraum von zwei Wochen wurde die Regeneration der Modelle hinsichtlich
verschiedener Aspekte untersucht. Hierzu gehoérten unter anderem: Histomorphologie,
Metabolismus, Sekretion inflammatorischer Faktoren und die Reepithelialisierungsrate.
Die Modelle konnten zwar keinen kompletten Wundschluss erreichen, zeigten jedoch
viele Parallelen zur Wundheilung in vivo auf. Um die Eignung der Modelle zur Testung
von Wirkstoffen zu ermitteln wurde auflerdem eine Behandlung mit 5% Dexpanthenol
getestet. Sie resultierte in einer verbesserten Histomorphologie und einer erhéhten
Anzahl an proliferativen Zellen in den Modellen, beschleunigte jedoch die

Reepithelialisierung nicht. Zusammengefasst konnten in dieser Arbeit zum einen

Vi



Methoden etabliert werden, um ein medizinisches Produkt aus Keratinozyten
herzustellen und zu charakterisieren. Zum anderen wurde ein Modell entwickelt, anhand
dessen die Wundheilung und Behandlung von Verbrennungen ersten Grades untersucht
werden kann und welches als Basis zur Entwicklung von Modellen von tieferen

Verbrennungen dienen kann.
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1 Einleitung

Die Haut ist mit einer durchschnittlichen Flache von etwa 2 m? eines der groten Organe
des Menschen. Sie stellt die duRerste Barriere des Korpers zu unserer Umwelt dar und
dient neben der Regulation des Wasserhaushalts und der Sensorik auch dem Schutz
vor mannigfaltigen Einfliissen wie Strahlung, Chemikalien, Kosmetik, Mikroorganismen

und Hitze .

Um diese Aufgaben zu erflllen, ist es essentiell, dass bei Verletzung dieser Barriere ein
schneller Wundschluss und eine komplette Heilung erfolgt. In der Uberwiegenden
Mehrheit aller Falle gelingt dies dem menschlichen Koérper ohne zusatzliche Hilfe.
Jedoch gibt es auch besondere Wunden, bei denen ohne dulReres Eingreifen keine oder
nur eine unzureichende Heilung erfolgt. Solche Falle treten vor allem dann auf, wenn die
Wunde eine bestimmte Tiefe und/oder GroRRe uUberschreitet, oder andere

Komplikationen, wie Infektionen, auftreten 2.

1.1 Anatomie der humanen Haut und Mechanismus der

Wundheilung

Die menschliche Haut kann in drei Schichten unterteilt werden: die Epidermis, Dermis
und Subcutis (Abbildung 1) “. Die unterste Schicht, die Subcutis, besteht hauptsachlich

aus Fett- und Bindegewebe und dient u.a. dem Schutz vor Kalte 5.

Darlber liegt die Dermis, welche durch viele bewegliche Fasern (vor allem Kollagen
Typ | und Typ 1) die mechanische Belastbarkeit und Elastizitat der Haut ausmacht °8.
In dieser Hautschicht findet man vor allem Fibroblasten, jedoch auch die sogenannten
Hautanhangsgebilde, wie Haarfollikel, Talg- und SchweiRdriisen und Nervenfasern 47.
In der Dermis sind auch die Blutgefalle eingebettet, welche die Epidermis mit

Nahrstoffen versorgen, da diese selbst keine Vaskularisierung besitzt &°.

Die oberste Hautschicht ist die Epidermis, ein 0,4 bis 1,5 mm dickes, verhornendes
Plattenepithel, das fast ausschliellich aus Keratinozyten (hEKs) besteht und selbst auch
wieder in verschiedene Schichten, sogenannte Strata, eingeteilt werden kann (Abbildung
1) °. Von innen nach auBen kann man sie folgendermaRen unterteilen: Die Basalschicht
(Stratum basale) stellt die Grenzschicht zur Dermis dar. Sie enthalt Melanozyten, die flr
die Pigmentierung der Haut verantwortlich sind, und undifferenzierte Keratinozyten, die
von hier aus durch einen Prozess der Teilung und terminalen Differenzierung die
restlichen Strata ausbilden 4. Mit Beginn dieses Prozesses wandern die Zellen aus der
Basalschicht nach oben aus in die Stachelzellschicht (Stratum spinosum) und die

Kdrnerschicht (Stratum granulosum). Wahrend der Differenzierung flachen die Zellen
1



2 1 Einleitung

immer mehr ab und verlieren ihren Zellkern, bis sie komplett verhornen und somit die
abschlieflende Hornschicht, das Stratum corneum, bilden. Die Hornschicht ist die
aulerste Schicht der Epidermis und besteht komplett aus abgestorbenen Keratinozyten,

die eine effektive Schutzbarriere bilden *1°.

Die Bildung der Epidermis ist ein kontinuierlicher Prozess, der dazu fiuhrt, dass
abgestorbene Zellen der Hornschicht regelmafig abschuppen. So erneuert sich die

humane Epidermis im Laufe von ca. vier Wochen komplett .

Epidermis Stratum corneum (SC)

Stratum lucidum (SL)

Dermis

Subcutis |

Stratum basale (SB)

Dermis,

Abbildung 1: Aufbau der humanen Haut.

Die Haut besteht aus Epidermis, Dermis und Subcutis. Die Epidermis ist wiederum aus den strata basale
(SB), spinosum (SS), granulosum (SG) und corneum (SC) aufgebaut. Abbildung adaptiert von 2 mit
Erlaubnis von 3.

Wird die Hautbarriere durch eine Verletzung beschadigt, setzt automatisch die
Wundheilung ein. Sie ist ein hoch komplexer Prozess, der bis heute noch nicht
vollstandig verstanden wurde und noch immer Gegenstand der Forschung ist ™. Hierbei
ist zu beachten, dass neben den Zellen der Haut auch das Immunsystem eine wichtige
Rolle spielt. Generell kann die Wundheilung in verschiedene Phasen gegliedert werden,
die nacheinander, aber zum Teil auch Uberlappend stattfinden: Hamostase,

Entztindungsphase, Proliferationsphase und Maturation/Remodellierung ® (Abbildung 2).

Da bei einer Wunde meist auch BlutgefaRe zerstort werden, ist der erste Schritt die
Hamostase. Sie beinhaltet die Kontraktion vaskularer Muskelzellen und die Bildung
eines Fibringerinnsels, das die Wunde verschlieRt und spater als Matrix fir

einwandernde Zellen dient 5.
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Bereits innerhalb der ersten Stunden nach Verwundung beginnt die zweite Phase der
Wundheilung, die Entziindungsphase. In diesem Stadium spielt das angeborene
Immunsystem eine groRe Rolle, welches durch sekretierte Faktoren, wie
Chemoattraktoren, aktiviert wird '. Zunachst migrieren Neutrophile in die Wunde, um
dort Bakterien zu zerstéren und Fremdkorper, sowie zerstortes Gewebe abzubauen 7.
Danach wandern Monozyten in den Wundbereich ein, die zu Makrophagen
differenzieren . Sie Gibernehmen die gleichen Aufgaben wie Neutrophile, jedoch haben
sie eine langere Lebensspanne und sind in der Lage, die nachste Phase der
Wundheilung, die Proliferation, einzuleiten. Aulerdem sekretieren Makrophagen eine
Vielzahl an verschiedenen Wachstumsfaktoren und Chemokinen, die Zellen zur
Migration und Proliferation stimulieren. Zu diesen Faktoren gehoéren unter anderem
VEGF 820 Interleukin 1 und 6 223 transforming growth factor a und B (TGF) 2"2425
epidermal growth factor (EGF) 2"4-2" und viele mehr. Die Ausschuttung dieser Faktoren
fuhrt dazu, dass die Zellen der umliegenden Gewebe, also Keratinozyten, Fibroblasten

(hDFs) und Endothelzellen, stimuliert werden .

Durch die Aktivierung der umliegenden Zellen wird die dritte Phase der Wundheilung,
die Proliferation, initiiert. Zunachst migrieren Fibroblasten in das Wundbett, wo sie
beginnen neue dermale Matrix zu synthetisieren und das Fibringerinnsel dadurch zu
ersetzen '®?'. Gleichzeitig bilden die rekrutierten Endothelzellen Kapillaren, die vom
Wundrand aus in den Defekt einwachsen und so die Versorgung des Gewebes mit
Nahrstoffen und Sauerstoff wiederherstellen '>2'. Um mdglichst schnell einen
Wundschluss zu erreichen und die Barriere der Haut wiederherzustellen, beginnen auch
Keratinozyten bereits kurz nach Verwundung zu proliferieren und in den Defekt zu

migrieren.

Wie genau dieser Wundschluss durch die Keratinozyten erfolgt, ist jedoch bis heute
umstritten und es gibt mehrere Theorien, welche mogliche Mechanismen der
epidermalen Migration in Wunden beschreiben. Die erste Theorie beschreibt die
Dedifferenzierung suprabasaler hEKs, die dann tber die Zellen der Basalschicht ,rollen®
und so den Wundschluss anflihren 2. In einer anderen Hypothese wird davon
ausgegangen, dass die basalen Keratinozyten selbst die Spitze der Wundzunge
bilden 2°. Im Jahr 2005 wurde eine weitere Theorie veroffentlicht, die eine Kombination
aus den beiden bereits bekannten Mechanismen beschreibt. Sie besagt, dass die
Wundzunge zwar von dedifferenzierten, suprabasalen Keratinozyten angefiihrt wird,
jedoch auch basale Zellen dort zu finden sind 3°. Die neueste Hypothese zur
Reepithelialisierung wurde 2013 von Safferling et al. publiziert. Sie beschreibt den

Wundschluss durch den ,extending shield“ Mechanismus, bei dem die Migration in die
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Wunde zwar ausschlief3lich von den basalen Zellen ausgeht, sich jedoch auch zeitnah
suprabasales Gewebe Uiber der fortschreitenden Spitze der Wundzunge bildet 3'.

Nach Beendigung der Proliferationsphase beginnt die finale Phase der Wundheilung, die
Maturation oder Remodellierung der Wunde. Sie ist die langste Phase der
Wundheilung und kann mehrere Jahre in Anspruch nehmen . In dieser Zeit werden
letzte Uberreste des Fibringerinnsels in der Wunde degeneriert und die extrazellulére

Matrix auf- und umgebaut, wodurch eine Narbe entsteht 2.

Macrophagen
Neutrophile

aiilffessn @ My il b

Fibringerinnsel / Inflammation
Blutplattchen

Hamostase

Epidermis el
Dermis

Kapillaren

Wachstumsfaktoren ~Monozyt
und Zytokine

Granulationsgewebe

Eschar

Proliferation Remodellierung

Kollagenmatrix

Keratinozyt

Stammzelle Fibroblast

Endothelzelle
neue BlutgefaRe

Abbildung 2: Ubersicht der kutanen Wundheilung.

Die kutane Wundheilung gliedert sich in vier Phasen. Nach Verwundung beginnt die Hamostase, gefolgt
von der Entziindungsphase. Mit der Proliferationsphase beginnt der Wundschluss. Wahrend der
Remodellierungsphase wird die gebildete Kollagenmatrix von Fibroblasten verandert und es kann zur
Narbenbildung kommen. Adaptiert von 32 und nachgedruckt mit Erlaubnis der American Association for the
Advancement of Science AAAS.

1.1.1 Klassifizierung von Brandwunden

Obwohl sich ihr Heilungsmechanismus nicht grundlegend unterscheidet, stellen
Brandwunden eine besondere Art der Verletzung dar, die einige individuelle Aspekte mit
sich bringen.

Grundsatzlich lassen sich Verbrennungen anhand ihrer Tiefe in vier Schweregrade
einteilen (Abbildung 3). Leichte, oberflachliche Verbrennungen, die nur die Epidermis

betreffen, werden als Verbrennungen ersten Grades (Grad I) bezeichnet und zeichnen
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sich durch ein Odem und Erythem aus. Es kommt zwar zu lokalen Schmerzen, jedoch
ist die Barriere der Haut nicht beeintrachtigt. Es bildet sich auflerdem keine Blase und

die Wunde heilt innerhalb von zwei Wochen, meist ohne Narbenbildung, ab 43335,

Verbrennungen zweiten Grades (Grad lla/ llb) kénnen unterteilt werden in
Schweregrad lla und llb, je nachdem, wie tief die Wunde in das dermale Gewebe
hineinreicht. Bei oberflachlich dermalen Verwundungen bis hin zur papillaren Dermis
spricht man von Typ lla, wobei hier beginnende Blasenbildung, ein Verlust der
Hautbarriere und eine Entziindungsreaktion zu den zusatzlichen Symptomen zahlen. Bei
tiefen Verbrennungen bis in die retikulare Dermis (Typ lIb) kommt die Verwundung der
sensorischen Nervenenden hinzu, jedoch kein Verlust des Schmerzempfindens *-3°. Die
Reepithelialisierung dieser Verbrennungen beginnt bereits wenige Stunden nach der
Verwundung. Sind die Wunden jedoch zu tief, oder ihr Durchmesser tberschreitet 1 cm,
ist ein Debridement der Verbrennung angebracht ¢, welches in einem spateren
Abschnitt genauer beschrieben wird. Anschlie3end ist eine Hauttransplantation maéglich,
um Kontrakturen und Narbenbildung wahrend der Wundheilung entgegen zu

wirken 4,34,37,38

Sobald Brandwunden sich tber die komplette Dicke von Epidermis und Dermis bis hin
zur Subcutis erstrecken, spricht man von Verbrennungen dritten Grades (Typ IlI).
Reichen sie in noch tiefer liegende Gewebe, wie Muskeln, handelt es sich um
Verbrennungen vierten Grades (Typ IV). Diese Wunden bilden keine charakteristischen
Blasen mehr, sondern aufiern sich in einem sehr trockenen, dunklen Erscheinungsbild.
Da hier auch irreversible Nervenschadigungen vorliegen, spiren Patienten keine

Schmerzen mehr 3949,

Neben der Verbrennungstiefe spielen natirlich auch andere Faktoren, wie die
Wundflache, die kérperliche Verfassung der Patienten und die Art der Behandlung eine
wichtige Rolle bei der Heilung von Brandwunden. Im Vergleich zu anderen kutanen
Verletzungen kénnen schwere Verbrennungen aufgrund der starken Beteiligung des
Immunsystems auch systemische Schaden, bis hin zum Tod, hervorrufen 442, Wichtige
Faktoren hierbei sind z.B. Interleukin 6, 8 und 1B, die mit zunehmender Wundflache
starker sekretiert werden 4. Durch die starke Regulation des Immunsystems werden
auch Hitzeschockproteine und andere Botenstoffe und Wachstumsfaktoren
Uberexprimiert. Dies kann wiederum zu einer Abnahme der Apoptose und einer

verlangerten Entziindungsphase in der Wundheilung fiihren 4345,

Daruber hinaus gehen Verbrennungsverletzungen selbst nach ihrer Heilung noch mit
einer Zunahme der psychosozialen Probleme von Patienten aufgrund von

Funktionsverlust und Narbenbildung einher “°.
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Da Verbrennungen neben vielen Parallelen auch diverse Aspekte aufweisen, die nicht
mit ,normalen® Wunden der Haut verglichen werden konnen, ist es wichtig, auch in der
Forschung und Entwicklung diese Art von Wunden separat zu betrachten und zu

untersuchen.

Verbrennungsgrade

EPIDERMIS

DERMIS

SUBKUTIS

MUSKULATUR |

Abbildung 3: Verbrennungsgrade von Brandwunden.
Schematische Darstellung der verschiedenen Verbrennungstiefen von Brandwunden. Je nach Tiefe kdnnen
diese Wunden zwischen Grad 1 und Grad 3 klassifiziert werden. Abbildung wurde adaptiert von 4.

1.1.2 Behandlung von Brandwunden in der Klinik

Jahrlich erleiden etwa 11 Millionen Menschen schwere Brandverletzungen 8. Die
Sterblichkeitsrate von Brandverletzten ist zwar kontinuierlich gesunken und die
Behandlungsmoglichkeiten wurden verbessert *°, trotzdem sind die Fallzahlen noch
immer hoch 5°. Alleine in Deutschland werden jahrlich zwischen 10.000 und 15.000
Patienten aufgrund von Verbrennungen stationar aufgenommen, wovon im Jahr 2005
fast 500 verstarben *'. AuRerdem ist die Behandlung dieser Patienten mit Uber 71
Millionen Euro jahrlich sehr kostspielig °2, unter anderem, da Patienten sehr lange im
Krankenhaus behandelt werden missen, bevor eine Entlassung moglich ist °3. Die
Behandlung erfolgt aulRerdem oft in Kliniken, die sich auf Brandwunden spezialisiert
haben, da die Versorgung von grof3en und tiefen Verbrennungen sehr anspruchsvoll und

mit vielen Schwierigkeiten verbunden ist.
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Bei der initialen Versorgung von Patienten muss zunachst die GréRe und Tiefe der
Wunde moglichst genau abgeschéatzt werden, um entsprechend intravends Flissigkeit
zu verabreichen. Denn durch die Zerstorung der Hautbarriere und der Bildung von
Odemen kommt es zu einem hohen Wasserverlust, der zum Schock fiihren kann %. Bei
einer Verbrennung bilden sich, zusatzlich zur Tiefe der Wunde, drei Zonen Uber die
Flache der Verletzung (Abbildung 4). Im Zentrum der Wunde befindet sich die
Koagulationszone, die aus totem Gewebe besteht °°. An den Wundrandern findet man
hingegen die Zone der Hyperamie, die zwar eine Vasodilatation und entzindliche
Vorgange aufweist, aber keine strukturellen Schaden durch die Verbrennung erlitten
hat 5. Die kritischste Region ist jedoch das Gewebe, das sich zwischen diesen zwei
Bereichen befindet, die sogenannte Zone der Stasis. Meist finden sich dort
Verletzungen zwischen mittlerer und tiefer dermaler Tiefe. Im schlimmsten Fall kann das
Gewebe in diesem Bereich absterben, was zu einer zusatzlichen VergrofRerung der
Wundflache mit voller Tiefe fiihren wiirde %¢. Um dies zu verhindern und eine optimale
Wundheilung zu erreichen, ist es wichtig, moglichst schnell operativ einzugreifen und
das Gewebe in der Zone der Stasis zu retten, indem totes Gewebe aus der
Koagulationszone abgetragen wird %. Das sogenannte Debridement kann mit
verschiedenen Techniken durchgefiihrt werden, die entweder auf mechanischen *® oder
enzymatischen *° Grundlagen beruhen. Durch die Abtragung des toten Gewebes
gelangen weniger Produkte nekrotischer und apoptotischer Zellen in das Wundbett und
die Entzindungsreaktion kann gemindert werden. So kann als nachster Schritt versucht
werden, die Wunde zu schlieRen und das fehlende Gewebe zu ersetzen bzw. zu

regenerieren ©°,
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Abbildung 4: Zonen von Verbennungswunden.
Verbrennungen kénnen von innen nach auflen in drei Zonen eingeteilt werden: Die Koagulationszone, die
Zone der Stasis und die Zone der Hyperamie. Abbildung adaptiert von %.

Nach der akuten Wundversorgung gibt es viele Methoden und Produkte, die verwendet
werden kénnen, um eine mdglichst narbenfreie und funktionale Wundheilung zu

unterstiitzen.

Eine optimale Kompatibilitat erreicht man mit autologem Material bei der Transplantation
von Voll- oder Spalthaut. Diese kann entweder als ganzes Stlick eingesetzt werden, oder
zur VergroRerung der Oberflache als Netz ®°. Diese Option besteht jedoch nur, wenn der
Patient stabil genug fur den Eingriff ist und genug Flache zur Entnahme der Donorhaut
vorhanden ist 6.

Eine weitere Mdglichkeit ist die Nutzung verschiedener Matrizes, die epidermal, dermal
oder epidermal/dermal verflgbar sind. Azelluldare Varianten bestehen hier meist aus
Kollagen oder anderen Materialien, die die Dermis nachahmen, und kénnen sowohl
synthetisch hergestellt werden, als auch biologischen Ursprung haben (z.B.
dezellularisiertes Gewebe). Wichtig hierbei ist, dass die Matrix biologisch abbaubar und
permeabel ist und die Wunde mechanisch unterstitzt 2. Die meisten zellbasierten
Therapieansiatze werden heutzutage auch in Form einer Wundauflage angeboten, in
die Zellen eingebettet sind *. Hier finden vor allem Zelltypen Anwendung, die in der
nativen Haut ihren Ursprung haben, wie Keratinozyten 53¢ und Fibroblasten 63646771,
Fibroblasten fungieren hier zum einen als Zellen, die Kollagen und andere Komponenten
der extrazellularen Matrix synthetisieren. Zum anderen fordern sie die Proliferation und
Differenzierung  von  Keratinozyten durch  die  Sekretion  verschiedener

Wachstumsfaktoren 2. Keratinozyten hingegen stellen den am starksten vertretenen
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Zelltyp in der Epidermis dar und flhren durch die Proliferation und Differenzierung (und
die damit verbundene Ausbildung intrazellularer tight junctions) vor allem zum
Wundschluss und somit zum Schutz vor z.B. Infektionen . Leider kdnnen Wundauflagen
nur sehr limitiert bei groR3flachigen, inhomogenen Verbrennungen verwendet werden,
weshalb andere zellbasierte Systeme, wie Bioprinting "*’* oder Zellsprays ">76,
zuversichtliche Alternativen darstellen. Obwohl letztere Systeme bisher gute Ergebnisse
in der Anwendung zeigten, haben diese Technologien den Nachteil, dass sie sehr

aufwandig und kommerziell (noch) nicht erwerblich sind *.

Als Alternative zu azellularen oder zellularen Wundauflagen koénnen auch
Wachstumsfaktoren genutzt werden, um die Wundheilung zu unterstitzen *. Wahrend
der akuten Phase der Wundheilung werden diese bioaktiven Substanzen ausgeschuttet,
was dazu fuhrt, dass die Zellen der umliegenden Gewebe, also Keratinozyten,
Fibroblasten und Endothelzellen, stimuliert werden '6. Durch eine zusétzliche Applikation
von Wachstumsfaktoren werden mehr Zellen aktiviert, die zur Heilung beitragen, und
somit kann die Regeneration beschleunigt werden. Hierfur werden, unter anderem, die
Moleklile EGF und VEGF verwendet, die die epidermale Regeneration und die

Angiogenese stimulieren 7778,

Eine ausflihrliche Zusammenstellung von verfligbaren und verwendeten Therapien
haben Shpichka et al. und Shevchenko et al. bereits in ihren Verdéffentlichungen

vorgenommen 462,

Die kontinuierliche Weiterentwicklung von Therapien fur Verbrennungen hat bereits dazu
gefuhrt, dass die Mortalitdt von Brandverletzten konstant gesunken und der
Lebensstandard von Uberlebenden gestiegen ist #%°. Jedoch sind vor allem zellbasierte
Produkte und Therapien nur bei akutem Bedarf anforderbar und kénnen nicht oder nur
sehr kurz gelagert werden 7°. Dies fihrt dazu, dass sie nicht universal erhaltlich oder

anwendbar sind.

Deshalb ist es wichtig Produkte zu entwickeln, die viele Vorteile vereinen. Zum Beispiel
musste ein auf Keratinozyten basiertes Produkt lange bei moderaten Temperaturen
(4 °C, Raumtemperatur) lagerbar sein, damit es schnell verfiigbar ist. Hierflr wirde sich
die Gefriertrocknung des Produktes anbieten, da so vor allem bioaktive Substanzen
innerhalb der Zellen stabilisiert werden, die sich positiv auf die Wundheilung auswirken.
Um dies zu erreichen mussen jedoch Technologien zur Konservierung von
Keratinozyten weiterentwickelt werden, die es ermdglichen die Zellen auch Uber l&ngere

Zeit zu konservieren.
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1.2 Grundlagen der Zell- und Gewebekonservierung

Die Konservierung ist ein Prozess der Biologie, der es ermdglicht, Dinge Uber einen
langen Zeitraum haltbar zu machen. Da hierdurch eine hohe zeitliche Flexibilitat entsteht,
findet sie in der Lebensmittelindustrie, der Pharmazie, aber auch in der Forschung breite

Anwendung.

1.2.1 Strategien der Konservierung

Bei der Konservierung von Zellen werden hauptsachlich vier verschiedene Methoden
angewandt: Die hypotherme Lagerung, die Kryokonservierung, die Vitrifikation (eine
Unterform der Kryokonservierung) und die Lyophilisierung, auch Gefriertrocknung

genannt.

Werden Zellen oder Organe bei Temperaturen zwischen 2 und 8 °C gelagert, spricht
man von einer hypothermen Lagerung ®4%'. Da bei diesen Temperaturen der
Gefrierpunkt von Wasser nicht unterschritten wird und es dadurch nicht zur
Eiskristallbildung kommt, stellt diese Methode eine sehr einfache und reproduzierbare
Form der Konservierung dar 82. Wichtig ist hierbei, die Zellen in einer physiologischen
Lésung zu lagern, da eine Hypothermie sonst zu osmotischem Stress fuhren kann, was
wiederum in einer Apoptose der Zellen resultiert 882 Ein groRer Nachteil der
hypothermen Lagerung ist jedoch, dass sie sich nur zur Konservierung Uber sehr kurze
Zeitraume, die meist nur einige Stunden 8 oder Tage 8 umspannen, eignet. Wenn Zellen
fir einen langeren Zeitraum gelagert werden sollen, bietet es sich an eine andere

Methode zur Konservierung zu wahlen, wie zum Beispiel die Kryokonservierung.

Bei der Kryokonservierung werden Zellen in einer wassrigen Losung graduell so lange
heruntergekiihlt, bis das Wasser kristallisiert und sich Eis bildet 848, Sie wurde bereits
Mitte des 20. Jahrhunderts erforscht, wobei eine der ersten wichtigen Entdeckungen die
maogliche Nutzung von Glycerol als kryoprotektive Substanz (CPA) durch Polge et al. 8
war, welche 1950 von Smith et al. bestatigt wurde 8. Zwar ermdglichte diese Entdeckung
die erfolgreiche Kryokonservierung verschiedenster Zellen, doch die physikalischen
Hintergriinde dazu blieben lange ungeklart. Erst die 1965 verdffentlichte 2-Phasen-
Hypothese von Mazur et al. konnte hier zu einem breiten Verstandnis der moglichen
Zellschaden beim Einfrieren von Zellen beitragen #%°, Sie stellt somit einen wichtigen
Meilenstein in der Kryobiologie dar. Seitdem gab es weitreichende Entwicklungen in
diesem Forschungsbereich, die es ermdglichen biologische Systeme einzufrieren #. So
gibt es heutzutage nicht nur eine grof3e Zahl an Kryoprotektiva, die eingesetzt werden
koénnen, sondern auch viele Protokolle und Gerate, die die Verwendung verschiedener

Klhlraten ermdglichen 84859,
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Eine Unterform der klassischen Kryokonservierung ist die Vitrifikation. Da bekannt ist,
dass die Bildung von Eiskristallen beim Herunterkuhlen der Zellen einen gro3en Einfluss
auf die Viabilitat nach Auftauen hat, setzt die Vitrifikation an diesem Punkt an °'. Vor
allem in groRReren Systemen, wie Geweben, fuhren Eiskristalle zu schweren Schaden
der Zellen, weshalb die Vitrifikation anstrebt, komplett ,eisfrei“ einzufrieren und zu
konservieren °2. Durch eine extrem schnelle Abkihlung des Systems wird erreicht, dass
sich im Wasser keine Eiskristalle bilden kénnen, sondern ein erstarrter, amorpher, Glas-
ahnlicher Zustand entsteht 3%, Vor allem im Bereich der Reproduktionsmedizin hat sich

die Vitrifikation zur Konservierung von Oocyten und Spermien bewahrt 9%,

Sowohl die Kryokonservierung, als auch die Vitrifikation haben jedoch den Nachteil, dass
die Zellen danach in tiefkalten Temperaturen gelagert werden missen . Eine Methode,
bei der dies nicht nétig ist, ist die Lyophilisierung, oder Gefriertrocknung. Auch hier wird
das Ausgangsprodukt, wie zum Beispiel Blutplattchen °, in einem ersten Schritt
eingefroren. Jedoch wird daraufhin ein Vakuum an das System angelegt, was dazu fuhrt,
dass das enthaltene Wasser im System direkt von der Fest- in die Gasphase Ubergeht,
die sogenannte Sublimation %. Ahnlich wie bei der Vitrifikation entsteht hierdurch ein
Glas-ahnlicher Zustand, wodurch biologische, chemische und physikalische Prozesse
stark inhibiert werden °°. Nachdem ein GroRteil des Wassers entzogen wurde, ist es
mdglich, das Produkt dann flr lange Zeitrdume bei moderaten Temperaturen bis hin zur
Raumtemperatur zu lagern 91192 Da Zellen aber zu einem Grofteil aus Wasser
bestehen, ist inre Trocknung zugleich ein sehr schwieriger Schritt 193194, Deshalb findet
die Gefriertrocknung heutzutage vor allem in der Lebensmittelindustrie und der
Pharmaindustrie bei der Konservierung von Proteinen, Antikérpern und Blutplasma
Anwendung '°51%_Aber auch in der Wissenschaft wird sie immer 6fter zur Konservierung

von Zellen genutzt 107:108,

1.2.2 Herausforderungen bei der Kryokonservierung

Die Kryokonservierung von Zellen findet in fast jedem Labor statt. Jedoch ist ein
perfektes Zusammenspiel von kryoprotektiven Substanzen und der passenden Kuhirate
essentiell, um ein gutes Ergebnis zu erzielen '%°. Wie Mazur et al. bereits 1972 beschrieb,
gibt es fur jeden Zelltyp eine optimale Einfrierrate. Friert man die Zellen schneller oder
langsamer ein, flhrt das zu ,slow-“ bzw. ,rapid-cooling Injuries* &8° Slow-cooling
Injuries beschreiben hier Zellschaden, die auftreten, wenn die Kihlrate des Systems zu
niedrig ist. Bis heute konnte noch nicht genau geklart werden, wodurch diese Schaden
verursacht werden, jedoch gibt es zwei mdgliche Mechanismen. Durch die Bildung von
extrazellularen Eiskristallen wird die Konzentration geldster Stoffe kontinuierlich erhoht,

was wiederum in einem erhohten Efflux von Wasser aus den Zellen resultiert 1'%, Dies
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fuhrt zum einen zu Schaden der Zellen, da sie durch den osmotischen Stress stark
schrumpfen 2113: zum anderen werden die Konzentrationen an intrazellularen, I16slichen

Stoffen stark erhéht, was toxisch auf die Zellen wirkt 114115,

Aber auch eine zu hohe Kihlrate ist ungeeignet zur Kryokonservierung, da sie zu rapid-
cooling Injuries flhrt. Werden Systeme zu schnell eingefroren, kdnnen Zellen nicht
schnell genug auf die veranderten osmotischen Zusténde reagieren. Das Cytoplasma
wird zunehmend unterkihlt, was dazu fihrt, dass sich intrazellulares Eis bildet 6. Wie
genau es zur Bildung intrazellularer Eiskristalle kommt, ist noch nicht abschlieRend
geklart. Es gibt jedoch drei Theorien, die alle die Interaktion von extrazellularem Eis mit
der Plasmamembran als Ursache dafir annehmen. Die erste ist die Protein-Poren-
Theorie von Mazur '"7. Sie besagt, dass extrazellulares Eis durch Poren in der
Zellmembran in das Zellinnere gelangt und dort zur Eiskristallbildung fuhrt. In Anlehnung
daran besagt die zweite Theorie, dass Defekte der Plasmamembran ursachlich fir
intrazellulares Eis sind. Uber diese Defekte kann Eis in das Cytoplasma gelangen und
dort die Keimbildung herbeifiihren 819 L aut der dritten Theorie fungiert die
Zellmembran selbst als Keimbildner, jedoch funktioniert das nur, wenn sie selbst durch
extrazellulares Eis beeinflusst wird. Der genaue Mechanismus hinter dieser Theorie ist

aber bis heute noch nicht bekannt 120,

Um Zellen vor Schaden durch die Kryokonservierung zu schitzen, kdnnen
kryoprotektive Substanzen (CPAs) eingesetzt werden. Diese werden in zwei Klassen
unterteilt: membrangangige CPAs (kleine, nichtionische Moleklle) und nicht
membrangéngige CPAs (langkettige Polymere) 848%. Zur Klasse der membrangéngigen
CPAs gehoren zum Beispiel DMSO und Glycerol . Molekile dieser Art setzen den
Gefrierpunkt einer Losung herab und erniedrigen dadurch auch die Konzentration an
I6slichen Substanzen, die sich bei einer bestimmten Temperatur im Medium befinden .
Somit wird auch ein zu starker Efflux von Wasser aus den Zellen verhindert, was diese
vor Schaden beim Einfrieren schiitzt 2. Membrangangige CPAs kénnen so vor allem
Schaden durch eine niedrige Kuhlrate verhindern, bieten jedoch nur wenig Schutz vor

fast-freezing Injuries 122,

Bei nicht membrangéangigen CPAs verhalt es sich genau umgekehrt. Sie sind meist
grolde, langkettige Polymere oder Zucker, die einen hohen osmotischen Koeffizienten
besitzen, wie Hydroxyethylstarke und Trehalose 8. Dadurch werden Zellen schneller und
bereits vor dem Einfrieren dehydriert. Dies ermdéglicht den Zellen, ihren Wasserhaushalt
an die Einfriergeschwindigkeit anzupassen und verhindert die Bildung von

intrazellularem Eis '?2. Durch die zusatzliche Dehydrierung der Zellen aufgrund des
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CPAs eignen sich nicht-membrangange Molekule nur fir den Schutz vor ,fast-freezing

Injuries”, kdnnen jedoch keine Schaden bei langsamen Kiihlraten verhindern 22,

Da die zwei Moleklilklassen von CPAs komplett unterschiedlich auf den Einfrierprozess
wirken, sollte bei der Konservierung von Zellen immer bedacht werden, welche Kihlrate
verwendet wird und welche CPAs in diesem Zusammenhang den bestmoglichen Schutz
bieten kénnen '?2, Nur durch ein perfektes Zusammenspiel aus Kuhlrate, CPA und
verwendetem Zelltyp kann eine optimale Kryokonservierung mit einer hohen

Uberlebensrate der Zellen erreicht werden.

Bei der Entwicklung einer zellbasierten Wundauflage flr schwere Verbrennungen, die
auch bei moderaten Temperaturen gelagert werden kann, wirde dies zum Beispiel
bedeuten, dass Keratinozyten Iyophilisiert werden. Hierflir miuisste die
Kryokonservierung der Zellen optimiert und CPAs ausgewahlt werden, die nicht nur
einen optimalen Schutz der Zellen gewahrleisten, sondern auch unbedenklich fir die
Zulassung eines medizinischen Produkts sind. Um die moéglichen Effekte von Zellen und
verwendeten CPAs auf die Wundheilung von Verbrennungen zu untersuchen, missen

im Zuge der Produktentwicklung auch Studien zur Wirksamkeit durchgeftihrt werden.

1.2.3 Erforschung von Brandwunden und praklinische Testung

von Wundauflagen

Die haufigsten Brandwunden sind Verbrennungen ersten Grades, deren Pravalenz
jedoch nur grob geschatzt werden kann, da die meisten Falle zu Hause behandelt und
nicht in Kliniken dokumentiert werden '2%. Aufgrund der Tatsache, dass leichte
Verbrennungen nicht als kritische Verletzung angesehen werden, konzentriert sich der
Schwerpunkt der Forschung auf schwere, tiefgradige Verbrennungen '?*. Bei der
Erforschung der Wundheilung und der Testung neuer Produkte sind sowohl fir
Brandwunden, als auch flr andere Verletzungen bis heute in vivo Tiermodelle der
Goldstandard.

Oft werden hier Nagetiere verwendet, die sich durch ihre einfache Handhabung und
Haltung, die Verflgbarkeit vieler Geno- und Phéanotypen und die hohe
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unter kontrollierten Bedingungen auszeichnen 2.
Dies geschieht trotz signifikanter Unterschiede in der Histologie und Histopathologie der
Haut wvon Menschen und Nagetieren '%. Zum  Beispiel ist der
Wundheilungsmechanismus bei Nagern grundlegend anders, da die Wundkontraktion
der primare Heilungsmechanismus ist, im Gegensatz zur Reepithelisierung und
Granulation beim Menschen '26-13°, Auch die Komposition und GréRRe der Hautschichten

und —anhangsgewebe unterscheidet sich stark, da Menschen weniger Haarfollikel, eine
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héhere Vaskularisierung und mehr ekkrine Schweildriisen besitzen, wahrend ihre
Epidermis und Dermis dicker ausfallen als bei Mausen 34. Diese und viele weitere
Unterschiede flhren dazu, dass bei einem direkten Vergleich nur knapp 50 % der
Ergebnisse aus diesen Tiermodellen auch in klinischen Studien bestatigt werden

konnten 131,

Da die Haut von Schweinen eine groRRe physiologische Ahnlichkeit zu Menschen besitzt,
werden auch sie als Testmodell eingesetzt '*2. Vor allem bei der Heilung epidermaler
Wunden hat sich gezeigt, dass hier eine bessere Vergleichbarkeit zum Menschen
vorliegt als bei Nagetieren '3. Trotz allem zeigt sich aber auch hier keine volle
Ubertragbarkeit von Ergebnissen (knapp 80 %) aus Tierstudien auf den Menschen in
klinischen Studien, weshalb auch dieses Tiermodell nicht optimal zur Erforschung der

Wundheilung geeignet ist 126134,

Aufgrund der  Limitationen in Bezug auf  die Physiologie, den
Wundheilungsmechanismus und die Ubertragbarkeit, aber auch aufgrund ethischer
Bedenken, etablierten Russel und Burch bereits Ende der 1950er Jahre das 3R
Prinzip 3°. Ziel ist es, das Leid von Tieren in der Forschung durch den Ersatz
(Replacement), die Reduktion (Reduction) und die Verbesserung der Haltungs- und
Versuchsbedingungen (Refinement) zu minimieren. Diese Prinzipien haben seitdem
grolien Anklang in Wissenschaft und Forschung gefunden und werden seit einigen
Jahren auch vermehrt in die Gesetzgebung eingefiihrt '3¢-138_ So wird bereits seit 2007
der Einsatz von Tiermodellen zur Testung neuer Inhaltsstoffe in der Kosmetikindustrie
verboten, in der klinischen Forschung und Substanztestung spielen sie jedoch noch
immer eine zentrale Rolle '*°. Aber auch hier tritt immer mehr ein Umdenken ein, welches
Alternativen zu Tierversuchen, wie in silico, ex vivo und in vitro Modelle fordert und
fordert 40142 Wichtig bei solchen Modellen ist, dass sie vor allem die Anatomie und

Funktion humaner Gewebe, wie der Haut, gut abbilden kénnen.

Eine Moglichkeit zur Erforschung von Brandwunden und deren Behandlung ohne
Tierstudien sind 2D in vitro Tests. Hier finden humane Zellen Anwendung, wodurch
tierethische Bedenken vermieden werden 3. Auch bezlglich ihrer Kosten stellen sie
eine gute Alternative zu Tiermodellen dar. Jedoch ist ein grofer Nachteil dieser
Testungen, dass die physiologischen Aspekte der Haut nicht widergespiegelt werden

konnen und diese Modelle daher nur eine sehr geringe Pradiktion erlauben 43144

Ein weiterer Ansatz in der Forschung, der die Nachteile von Tiermodellen und 2D in vitro
Modellen ausschlief3t, sind humane ex-vivo Hautmodelle. Sie werden meist aus
anfallender Haut bei Hautreduktionsoperationen gewonnen %46 und koénnen die

hochkomplexe Struktur der menschlichen Haut ideal reprasentieren. Jedoch mangelt es
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diesen Modellen oft an Reproduzierbarkeit, meist aufgrund der Einschrankungen der

gespendeten Hautoberflache 4.

In Anbetracht der Limitationen von aktuell verfligbaren in vivo- und ex vivo Modellen ist
der Bedarf flr ein zuverlassiges und standardisiertes in vitro Modell zur Untersuchung
von Verbrennungswunden offensichtlich. Dies zeigt sich vor allem auch bei der
Erforschung von leichten, erstgradigen Verbrennungen, da fiir diese Art von Verletzung
bisher noch kein Testsystem etabliert wurde und sich die Forschung und Entwicklung
ausschliel3lich auf Verbrennungen zweiten und dritten Grades fokussiert. Ein weiterer
Faktor, der dies bestatigt, sind die ethischen Bedenken im Hinblick auf die Einbringung

groBer Verbrennungswunden an einer hohen Anzahl von Tieren 128148152,



2 Zielsetzung

Verbrennungen stellen noch immer einen grof3en Anteil der Verletzungen weltweit dar,
die medizinische Intervention bendtigen. Wahrend zellbasierte Behandlungen hier
bereits grolke Erfolge erzielen, gibt es jedoch noch immer keine Méglichkeit diese
Produkte flr langere Zeit bei Raumtemperatur stabil zu lagern. Auch bei der Erforschung
von Brandwunden und der Testung neuer Therapeutika besteht, in Anbetracht der
Einschrankungen von in vivo und ex vivo Modellen, der Bedarf nach einem zuverlassigen

und standardisierten in vitro Modell.

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es deshalb, Methoden zu entwickeln, die eine
spatere Lyophilisierung von Keratinozyten erlaubt, um ein zellbasiertes Produkt zur
Behandlung von Verbrennungswunden herzustellen. Gleichzeitig soll ein in vitro Modell
etabliert werden, an dem sowohl die Wundheilung, als auch die Behandlung von

Verbrennungswunden untersucht werden kann.

Dafir sollen als erster Teil dieser Arbeit Methoden etabliert werden, um Keratinozyten
zu isolieren, kultivieren und konservieren, die kompatibel mit regulatorischen Richtlinien
fur die Herstellung medizinischer Produkte sind. Die Hypothese ist, dass trotz der
Vermeidung tierischer Komponenten, charakteristische Merkmale und Funktionalitaten
der Keratinozyten erhalten bleiben und diese weiterhin Wachstumsfaktoren sezernieren,
die zu einer Verbesserung des Wundschlusses beitragen. Eine weitere Hypothese ist,
dass die Kryokonservierung der Zellen durch unterschiedliche Kryoprotektiva und
Einfrierraten weiter optimiert werden kann, um eine anschlieRende Lyophilisierung zu
ermoglichen. AuRerdem ist es mdglich, Chemikalien als Kryoprotektiva zu nutzen, die in

medizinischen Produkten verwendet werden konnen.

Als zweiter Teil dieser Arbeit soll ein in vitro Modell fir Verbrennungswunden auf Basis
von Hautmodellen verschiedener Komplexitat etabliert werden. Als erster Schritt sollen
hierflr Verbrennungen ersten Grades an epidermalen Modellen simuliert werden. Die
Analyse der Wundheilung dieser Modelle soll dann mit Hilfe verschiedener Methoden
erfolgen. AulRerdem soll abschlieBend untersucht werden, ob das Modell zur Analyse

aktiver Substanzen verwendet werden kann.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Ausstattung
Tabelle 1: Liste der Ausstattung.

Ausstattung/ Gerat

Hersteller

Absaugvorrichtung: VacuBoy

Integra Biosciences, Fernwald (GER)

Abzug

Prutscher Laboratory Systems, Neudorfl
(AUT)

Analysewaage

Kern, Balingen-Frommern (GER)

Autoclav: ,Tecnoclav*
Table-top Autoclav: ,Varioklav*

Biomedis, Giessen (GER)
Systec, Wettenberg (GER)

Biorevo BZ-9000

Keyence, Neu-Isenburg (GER)

Block-Station

Leica, Wetzlar (GER)

Brutschrank: 37 °C, 5% CO2

Heraeus, Hanau (GER)

Cedex Bio®Analyzer

Roche, Basel (CHE)

Dampfgarer: ,MultiGourmet*

Braun, Kronberg/Taunus (GER)

Digitalkamera

Canon, Krefeld (GER)

Durchflusszytometer: FACS Accuri C6
Plus

BD, Heidelberg (GER)

Durchflusszytometer: FACS Calibur

BD, Heidelberg (GER)

Einbettmaschine

Thermo Fisher Scientific, Dreieich (GER)

Einhangethermostat fir Wasserbad

Lauda, Lauda-Koénigshofen (GER)

Eismaschine: ,AF-80“

Scotsman, Mailand (ITA)

Evos (M5000, XL Core)

Thermo Fisher Scientific, Dreieich (GER)

Flussigstickstofftank: MVE 815 P-190
(-180 °C)

German-Cryo, Jichen (GER)

Gefrierbehalter: Mr. Frosty

VWR, Darmstadt (GER)

Hand-Stlickzahler

NeolLab, Heidelberg (GER)

Heilluft-Sterilisator

Memmert, Schwabach (GER)

Heizblock, Analog Heatblock

VWR, Darmstadt (GER)

17
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IceCube 14S

SY-LAB Gerate GmbH, Neupurkersdorf
(AUT)

Impedanzmessgerat: LCR HITESTER
3522-50

HIOKI E.E. Corporation, Nagano (JPN)

Inkubator

Medite, Burgdorf (GER)

Kahlplatte

Leica, Wetzlar (GER)

Kdhlraum, 4°C

Genheimer, Hochberg (GER)

Kuhlschranke:
-80°C
-20°C

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Liebherr, Biberach a.d. Riss (GER)

Lotkolben, BASETech, ZB-8936

Conrad, Hirschau (GER)

Magnetruhrer mit integrierter Heizung:
Type 720-HPS

VWR, Darmstadt (GER)

Multi-Channel-Pipette Plus

Eppendorf, Hamburg (GER)

Multistep-Pipette

Brand, Wertheim (GER)

Multipette (M4, E3)

Eppendorf Hamburg (GER)

Neubauer Zahlkammer

Hartenstein, Wirzburg (GER)

NucleoCounter NC-200

ChemoMetec, Allerod (DEN)

pH-Meter

Mettler Toledo, Giessen (GER)

Photometer Tecan Infinite 200

Tecan Group AG, Mannedorf (CH)

Pipetten: 0.5 — 10 pL, 10 — 100 wL, 100 —
1000 pL

Eppendorf, Hamburg (GER)

Pipettierhilfe: Pipet Boy

Brand, Wertheim (GER)

Reinstwasseranlage

Millipore, Schwalbach (GER)

Schaukelplattformschiittler

NeolLab, Heidelberg (GER)

Schlittenmikrotom RM 2255

Leica, Wetzlar (GER)

Sicherheitswerkbank 2020

Thermo Fisher Scientific, Dreieich (GER)

Spulmaschine

Miele, Gitersloh (GER)

Timer Carl Roth GmbH, Karlsruhe (GER)
Trockenschrank Memmert, Schwabach (GER)
Vortexer Carl Roth GmBH, Karlsruhe (GER)
Wasserbad Julabo Labortechnik, Seelbach (GER)
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Zentrifugen: . C e -
. Thermo Fisher Scientific, Dreieich (GER)
Multifuge X3R
. Eppendorf, Hamburg (GER)
Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg (GER)
Centrifuge 5424 PP ’ 9

3.1.2 Einwegartikel
Tabelle 2: Liste der Einwegartikel.

Einwegartikel

Hersteller

Aluminiumfolie

Carl Roth GmBH, Karlsruhe (GER)

Biopsiestanzen (5 mm)

Kai Europe GmbH, Solingen (GER)

Combitips Plus: 0.5 ml, 1 ml, 2.5 ml, 5 ml

Eppendorf, Hamburg (GER)

Corning ® Costar ® Snapwell Inserts
0,4 um fir 6-Well-Platten

Corning, Corning (USA)

Corning ® Snapwell Platten, 6-Well

Corning, Corning (USA)

Deckglaschen: 24 x 60 mm

Menzel-Glaser, Braunschweig (GER)

Einbettkassetten

Klinipath, Duiven (NED)

Einweg-Pipetten: 5 ml, 10 ml, 25 ml,
50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen (GER)

Entsorgungsbeutel Hartenstein, Wirzburg (GER)
Fettstift Dako, Hamburg (GER)

Filterpapier Labonord, Ménchengladbach (GER)
Handschuhe: .

Nitrile Kimberly-Clark, Koblenz (GER)

Kryordhrchen: 1.8 ml

Nunc, Wiesbaden (GER)

Lanzettstabchen Pro-optha 100%
polyvinyl alcohol

Lohmann & Rauscher International
GmbH & Co. KG, Rengsdorf (GER)

Mikrotomklingen: Type A35

pfm Medical, Kéln (GER)

Multititerplatte-Platten:
6-Well, 12-Well, 24-Well, 48-Well, 96-
Well

TPP, Trasadingen (GER)

Objekttrager:
unbeschichtet (26 x76 x1 mm)
PolysineTM (25 x75 x1 mm)

Menzel, Braunschweig (GER)
Langenbrinck, Emmendingen (GER)

Parafim®

Carl Roth, Karlsruhe (GER)
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Pasteurpipetten

Brand, Wertheim (GER)

Pipettenspitzen:
0.5-10pL, 10 — 100 pL, 100 — 1000 L

Eppendorf, Hamburg (GER)

Reaktionsgefalte: 1.5 ml, 2.0 ml

Sarstedt, Niumbrecht (GER)

Skalpellklingen, rund

Bayha, Tuttlingen (GER)

Spritzen: 5 ml, 10 ml, 20 ml

BD Biosciences, Heidelberg (GER)

Sterilfilter flr Spritzen: Durchmesser
50 mm, Porengrofie 0.2 um

Sartorius Stedium Biotech, Géttingen
(GER)

Thincert Zellkultureinsatze, 0,4 um fir
12-Well-Platten

Greiner Bio-One, Frickenhausen (GER)

Thincert Zellkulturplatten, 12-Deep-Well-
Platten

Greiner Bio-One, Frickenhausen (GER)

Waagschale

Hartenstein, Wirzburg (GER)

Zellkulturflaschen: 25 cm?, 75 cm?,
150 cm?

TPP, Trasadingen (CH)

Zellkulturflaschen 175 cm?

Greiner Bio-One, Frickenhausen (GER)

Zellkulturschalen: 145 x20 mm

Greiner Bio-One, Frickenhausen (GER)

Zentrifugenréhrchen: 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen (GER)

3.1.3 Labormaterial

Tabelle 3: Liste der Labormaterialien.

Labormaterial

Hersteller

Becher: 1 L, 250 ml

Schott, Mainz (GER)

Edelstahlgussformen zum Einbetten von
Gewebe:
24 x 37 x 9 mm

Labonord, Ménchenglattbach (GER)

Glaspipetten: 5 ml, 10 ml, 25 ml

Brand, Wertheim (GER)

Kalteschutzhandschuhe

VWR, Darmstadt (GER)

Laborflasche: 1 L, 250 ml, 100 ml, 50 ml

Schott, Mainz (GER)

Loffelspatel

Hartenstein, Wirzburg (GER)

Magnetrihrstab

Hartenstein, Wirzburg (GER)

Magnetruhrstabchen-Angel

Hartenstein, Wirzburg (GER)
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Objekttragerregale: Glass, Stainless
Steel

Mercateo, Munich (GER)

Pinzette

Fine Scientific Tools FST, Heidelberg
(GER)

Reaktionsgefallestander

NeolLab, Heidelberg (GER)

Schutzbrille NeoLab, Heidelberg (GER)
Skalpell Bayha, Tuttlingen (GER)
Spatel VWR, Darmstadt (GER)
Spriuhflasche Hartenstein, Wirzburg (GER)
Trichter Hartenstein, Wirzburg (GER)

Zentrifugenrohrchenstander

NeolLab, Heidelberg (GER)

3.1.4 Chemikalien und Losungen

Tabelle 4: Liste der Chemikalien und Lésungen.

Chemikalie/ Losung

Hersteller

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Serva, Heidelberg (GER)

Accutase

ThermoFisher, Waltham (USA)

Aceton (2 99,5%)

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Activator Bio, System Reagenz Cedex
Bio Analyzer

Roche, Basel (GER)

Albumin-Fraktion V (BSA)

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Antiorperverdinnungslosung

DCS Innovative Diagnostik-Systeme,
Hamburg (GER)

Ascorbinphosphat

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

BD Cytofix/Cytoperm
Fixation/Permeabilization Kit

BD Biosciences, Heidelberg (GER)

Bepanthen® Wund- und Heilsalbe, 5 %
Dexpanthenol

Bayer Vital GmbH, Leverkusen (GER)

Calciumchlorid (CaCl.)

VWR, Darmstadt (GER)

Chondroitinsulfat

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Citronensaure

VWR, Darmstadt (GER)

DAPI Fluoromout-GTM

Southern Biotech, Birmingham (USA)
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Descosept

Dr. Schumacher, Malsfeld (GER)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Dispase-Pulver

ThermoFisher, Waltham (USA)

DMEM (1x) + GlutaMAX (4,5 g/L D-
Glucose)

Life Technologies, Carlsbad (USA)

Dulbecco's Phosphatgepufferte
Kochsalzlésung (PBS": ohne MgCl, und
NaCly,

PBS*:mit MgCl2 und NaCl.)

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Eindeckmedium: Entellan

Merck, Darmstadt (GER)

Eindeckmedium: Mowiol

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Eosin, 1 % aqueous

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Epilife Medium

ThermoFisher, Waltham (USA)

Esel-Serum

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Ethanol, absolut

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Ethanol, vergallt (99,8%)

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Fibrolife

Lifeline Cell Technology, Frederick (USA)

Fluoresceindiacetat

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Fluoromount-G DAPI

Life Technologies, Carlsbad (USA)

Fotales Kalberserum

Lonza, Cologne (GER)

Glucose Bio Test Kit

Roche, Basel (CHE)

Hamatoxylin nach Meyer

Morphisto, Frankfurt (GER)

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Human Keratinocyte Growth Supplement
(HKGS)

ThermoFisher, Waltham (USA)

Hydroxyethylstarke

BOC Sciences, Shirley (USA)

ISE Deproteinizer Bio, System reagenz
fur Cedex Bio Analyzer

Roche, Basel (CHE)

Isopropanol

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Keratinocyte growth factor (KGF)

ThermoFisher, Waltham (USA)

Kollagenase

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)
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Lactate Bio Test Kit

Roche, Basel (CHE)

LDH Bio Test Kit

Roche, Basel (CHE)

Paraffin

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Penicillin / Streptomycin (100x
concentrated)

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Propidiumiodid

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Roti-Histofix 4 % (Formaldehyd)

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Trehalose

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Trypanblau

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Trypsin 0,5 % (10x)

Invitrogen GmbH, Taufkirchen (GER)

Tween-20

Sigma-Aldrich, Minchen (GER)

Xylol

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

3.1.5 Medien und Losungen flir die Zellkultur

Tabelle 5: Liste der Medien und Lésungen fiir die Zellkultur.

Medium/ Losung

Zusammensetzung

0,05 % Trypsin/EDTA

10 % 0,5 % Trypsin-EDTA-L6sung

in PBS-/EDTA Solution

Ascorbinphosphat-Lésung

73 mg/ ml  Ascorbinphosphat

in E1-Medium, sterilfiltriert

Calciumchlorid-Lésung

44 mg/ ml  Calciumchlorid

in PBS-, steriffiltiert

Kollagenase-Ldsung

500 U/ ml Kollagenase

in DMEM

Dispase-L6sung

2 U/ ml Dispase Pulver

in PBS-

DMEM-Medium

10 % FCS

1 % Penicillin / Streptomycin
in DMEM (1x) + GlutaMAX
(4,5 g/L D-Glucose)

E1-Medium

1 % Penicillin / Streptomycin
1% HKGS
in EpiLife

E2-Medium

0,48 % Calciumchlorid-Lésung

in E1-Medium
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E3-Medium

0,1 %
0,1 %

Ascorbinphosphat-Lésung
KGF-Lésung
in E2-Medium

E10-Medium

10 %

Fibrolife
in E3-Medium

Fibrolife

3,75 %

2%
0,1 %
0,1%
0,1 %
0,1 %

L-Glutamin

FCS

Rekombinantes humanes bFGF
Rekombinantes humanes Insulin
Ascorbinsaure

Hydrocortison hemisuccinate

In Fibrolife Basalmedium

Gelneutralisationslésung

0,03 %
0,05 %
0,03 %

HEPES 3 M
Chondroitinsulfat
FCS

pH 8,5

in DMEM (2x)

KGF-Lésung

10 pg/ mi

KGF
in EpiLife

Mowiol-DAPI
Eindeckmedium

0,1 %

DAPI
in Mowiol

MTT-L6sung

1 mg/ ml

MTT
in PBS-

PBS-/EDTA Lésung

0,0002 %

EDTA

in PBS-
pH: 7.2
autoklaviert

3.1.6 Chemikalien

und

Losungen

fur die Histologie,

Immunhistochemie und Durchflusszytometrie

Tabelle 6: Liste der Chemikalien und Lésungen fiir die Histologie, Immunhistochemie und

Durchflusszytometrie.
Chemikalie/L6osung Zusammensetzung
2mM EDTA
FACS-Puffer 5% BSA
in PBS-
10 %l TBS Stock 0.5 M
TBST, 0.05M 0,5% Tween-20
in demineralisiertem Wasser
78,89/l Tris
Tris gepufferte Losung 87,66 g/1 NacCl
(TBS) Stock, 0.5 M (10x in Reinstwasser
konzentriert) pH 7.6

Autoklaviert
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3.1.7 Antikorper

Tabelle 7: Liste der Antikérper.

Antikorper Wirt Konz. Verdiinnung Hersteller
Alexa Fluor® 647 . ThermoFisher,
Anti- Maus Esel 1:400 Waltham (USA)
Alexa Fluor® 488 Esel 1400 ThermokFisher,
Anti- Kaninchen ' Waltham (USA)
Alexa Fluor® 555 . ThermoFisher,
Anti- Kaninchen Esel 5 ug/mi 1:400 Waltham (USA)
Alexa Fluor® 555 . ThermoFisher,
Anti- Maus Esel 5 Hg/mi 1:400 Waltham (USA)
Cell Signalling
Anti- HMGB1 Kaninchen 1:100 Technology
(USA)
D . . Abcam,
Anti- Ki67 Kaninchen 1:100 Cambridge (UK)
Anti- Zytokeratin 1 Kaninchen 0,5 ug/ ml Abcam,
’ Cambridge (UK)
. . . Abcam,
Anti Zytokeratin 10 Maus 1:100 Cambridge (UK)
. . , _ Sigma-Aldrich,
Anti- Zytokeratin 14 Kaninchen 1 pg/ mi 1:1000 Minchen (GER)
Durchflusszytometrie
: . 1:100 Antibodies-
'[Al‘jné']' Zytokeratin 1 Maus online GmbH,
Aachen (GER)
: 1:100 Antibodies-
ggﬁf}gl[ngE} isotype Maus online GmbH,
Aachen (GER)
1:100 Novus
Anti- Zytokeratin 10 Maus Biologicals,
[FITC] Centennial
(USA)
1:100 Novus
Mouse IgG1 Kappa Maus Biologicals,
Isotype Control [FITC] Centennial
(USA)
. . 1:100 :
Anti- Zytokeratin 14 Maus LSBio, Seattle
[FITC] (USA)
Mouse IgG3 Isotype 1:100 LSBio, Seattle
Maus ’

Control [FITC]

(USA)
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1:100
o . Abcam,

Anti- Ki67 [FITC] Kaninchen Cambridge (UK)

Rabbit IgG Isotype Kaninchen 1:100 Abcam,

Control [FITC] Cambridge (UK)
1:100 Bioss Antibodies

Anti- Vimentin [FITC]  Kaninchen Inc., Woburn

(USA)

1:100 Antibodies-

Rabbit IgG isotype

Control [FITC] Kaninchen

online GmbH,
Aachen (GER)

3.1.8 Biologisches Material und humanes Spendermaterial

3.1.9 Programme

Tabelle 8: Liste der verwendeten Programme.

Programm Name Version Hersteller
Imaged v1.53e National Institutes of Health, Bethesda
9 ' (USA)
BioVoxxel Image
Processing and Analysis BioVoxxel, Ludwigshafen (GER)
Toolbox
Microsoft Image v2.0.3.0 Microsoft Corporation, Redmond, WA
Compositor T (USA)
GraphpadPrism v6 GraphPadSoftware, San Diego (USA)
SY-LAB Gerate GmbH,
IceCube Software Neupurkersdorf (AUT)
Keyence Deutschland GmbH, Neu-
BZ-9000/-11 Analyzer Isenburg (GER)
NucleoView ChemoMetec, Allerod (DEN)
FlowJo v10 BD Biosciences, Heidelberg (GER)
LabVIEW National Instruments, Austin TX

(USA)
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellkulturmethoden

Alle Zellkulturmethoden wurden unter einer Sicherheitswerkbank unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Materialien wurden vorher
autoklaviert, steriffiltriert, gebacken oder steril erworben. Alle Zellen und Modelle wurden
in einem Inkubator bei 95 % Luftfeuchtigkeit, 37 °C und 5 % CO2 kultiviert.

3.211 Isolation und Kultur von epidermalen Keratinozyten und

dermalen Fibroblasten
Humane epidermale Keratinozyten (hEK) und Fibroblasten (hDF) wurden aus
Vorhautbiopsien isoliert, die von jugendlichen Spendern unter informierter
Einverstandniserklarung, entsprechend der ethischen Genehmigung durch die lokale
Ethikkommission (Abstimmung 182/10 und 280/18sc) und der schriftlich bestatigten
Zustimmung ihrer Erziehungsberechtigten gewonnen wurden. Die Isolierung der Zellen
wurde nach einem zuvor beschriebenen Protokoll durchgefihrt 3. Das Medium wurde

alle 2-3 Tage gewechselt.

3.2.1.2 Zellpassage

Alle Zellen wurden bei einer Konfluenz zwischen 70 und 90% passagiert. Hierflr wurde
das Kulturmedium abgenommen und die Flaschen einmal mit PBS- gespllt. Danach
wurden die Zellen mit Accutase (bei heKs), bzw. Trypsin (hdF) fir 5-15 min bei 37°C
inkubiert, bis die Zellen sich von der Kulturflache ablosten. Die Zellen wurden danach in
einem 50 ml Roéhrchen in frischem Kulturmedium aufgenommen und die Flaschen ein
weiteres Mal mit PBS- gespililt. Nach einer Zentrifugation fir 5 min bei 300 g wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in seinem entsprechenden Medium
aufgenommen. Die Aussaat der Zellen erfolgte mit einer Dichte von 3000-5000

Zellen/cm?. Alle primaren Zellen kamen flir maximal 4 Passagen zur Verwendung.

3.21.3 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat mittels Zahlkammer
Die Zellzahl und Viabilitat wurden mittels Trypanblau-Farbung bestimmt. Hierfir wurde
die Zellsuspension mit Trypanblau gemischt und anschlieRend auf eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben. Unter dem Mikroskop konnten die Zellen innerhalb der vier
Quadranten gezahlt werden, wahrend lebende Zellen transparent und tote Zellen blau

gefarbt waren. Die lebend-Zellzahl wurde dann wie folgt berechnet:
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(Z/4)*10** X * V = Lebende Zellen/ml
Wobei:
Z = gezahlte Zellzahl, X = Verdinnungsfaktor und V = Volumen der Zellsuspension

Die Vitalitat der Suspension konnte als Quotient der lebenden und der Gesamtzellzahl

errechnet werden.

3.214 Bestimmung der Zellzahl und Viabilitat mittels

Nucleocounter NC-200
Zur Bestimmung der Zellzahl mittels NucleoCounter wurde 200 ul der Zellsuspension
entnommen und in eine Via2-Cassette™ aufgenommen. Innerhalb dieser Kassetten
befinden sich die Fluorophore Acridinorange zum Farben aller Zellen und DAPI zum
Farben toter Zellen. Die Kassetten wurden dann in den NucleoCounter gesteckt, wo die
Zellzahlung und Bestimmung der Viabilitat der Suspension berechnet und ausgegeben

wird.

3.21.5 Klassische Kryokonservierung der Zellen

Zellen wurden fir kurze Zeit bei -80 °C und langfristig in flissigem Stickstoff gelagert.
Zur Kryokonservierung wurden Zellsuspensionen mit einer Konzentration zwischen
1*10% und 3*10% Zellen/ml hergestellt. Das Standardmedium zur Kryokonservierung
bestand aus Kulturmedium mit 10 % DMSO, jedoch wurden auch alternative Medien mit
Trehalose (2 M) oder Hydroxyethylstarke (10 %) als Kryoprotektiva verwendet.
Zellsuspensionen wurden in Kryordhrchen in MrFrosty Einfrierbehalter transferiert, in
denen bei - 80 °C Auflentemperatur eine Kihlrate von 1 K/min erreicht wird. Um die
Keratinozyten wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Suspensionen zigig mit
vorgewarmtem Medium aufgetaut und anschlielend fir 24 h in eine Zellkulturflasche
gegeben, bevor das Kulturmedium ausgetauscht wurde. Bei Fibroblasten wurde ein
zusatzlicher Zentrifugationsschritt bei 300 g fur 5 min direkt nach dem Auftauen

eingefugt.

3.2.1.6 Kryokonservierung mittels lceCube

Die Kryokonservierung mittels IceCube verlief ahnlich, wie die bereits beschriebene
klassische Kryokonservierung (3.2.1.5). Jedoch wurden hier die vorbereiteten Proben in
der Probenkammer des Gerats platziert, statt in einem MrFrosty. Diese ermdglichte auch
das Einfrieren von adharenten Zellen und 3D Geweben. Fir adharente Zellen in 12-Well-

Platten wurden 750 pl Einfriermedium pro Well zugegeben.

Nachdem eine Starttemperatur von 4 °C erreicht wurde, kihlte der IceCube die Proben

entsprechend einem vorher definierten Einfrierprogramm bis zu einer gewlinschten



3.2 Methoden 29

Temperatur ab. Danach konnten die Proben zur Lagerung bei -80 °C oder in flissigen

Stickstoff transferiert werden.
Die genutzten Einfrierprogramme sind in folgender Tabelle aufgelistet:

Tabelle 9: Protokoll 1: langsames Einfrieren.

Endtemperatur [°C] Einfrierrate [K/min]
4 0 (fir 10 min)
-80 10

Tabelle 10: Protokoll 2: medium Einfrieren.

Endtemperatur [°C] Einfrierrate [K/min]
4 0 (far 10 min)
-80 20

Tabelle 11: Protokoll 3: schnelles Einfrieren.

Endtemperatur [°C] Einfrierrate [K/min]
4 0 (far 10 min)
-80 40

Wahrend Zellen in Suspension, wie bereits in 3.2.1.5 erlautert, aufgetaut wurden, wurde
in jedes Well der adharent eingefrorenen Zellen 750 pl vorgewarmtes Kulturmedium
gegeben und die Platten anschlieRend bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nachdem das
Einfriermedium komplett geschmolzen war, wurde es durch frisches Kulturmedium

ersetzt.

3.2.1.7 Herstellung von rekonstruierten humanen

Epidermismodellen
Rekonstruierte epidermale Modelle (OS-REp) wurden nach einem zuvor veréffentlichten
Protokoll hergestellt '%3. Zunachst erfolgte eine 10-minitige Inkubation der hEKs mit
Accutase bei 37°C, um sie von der Kulturflache abzulésen. Nach der Zentrifugation
wurden die Zellen in E2-Medium resuspendiert und je 5x 10° Zellen pro Insert in 500 pl
E2-Medium ausgesat. Nach 2 h wurde jedes Insert in 1 ml E2-Medium in einer 12-Well-
Platte gesetzt. Nach weiteren 24 h erfolgte der Wechsel zur Luft-Flissigkeits-
Grenzflachenkultur (Air Liquid Interface/ ALI) durch Entfernung des Mediums innerhalb
der Inserts. Das E2-Medium wurde gegen 4,2 ml E3-Medium ausgetauscht und der

Medienwechsel erfolgte dreimal pro Woche.
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3.21.8 Herstellung von humanen Vollhautmodellen

Humane Vollhautaquivalente bestehen aus einem epidermalen Teil (heKs) und einem
dermalen Teil (hdFs in selbst isoliertem Rattenkollagen Typ 1).

Fur die Erzeugung der dermalen Komponente wurden hdFs in Passage 3 - 5 kultiviert,
mit Trypsin/EDTA abgeldst, zentrifugiert, in DMEM resuspendiert und gezahlt. Snapwell-
Inserts wurden mit einem Dermapen perforiert, aus ihrer Halterung entfernt und zur
spateren Kompression in einen speziell angefertigten Reaktor gelegt. Fir je 12 Modelle
wurden in eine Zweikomponentenspritze 8 ml Kollagen und 8,7x 10° hdFs in 4,6 ml GNL
geflllt. Mithilfe einer elektrischen Mischpumpe wurden jeweils 700 ul der neutralisierten
Lésung in jedes Snapwell-Insert abgegeben. Der Kompressionsreaktor wurde dann zur
Gelierung des Kollagens fir 60 Minuten in den Inkubator gestellt. AnschlieRend erfolgte
die Komprimierung des Kollagens mit zwei speziell angefertigten Gewichten (je 465 g)
fur 40 Minuten bei Raumtemperatur. AbschlieRend wurden die Inserts wieder in ihre
Halterung gesteckt, in eine 6-Well-Platte Uberflihrt und 7 Tage lang unter submersen
Bedingungen (4,5 ml DMEM im Well; 250 pl auf den Modellen) kultiviert. An Tag 7 wurde
das Medium auf den Modellen entfernt, um die epidermale Komponente hinzuzufligen.
Dafiir wurden 5x 10° heK (Passage 3) in 250 ul E10-Medium auf das Kollagengel
ausgesat. Die Modelle wurden 2 Stunden lang inkubiert, bevor 5 ml E10-Medium in die
Wells gegeben wurde. Nach weiteren 24 h erfolgte der Wechsel zur Luft-Fllssigkeits-
Grenzflachenkultur (Air Liquid Interface/ ALI) durch Entfernung des Mediums innerhalb
der Inserts. Das Volumen des E10-Mediums wurde auf 2,5 ml reduziert und die Modelle

fur weitere 21 bis 22 Tage kultiviert.
3.21.9 Erzeugung von Brandwunden in Hautmodellen mit

anschlieBender Substanzapplikation

Hautmodelle wurden vor der Verbrennung 12 Tage lang kultiviert. An Tag 12 erfolgte
eine thermische Verbrennungsverletzung im Zentrum der Modelle. Bei Verwundung
epidermaler Modelle mittels Lotstab wurde die Spitze des Gerats auf 85 °C erhitzt und
fir 10 Sekunden auf die Modelle gedrickt. Bei Verwundung durch Metallgewichte
wurden die Gewichte mit einem Durchmesser von 6 mm auf 83 °C in einem Heizblock
mit Wasser vorgewarmt und dann sieben Sekunden lang ohne weiteren Druck auf die
Modelle gestellt, was zu einer Verwundung von 25 % der Modellflache fuhrte.
Kontrollmodelle wurden mit einem Metallstab bei Raumtemperatur behandelt. Die
Modelle wurden danach bis zu 14 Tage lang in Kultur gehalten, wobei der
Medienwechsel dreimal wochentlich erfolgte. Bei der Verwundung von Vollhautmodellen
wurden Gewichte mit 4 mm Durchmesser verwendet, die auf 85 °C (Grad | und Grad lla)
oder 120 °C (Grad lIb) erhitzt waren. Die Gewichte wurden anschlielend fir 3 Sekunden
(Grad I), 7 Sekunden (Grad lla) oder 13 Sekunden (Grad IIb) auf die Modelle gestellt.
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Die Behandlung von Modellen mit Bepanthen Wund- und Heilsalbe mit 5 %
Dexpanthenol erfolgte durch topische Applikation 3 Stunden, 2 Tage und 6 Tage nach
der Verbrennung. Die Dauer der Behandlung betrug jeweils 24 Stunden. Um oxidativen
Stress zu vermeiden und um die Impedanzmessung der Modelle zu ermdglichen,

wurden verbleibende Salbenreste nach 24 Stunden mit einem Lanzettstdbchen entfernt.

Zur Behandlung mit einem lyophilisierten Placebo wurde das Produkt auf die Wundflache

der Modelle gelegt und verblieb dort flir 24 Stunden.

3.2.2 Histologie

3.2.21 Fixierung von Gewebeproben

Zellen und Modelle wurden zur histologischen Auswertung fixiert. Hierfir wurden die
Proben mit PBS- gewaschen und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur in Roti-Histofix 4 %
inkubiert.

3.2.2.2 Paraffineinbettung und Schnittpraparation

Zur Einbettung in Paraffin wurden die fixierten Proben mit Filterpapier und/oder einem
Biopsieschwammchen in Einbettkassetten platziert. Bis zur Einbettung wurden die
Kassetten in VE-Wasser aufbewahrt und dann mit folgendem Programm in der

Einbettmaschine entwassert und paraffinisiert:

Tabelle 12: Programm zur Paraffineinbettung.

Schritt Losung Zeit
Auswaschen des Fixans VE-Wasser 1 Stunde
Ethanol 50 % 1 Stunde
Ethanol 70 % 1 Stunde
Ethanol 80 % 1 Stunde
Dehydration
Ethanol 96 % 1 Stunde
Isopropanol | 1 Stunde
Isopropanol Il 1 Stunde
Xylol | 1 Stunde
Entfernen der Alkoholreste
Xylol Il 1 Stunde
Paraffin | 1,5 Stunden

Infiltration mit Paraffin
Paraffin Il 1,5 Stunden
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Nach dem Einbetten wurden die Proben aus den Kassetten genommen, halbiert und mit

Paraffin in Metallschalen aufgeblockt. Zur weiteren Verarbeitung in der Histologie

wurden Schnitte mit 3-5 ym Dicke auf polylysin-beschichteten Objekttragern angefertigt
und Uber Nacht bei 37 °C getrocknet.

3.2.2.3 Deparaffinierung und Rehydration der Gewebeproben

Die Gewebeschnitte wurden vor einer Farbung entparaffiniert und rehydriert. Hierfur

erfolgte erst eine Inkubation bei 60 °C fur 1 Stunde, um das Paraffin zu schmelzen.

Danach wurden die Proben entparaffiniert und rehydriert nach folgendem Protokoll:

Tabelle 13: Programm zur Deparaffinierung und Rehydrierung.

Schritt Losung Zeit

Xylol | 10 Minuten
Deparaffinierung

Xylol 1l 10 Minuten

Rehydrierung

Ethanol 96 % |

3-maliges Eintauchen

Ethanol 96 % Il

3-maliges Eintauchen

Ethanol 70 %

3-maliges Eintauchen

Ethanol 50 %

3-maliges Eintauchen

VE-Wasser

Eintauchen bis
Turbulenzen
verschwinden

3.224 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Um die Morphologie der Zellen und physiologische Nahe von Modellen zu nativem

Gewebe begutachten zu kénnen, wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung eingesetzt.

Sie wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

Tabelle 14: Protokoll HE Férbung.

Schritt Losung Zeit

Farbung basophiler Strukturen Hamatoxylin 6-8 Minuten
Abwaschen des Hamatoxylin VE-Wasser Bis die Losung klar ist
Blauen Leitungswasser 5 Minuten

Farbung acidophiler Strukturen  Eosin 5 Minuten

Dehydration

Ethanol 70 %

3-maliges Eintauchen

Ethanol 96 %

2 Minuten
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Isopropanol | 5 Minuten
Isopropanol 5 Minuten
Xylol | 5 Minuten
Xylol 1l 5 Minuten

Die Schnitte wurden anschlieBend mit Entellan® eingedeckt.

3.2.2.5 Immunofluoreszenzfarbung

Immunofluoreszenzfarbungen wurden fir unterschiedliche Marker durchgefihrt. Die
Primarantikérper wurden, wie in Tabelle 7 angegeben, verdinnt; die Sekundarantikdrper
wurden alle 1:400 verdiinnt. Die Auswahl der Sekundarantikérper erfolgte entsprechend
der Herkunft des Primarantikdrpers. Die Farbung wurde nach folgendem Protokoll
durchgeflhrt:

Tabelle 15: Protokoll Immunofiuoreszenzfarbung.

Schritt Losung Zeit

Blocken Blockpuffer 30 Minuten
Primarantikorper verdiinnt in

Primarantikérperbehandlung Antikérperverdinnungs- Uber Nacht bei 4 °C
I6sung

Waschen TBST 3 x 5 Minuten

. o Primarantikérper verdiinnt in
Sekundarantikorper-

Antikérperverdinnungs- 60 Minuten
behandlung .

I6sung
Waschen TBST 3 x 5 Minuten

Wahrend und nach der Farbung wurden die Objekttrdger im Dunklen gehalten. Die

Gewebeschnitte wurden in Fluoromount G eingedeckt und bei 4 °C gelagert.

3.2.3 Analysemethoden

3.2.3.1 Viabilitatsbestimmung mittels MTT-Assay und FDA/PI

Farbung
Die Zellviabilitit von Modellen und Zellen wurde mit dem MTT-Test (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) gemessen. Proben wurden fir 3 h

mit MTT-Lésung (1 mg/ml MTT) bei 37 °C inkubiert. Es wurden Bilder aufgenommen und
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bei Modellen der Wundbereich mit einer 6 mm Biopsiestanze entfernt. Danach wurde
das Formazansalz mit 2-Propanol aus den Modellen gelést und die Absorption der
Proben (je 200 pl) bei 570 nm mit dem Tecan Infinite 200 spektrophotometrisch

gemessen.

Ein weiterer Assay zur Beurteilung der Vitalitdt von Zellen ist die Farbung mit
Fluoresceindiacetat (FDA) und Propidiumiodid (PI), wobei FDA lebende Zellen anfarbt,
wahrend Pl die Zellkerne toter Zellen anfarbt. Fir diesen Assay wurden Proben vor
Zugabe der Farbstoffe drei Mal mit PBS™ gewaschen. Nach 1-mindtiger Inkubation wurde
die Losung abgenommen und erneut einmalig mit PBS™ gewaschen, bevor die Proben

mikroskopisch analysiert wurden.

3.2.3.2 Bestimmung der verbrannten Modellflache (BSA)

Die aus dem MTT-Assay gewonnenen Bilder (wie in 3.2.3.1 beschrieben) wurden zur
Bestimmung der verbrannten Flache von Modellen (BSA) verwendet. Lebensfahige
Bereiche erschienen aufgrund des gebildeten Farbstoffsalzes in viablen Zellen
dunkelblau, wahrend totes Gewebe weild blieb. Die Flache beider Farben wurde mit
ImageJ gemessen, um den Prozentsatz des geschadigten (weillen) Gewebes zu

bestimmen.

3.2.3.3 Impedanzspektroskopie

Die Impedanzspektroskopie wurde, wie zuvor beschrieben, analysiert 4. Dazu wurden
Hautaquivalente, je nach Grofe, entweder zwischen zwei Titannitrid-Elektroden eines
speziell angefertigten Messsystems '°°, oder in einer 24-Well-Platte mit einem selbst
entwickelten Messaufsatz, platziert. Das System wurde dann an das
Impedanzspektrometer angeschlossen. Um eine Leitfahigkeit zwischen den
Aquivalenten und den Elektroden zu erreichen, wurden die Abstéande mit EpiLife®-
Medium gefiillt, das mit 50 U/ml Penicillin, 50 ug/ml Streptomycin und 1,44 mM CacCl,
erganzt wurde. 40 logarithmisch verteilte Messpunkte wurden zwischen 1 Hz und
100 kHz aufgenommen, um Einblicke in das gesamte Spektrum der Barrierefunktion zu
erhalten. Die gewonnenen Impedanzdaten wurden dann anhand des TEERjoH: in

Qcm? analysiert.

3.2.34 Uberstandsmessungen mittels Cedex Analyse

Der Zellstoffwechsel wurde photometrisch mit dem Cedex Bio Analyzer analysiert. Die
Konzentration von Glukose, Laktat und Laktatdehydrogenase im Medium wurden mit
den entsprechenden Kits gemessen. Die Uberstande wurden an den Tagen 0 (vor
Verwundung und 3 h nach Verwundung), 1, 3, 7, 10 und 14 gesammelt. Um

Stoffwechselprodukte nachweisen zu kénnen, wurden die Modelle 24 Stunden lang vor
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den Messungen in 1 ml Medium kultiviert. Frisches Medium wurde als Kontrolle und zur

Berechnung des Glukoseverbrauchs gemessen.

Der Glukoseverbrauch (in mM pro 24 h) wurde durch Subtraktion der gemessenen
Glukosekonzentration von dem basalen Glukoselevel in frischem Medium berechnet.
Die Laktatproduktion (in mM pro 24 h) wurde dann wiederum vom Glukoseverbrauch

subtrahiert, um deren Verhaltnis darzustellen.

3.2.3.5 Uberstandsmessungen mittels CBA Assay

Die Analyse der sezernierten Faktoren im Uberstand wurde mit dem CBA Flex Kit

entsprechend den Herstelleranweisungen durchgefihrt.

3.2.3.6 Quantitative Analyse von histologischen Schnitten mit

Hilfe eines Scoring-Systems
Um die Qualitdt von Epidermismodellen zu bestimmen, wurden entsprechend der
physiologischen Struktur der Epidermis 40 histologische Kriterien festgelegt, um die
Qualitat der Epidermisschichten zu beurteilen. Diese Kriterien wurden in Abhangigkeit
vom physiologischen Erscheinungsbild der einzelnen Strata mit aufsteigenden Werten
versehen, wobei ein hoher Punktwert einer hohen Ahnlichkeit mit der in vivo Haut
entspricht. Zusatzlich wurden den einzelnen Schichten Gewichtungsfaktoren
zugeordnet, um die Relevanz der Schicht fir das gesamte Modell widerzuspiegeln. Der
erzielte Score-Wert wurde mit dem Gewichtungsfaktor multipliziert, um den
Gesamtpunktwert des Stratums zu berechnen. Die abschlieRende Addition der
Gesamtpunktzahl aller Strata ergab den Punktwert des Gesamtpraparates. Auf diese
Weise konnten Werte zwischen 0 und 100 erreicht werden, mit denen ein Modell als
"sehr gut oder gut" (+, Werte zwischen 70 und 100), "befriedigend oder ausreichend" (o,
Werte zwischen 28 und 69) oder "schlecht oder mangelhaft" (-, Werte zwischen 0 und
27) klassifiziert werden kann. Eine detaillierte Erlauterung des BSGC-Scores mit allen
40 histologischen Kriterien ist in der folgenden Publikation zu finden ', Im Rahmen

dieser Arbeit wurden drei Bilder von drei Abschnitten pro Versuchsgruppe analysiert.

3.2.3.7 Analyse mittels Durchflusszytometrie
Oberflachenmarker von Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die
Farbung wurde vor Licht geschitzt und alle Zentrifugationsschritte bei 350 g fur 3

Minuten durchgefiihrt. Pro Antikérper wurden 1 x 10° Zellen verwendet.

Fir intrazellulare Marker wurden die Zellen zunachst fir 20 min in 250 pl
Fixation/Permeabilization Buffer (pro Antikdrper) inkubiert, welcher anschlieend in zwei
Waschschritten mit 250 pl BD Perm/Wash Buffer (pro Antikoérper) entfernt wurde. Das
Zellpellet wurde in 50 pyl BD Perm/Wash Buffer (pro Antikérper) resuspendiert, 100 pl
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Antikérpermischung in FACS Puffer (Tabelle 6) zugegeben und fiir 30 min bei 4 °C
inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten in 1 ml FACS Puffer pro Antikbrper wurden
die Zellen in 300-500 pl FACS Puffer resuspendiert und bis zur Messung im Dunklen auf
Eis gelagert. Die Messung wurde mit dem FACS Accuri durchgefiihrt und anschlief3end

mit der Software FlowJo analysiert.

3.2.3.8 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit dem D'Agostino & Pearson Omnibus-Normalitatstest auf
Normalitat getestet. Fur Datensatze, die den Normalitatstest bestanden, wurde ein one-
way oder two-way ANOVA unter Verwendung des Tukey-Tests mit mehreren
Vergleichen durchgefiihrt. Fir Datensatze, die den Normalitatstest nicht bestanden,
wurde ein Kruskal-Wallis-Test unter Verwendung des Dunn-Mehrfachvergleichstests
durchgefuhrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen. Die
Standardabweichung stellt die Wiederholbarkeit zwischen technischen Replikaten und

unabhangigen Testlaufen dar.



4 Ergebnisse

Um ein langzeitstabiles, zellbasiertes Therapeutikum flr Brandwunden zu entwickeln,
wurden zwei Ziele verfolgt. Als erstes wurde die Produktion des bendétigten Zellmaterials
und mogliche Optionen zu dessen Konservierung untersucht. Hierflir konnten zunachst
Substanzen tierischen Ursprungs durch chemisch definierte Alternativen ersetzt werden.
Aulerdem erfolgte eine Optimierung der Kryokonservierung von Keratinozyten, so dass
die gewahlten Kihlraten und protektiven Substanzen in einen Prozess zur

Lyophilisierung eines medizinischen Produktes implementiert werden kdnnen.

Als zweites wurde das bereits bestehende Epidermismodell weiterentwickelt und um
eine Verbrennungswunde ersten Grades erweitert. Anhand dieser Modelle wurde die
Regeneration einer Verbrennungswunde untersucht und die Mdoglichkeit einer
Behandlung mit Dexpanthenol getestet. Abschliel’end wurde im Proof of Principle ein
mehrschichtiges Vollhautmodell verwendet, um Verbrennungen verschiedener

Schweregrade abzubilden und in Zukunft weitere Behandlungsmadglichkeiten zu testen.

4.1 Entwicklung eines zellbasierten Therapeutikums

Zellbasierte Therapeutika werden schon seit vielen Jahren erfolgreich bei der
Behandlung verschiedener Verletzungen und Erkrankungen der Haut eingesetzt %2. Oft
kénnen sie jedoch erst bei Bedarf von den Produzenten geordert werden, was eine
erhebliche zeitliche Verzégerung bei der Behandlung akuter Wunden mit sich bringt 7.
Um ein zellbasiertes Produkt zu entwickeln, wurden humane Keratinozyten
standardisiert isoliert, kultiviert, analysiert und anschlieRend verschiedene Mdglichkeiten
der Konservierung getestet. Um in Zukunft die Gefriertrocknung und eine GMP konforme
Produktion des Produktes gewahrleisten zu kénnen, wurden auflerdem chemisch
definierte Medienzusatze und CPAs verwendet und Substanzen tierischen Ursprungs

ersetzt.

4.1.1 Etablierung von Methoden zur serumfreien Isolation und

Kultivierung von Keratinozyten

Als Quelle fur zukunftiges Zellmaterial sollen Keratinozyten aus adulter Haut isoliert
werden. Hierflir wurde als Proof of Concept ein bereits bestehendes Protokoll zur
Isolation von Zellen aus juvenilem Gewebe verwendet (Standardprotokoll mit FCS) und
gemals GMP-Regularien angepasst, d.h. Serum und tierische Komponenten wurden
ersetzt oder vermieden (Protokoll ohne FCS). Hautbiopsate, die in der plastischen
Chirurgie als Abfallmaterial anfallen, wurden vom Universitatsklinikum Graz zur
Verfugung gestellt und nach Wurzburg geliefert, wo 24 h nach Entnahme der Biopsate

37
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die Zellisolation startete (Abbildung 5A). Ein Teil des Biopsats wurde fir zwei weitere
Tage bei 4 °C gelagert, um die Verwendbarkeit des Materials auch nach langerer

Lagerung (z.B. durch verzdgerten Transport) zu testen.

4111 Isolation und Kultivierung primarer Zellen unter chemisch

definierten Konditionen
Ein erster Vergleich der Viabilitdt der Zellen zeigte, dass diese nach der (direkten)
Isolation fur beide Konditionen vergleichbar war und tber 80 % lag. Durch die
verlangerte Lagerung bei 4 °C sank sie auf ca. 60 % (Abbildung 5B). Bei Betrachtung
der absoluten Zellzahlen war jedoch erkennbar, dass bei der Isolation ohne FCS die
Ausbeute an Keratinozyten mit ca. 2 x10° Zellen pro cm? deutlich geringer ausfiel, als
bei dem Standardprotokoll mit ca. 1 x10° Zellen pro cm?. Dies lag an einem erhdhten
Arbeitsvolumen durch Zugabe einer FCS-Ersatzlésung, welches das mechanische
Auslésen der Zellen aus dem Gewebe erschwerte. Bei der erneuten Isolation von
Keratinozyten nach 2 Tagen wurde das Volumen durch Einfligen eines
Zentrifugationsschrittes verringert, was zu einer erhéhten Ausbeute an Zellen flhrte

(ca. 7,5x10° Zellen pro cm?).
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Abbildung 5: Isolation von Keratinozyten aus adulter Haut.

(A) Hautbiopsat von einem adulten Spender. Links ist das Biopsat von oben zu sehen, rechts ein Bild der dermalen
Seite des Biopsats mit Resten von adipogenem Gewebe (gelb). (B) Viabilitat und absolute Zellzahlen nach Isolation
(n=1). Die Viabilitat der Zellen nahm bei Isolation nach zwei Tagen Lagerung ab (von 80 % auf 60 %). Bei Isolation
ohne FCS war eine deutlich geringere Ausbeute an isolierten Zellen erkennbar, die nach Anpassung des
Isolationsprotokolls anstieg.

Um die Auswirkung von Konditionen ohne tierische Komponenten wéhrend der Kultur
der Zellen zu untersuchen, wurden anschlief3end juvenile Keratinozyten ab Passage 2
in Standardmedium (SM; enthalt BPE) und chemisch definiertem Medium (ACFM/animal
component free medium; GMP konform) expandiert. Wahrend sich keine Unterschiede
bei der Viabilitat der Zellen zeigten, konnte ein leichter Anstieg der Verdopplungszeit bei
Kultur mit ACFM Medium beobachtet werden. Dieser Anstieg war vor allem nach

Passage 3 zu erkennen (Abbildung 6A).

Mikroskopisch zeigten die Zellen in beiden Medien Uber die gesamte Kulturdauer die
typische ,Kopfsteinpflaster‘-Morphologie von Keratinozyten (Abbildung 6B). Am Ende
der Passage 3 konnte in beiden Konditionen die beginnende Differenzierung der Zellen

in Kultur beobachtet werden, die mit der Ausbildung groRer, runder Zellen und der
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begrenzten Passagenzahl primarer Zellen einhergeht. Hier bestatigte sich die erhdhte
Verdopplungszeit bei Verwendung von BPE - freiem Medium, da am Ende der Passagen
2 und 3 die Keratinozyten in E1 Medium einen dichteren Monolayer ausgebildet hatten,
als die Zellen in ACFM Medium.
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Abbildung 6: Kultur von Zellen in serumhaltigen und —freien Konditionen.

(A) Viabilitat und Verdopplungszeit von Keratinozyten in Standardmedium (SM) und serumfreiem Medium (ACFM)
(N=5; Mittelwert) nach Passage 2 und Passage 3. (B) Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zellen bei Kulturende.
MaRstabsbalken entspricht 450 pum.
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Eine weitere wichtige Eigenschaft von Keratinozyten ist die Fahigkeit unter geeigneten
Kulturbedingungen zu differenzieren und epidermales Gewebe zu bilden. Unter
Standardbedingungen bedeutet dies eine Expansion in Standardmedium (SM; enthalt
BPE) und einen Aufbau von Modellen in Passage 3 der Keratinozytenkultur. Deshalb
war der nachste Schritt die Untersuchung, ob Zellen durch Kultur unter chemisch
definierten Konditionen Uber ein oder zwei Passagen diese Fahigkeit beibehalten
kénnen. Hierfir wurden Zellen, wie oben beschrieben, kultiviert und in Passage 3 und
Passage 4 jeweils epidermale Modelle (unter BPE-haltigen Konditionen) hergestellt und
kultiviert. Die Analyse erfolgte nach 7, 14 und 21 Tagen mittels Messung der Viabilitat,
der Barrierefunktion und Begutachtung der morphologischen Beschaffenheit der
Modelle.

Die optische Dichte des MTT-Assays lag zu allen Zeitpunkten und fir alle Gruppen bei
Werten zwischen 0,8 und 1,1 (Abbildung 7A). Trotz vergleichbarer Mittelwerte zeigte sich
jedoch, dass bei Modellen, deren Zellen in ACFM Medium expandiert wurden, vor allem
bei frihen Messpunkten, die Schwankungen innerhalb der Gruppen geringer ausfielen,
als bei Modellen aus BPE-haltig vorkultivierten Zellen. Dies spiegelt sich auch in den
Standardabweichungen der Gruppen wieder. Fiur die Gruppe SM lag die
Standardabweichung in Passage 4 an Tag 7 und Tag 14 bei jeweils 0,4, wahrend sie bei

der ACFM Gruppe jeweils nur 0,2 betrug.

Die Impedanz-Messung bei einer Frequenz von 1000 Hz zeigte einen Anstieg der
Werte aller Gruppen zwischen Tag 7 und Tag 14, die mit der Reifung der Modelle und
Ausbildung des Stratum Corneum einherging (Abbildung 7B). Zwischen Tag 14 und
Tag 21 konnte kein weiterer Anstieg, sondern ein leichter Abfall der Werte beobachtet
werden. Die hochsten Werte erreichten zu allen Zeitpunkten Modelle der Gruppe p3 SM
mit 1,0 kQecm? an Tag 7, 2,2 kQcm? an Tag 14 und 1,7 kQcm? an Tag 21. Die Modelle in
Passage 4 erzielten, unabhangig von ihrer Vorkultur, zu allen Zeitpunkten signifikant
geringere Ergebnisse mit 0,8 kQcm? an Tag 7, 1,8 kQcm? an Tag 14 und 1,2 kQcm? an
Tag 21 bei Vorkultur in Standardmedium und 0,6 kQcm?, 1,3 kQcm?, bzw. 1,2 kQcm? bei
Vorkultur in chemisch definiertem Medium. Die Gruppe p4 ACFM zeigte somit auch im

Vergleich zur Gruppe p3 ACFM signifikant geringere Werte an Tag 7 und 14.

Auch bei der Messung der elektrischen Barriere war der Trend erkennbar, dass BPE-
haltig vorkultivierte Modelle eine deutlich hdéhere Varianz innerhalb ihrer
Versuchsgruppen aufwiesen. So betrug die Standardabweichung flir Modelle mit Zellen
in Passage 3 aus Standardmedium, 685 Qcm? an Tag 7, 1311 Qcm? an Tag 14 und
583 Qcm? an Tag 21. Bei Zellen aus chemisch definiertem Medium lag sie lediglich bei
409 Qcm? an Tag 7, 865 Qcm? an Tag 14 und 471 Qcm? an Tag 21, was eine Differenz



42 4 Ergebnisse

von bis zu 40 % (Tag 7) darstellte. Noch starker waren diese Unterschiede in Passage 4
erkennbar. Hier konnte mit Werten von 843 Qcm? (Tag 7), 1956 Qcm? (Tag 14) und
1081 Qcm? (Tag 21) fur die SM Gruppe eine noch hohere Standardabweichung
festgestellt werden. Zwar stiegen diese Werte auch in der ACFM Gruppe an, jedoch in
einem geringeren Ausmaf mit 691 Qcm? (Tag 7), 1130 Qcm? (Tag 14) und 471 Qcm?
(Tag 21). Vor allem an Tag 21 resultierte dies in einer Differenz der Standardabweichung
von 56 % zwischen Modellen aus Zellen die mit BPE vorkultiviert wurden und Zellen aus

chemisch definiertem Medium.
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Abbildung 7: Viabilitét und Barriereeigenschaft von Modellen nach Vorkultur in BPE-haltigen und chemisch
definierten Konditionen.

(A) Viabilitat von Modellen nach 7, 14 und 21 Tagen Kulturdauer. Die Viabilitat war Uber die gesamte Kulturdauer
konstant. In der Gruppe p4 SM zeigte sich eine weite Streuung der Werte, die mit zunehmender Kulturdauer geringer
wurde. (n=5; Mittelwert) (B) Impedanzmessung von Modellen nach 7, 14 und 21 Tagen Kulturzeit. An allen
Messpunkten war ein signifikanter Unterschied von Modellen in Passage 4 zu erkennen im Vergleich zu
Kontrollmodellen (p3 SM). An Tag 7 und 14 zeigte sich aulerdem ein signifikanter Unterschied zwischen Modellen in
Passage 3 und Passage 4, deren Zellen unter chemisch definierten Konditionen vorkultiviert wurden. (N=5; Mittelwert)
*p < 0,05 im Vergleich zu p3 SM. ° p < 0,05 im Vergleich zu p3 ACFM.

Neben der Barriereeigenschaft ist die histologische Betrachtung der Modelle die
wichtigste Analyse, um deren Qualitdt festzustellen. Hierfir wurden Modelle mit
Hamatoxylin und Eosin gefarbt (Abbildung 8) und anschlie3end mittels eines Scores zur

Bewertung der Epidermisqualitat analysiert (Abbildung 9) 5.

Um einen Eindruck dber die histologischen Farbungen zu geben, wurden

exemplarische Bilder aller Gruppen ausgewahlt und in Abbildung 8 dargestellt.
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An Tag 7 waren die Praparate noch sehr diinn und das Stratum corneum noch kaum
ausgebildet. Das Stratum granulosum war nicht zu erkennen und im Stratum spinosum
fanden sich, neben einer geringen Zahl von Zelllagen, vereinzelt leichte Spaltrdume an
den Zellen. Das Stratum basale zeichnete sich durch kubische Anordnung der Zellen mit
hypochromatischen Zellkernen aus. In Anbetracht dieser Charakteristika ergab sich ein
Punktwert von ca. 45 Punkten fiir diese Modelle der Gruppen p3 SM, p3 ACFM und p4
ACFM. Lediglich Modelle aus der Gruppe p4 SM zeigten eine schlechtere Qualitat, die
sich unter anderem durch eine verringerte Zahl an Zellschichten und eine
ungleichmaRige Anordnung der Zellen im Stratum basale auszeichnete. Dies spiegelte

sich auch in einem verringerten BSGC Score von 38 Punkten wieder.

Die gezeigten Praparate von Tag 14 erreichten durchschnittlich Werte zwischen 64 und
68 Punkten fir die Gruppen p3 SM, p3 ACFM und p4 ACFM. Die Modelle zeichneten
sich durch ein mehrlagiges Stratum corneum mit multiplen, nicht kontinuierlichen,
langsférmigen Defekten aus, unter dem ein schwach ausgepragtes Stratum granulosum
erkennbar war. Auch hier fanden sich vereinzelte Spaltrdume im Stratum spinosum,
wahrend die Zellen des Stratum basale ein leicht abgeflachtes Epithel ausbildeten, was
jedoch keine Defekte aufwies. Auch an Tag 14 erzielten Modelle der Gruppe p4 SM mit
55 Punkten durchschnittlich ein schlechteres Ergebnis im BSGC Score. Dies war bedingt
durch ein deutlich dinneres Modell, aufgrund fehlender Zellschichten und einem Stratum

corneum, das viele aufgefiederte Defekte aufwies.

Die abschlielienden Praparate der Gruppen p3 SM, p3 ACFM und p4 ACFM von Tag 21
ahnelten den Modellen von Tag 14. Das Stratum corneum war durch die langere
Kulturdauer noch starker ausgepragt und zeigte ahnliche Defekte wie an Tag 14,
wahrend auch hier das Stratum granulosum nur schwach ausgepragt war. Das Stratum
spinosum zeigte neben einigen Spaltrdumen vereinzelt Konglomerate, die auch im
Stratum basale auftraten, welches ebenfalls leicht abgeflacht erschien. Hierdurch ergab
sich ein abschlieBender Score Wert zwischen 61 und 66 Punkten. Wie an beiden
vorangegangenen Zeitpunkten, zeichnete sich auch hier eine schlechtere Qualitat der
Gruppe p4 SM ab, die nur 52 Punkte im BSGC Score erreichte. Ahnlich wie an Tag 14
waren die Modelle dinner, mit weniger Zellschichten im Stratum spinosum. AuRerdem
konnten im Stratum corneum Keratosen entdeckt werden, die durch eine mangelhafte

Differenzierung der Zellen hervorgerufen werden.
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Abbildung 8: Hdmatoxylin und Eosin Férbung von Modellen nach Vorkultur in BPE-haltigen und chemisch definierten
Konditionen.

Exemplarische Bilder der HE Féarbung von Modellen aller Gruppen nach 7, 14 und 21 Tagen Kulturzeit. Nach 14 Tagen
Kultur zeigte sich die Ausbildung der charakteristischen Strata der Epidermis. Im Zeitraum zwischen 14 und 21 Tagen
nahm die Dicke des Stratum corneum deutlich zu.

Die histologische Begutachtung der Modelle stimmte in vielen Punkten mit den
Ergebnissen der Impedanzmessungen Gberein (Abbildung 8 & 9). Auch hier konnte eine
initiale Zunahme der Werte von 40-46 Punkten an Tag 7 auf 54-67 Punkte an Tag 14
beobachtet werden, die dann jedoch stabil blieben und an Tag 21 zwischen 51 und 65
lagen.

Hier zeigte sich vor allem an Tag 21, dass Modelle der Gruppe SM p4 mit einem Score
von 51 Punkten eine signifikant schlechtere Qualitat aufwiesen als Modelle, deren Zellen
in chemisch definierten Konditionen expandiert wurden (mit 65 Punkten in Passage 3
und 62 Punkten in Passage 4). Wahrend vor allem an Tag 7 die Werte der analysierten
Modelle aller Gruppen mit Standardabweichungen zwischen 14 und 25 Punkten sehr
weit streuten, nahm dieser Effekt mit zunehmender Kulturdauer (Standardabweichung
an Tag 14 zwischen 4 und 18 Punkten; an Tag 21 zwischen 5 und 10 Punkten) wieder
ab. Obwohl im Mittel alle Werte im Bereich befriedigender bis ausreichender Qualitat
lagen, konnte auch hier der Trend beobachtet werden, dass nach Zellexpansion in
chemisch definiertem Medium eine héhere Prazision mit stabileren Ergebnissen erreicht
wurde. So betrug die durchschnittiche Standardabweichung bei BPE-haltig
vorkultivierten Modellen 14 Punkte, wahrend sie bei Zellen aus chemisch definierter

Vorkultur lediglich bei 9 Punkten lag.
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Abbildung 9: Bewertung der histologischen Férbung mittels BSGC Score.

BSGC Score von Modellen nach 7, 14 und 21 Tagen Kultur. Der Score nahm Uber die Kulturdauer zu. An Tag 7 und
in der Gruppe p4 SM zeigte sich eine weite Streuung der Werte, die mit zunehmender Kulturdauer geringer wurde.
(N=5; Mittelwert).

41.1.2 Charakterisierung von Keratinozyten mittels

Durchflusszytometrie
Die isolierten und kultivierten Zellpopulationen sollten durch Farbung mit spezifischen
Antikérpern und anschlieRender Messung im Durchflusszytometer analysiert und
charakterisiert werden. Mit dieser Methode sollte auRerdem auch die Reinheit der
Zellpopulation bestimmt werden. Hierflr wurden spezifische Antikérper als Marker fir
Keratinozyten (Zytokeratin 14; K14), proliferative Zellen (Ki-67), Fibroblasten
(Vimentin) und differenzierte, bzw. differenzierende Keratinozyten (Zytokeratin 1/10;
K1/K10) ausgewahlt und mit drei verschiedenen Zellchargen von juvenilen Keratinozyten
getestet. Da Keratinozyten bis zu 95 % der Zellen der Epidermis ausmachen '*’, sollten
als Freigabekriterium fiir eine Zellpopulation hier Uber 90 % der Zellen positiv fir K14

sein.

Nahezu 100 % der kultivierten Zellen wiesen eine positive Farbung des Markers K14
auf, die konstant von Passage 0 bis Passage 2 nachweisbar war (Abbildung 10A). Die
Farbungen mit Zytokeratin 1 und 10 zeigten aul’erdem, dass bis Passage 2 nur ein
geringer Teil der Keratinozyten in Kultur differenziert sind. Gleichzeitig konnte eine
Farbung mit Ki6é7 beobachtet werden, was darauf hinweist, dass die Zellen nach der
Isolation proliferativ sind. Bezlglich der Tests auf Reinheit der Zellpopulationen zeigte
sich bei Keratinozyten jedoch, dass diese Vimentin exprimieren und deshalb keine
spezifische Diskriminierung der verschiedenen Zelltypen durch diesen Marker mdglich
ist. Wurden jedoch 50 % dermale Fibroblasten zu der Zellsuspension gemischt, um eine
Verunreinigung der Population mit anderen Zelltypen zu simulieren, konnte dies mit Hilfe
des Markers Keratin 14 detektiert werden (Abbildung 10B)
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Abbildung 10: Durchflusszytometrische Analyse der Zellen.

(A) Farbung der Zellen mit den Markern Zytokeratin 1, 10, 14 und Ki67. Die Ig-Kontrollen der Antikérper sind in blau
dargestellt, die gemessenen Proben in rot. Die Analyse wurde in 3 aufeinanderfolgenden Passagen (0, 1, 2)
durchgefiihrt (N=3). Gezeigt werden Daten von einem Spender. (B) Zytokeratin 14 Farbung verschiedener
Zellpopulationen. Verwendet wurden reine Keratinozyten (orange), reine Fibroblasten (blau) und eine Mischkultur
(griin) (N=1).

4.1.2 Kryokonservierung des Zellmaterials

Um ein zellbasiertes Produkt Uber lange Zeit zu konservieren, sollte zunachst die
Kryokonservierung der Keratinozyten in verschiedenen Formen optimiert werden. Als
Ansatze hierfur wurden gewahlt, die Zellen passend fir eine spatere Wundauflage in
Suspension und adharent als Monolayer einzufrieren. Nach Optimierung der
Kryokonservierung kénnen die hier ermittelten Parameter (Geschwindigkeit und CPA)

anschlief’end in den Lyophilisierungsprozess der Zellen fir ein medizinisches Produkt
implementiert werden.
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4.1.3 Kontrolliertes Einfrieren von Zellen in Suspension und als

adharenter Zellrasen

Um einen kontrollierten Einfriervorgang zu erméglichen, wurde der IceCube 14S von
SyLab verwendet. Da dieser flissigen Stickstoff vernebelt in eine Kiilhlkkammer einspritzt,
sind Kihlraten von bis zu 60 K/min moglich. AuRerdem erlauben separate
Temperatursonden fiir die Einfrierkammer und Proben eine genaue Uberwachung und
Dokumentation des Einfrierprozesses. Wahrend bei der klassischen Kryokonservierung
im Labor Zellen mit einer Kihlrate von 1 K/min auf - 80 °C abgekuhlt und dann zur
langfristigen Lagerung in flliissigen Stickstoff Uberflihrt werden, sollten hier schnellere
Einfrierraten, wie sie bei der Lyophilisierung angewendet werden, getestet werden %8,
Aulerdem wurden neben DMSO auch andere Kryoprotektiva (CPAs) getestet, die bei

der Gefriertrocknung eines medizinischen Produkts verwendet werden kénnen.

Zunachst wurde Uberpruft, ob die programmierten Kihlraten mit denen in der Probe
Ubereinstimmen. Hierfir wurden Kryoréhrchen mit Medium und 10 % DMSO bei
10 K/min und 40 K/min und 12-Well Zellkulturplatten bei 20 K/min eingefroren. Es zeigte
sich eine Diskrepanz von bis zu 65 % zwischen programmierter und erreichter
Geschwindigkeit (Abbildung 11). Wahrend die Suspension bei programmierten 10 K/min
im Kryoréhrchen und 20 K/min in der Wellplatte jeweils ca. 80 % der gewinschten
Kihirate erreichen konnte (8 K/min bzw. 16 K/min) zeigte sich bei der schnellsten
Einfriergeschwindigkeit ein Unterschied von 65 %, was bedeutet, dass die Flussigkeit

nur mit 14 K/min eingefroren wurde.

. Suspension
. adharent

N
o
1

-
a
1

gemessene
Kiihlrate [K/min]
@ 3

o
L

10 40 20

programmierte
Kiihlrate [K/min]

Abbildung 11: Verwendete Kiihlraten fiir die Kryokonservierung von Zellen in Suspension und adhérente Zellen.
Keratinozyten wurden in Suspension mit 10 K/min (n=3; Mittelwert £ Standardabweichung) und 40 K/min (n=2;
Mittelwert + Standardabweichung) oder adharent mit 20 K/min (n=3; Mittelwert + Standardabweichung) eingefroren.
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Als nachstes wurden Zellen mit verschiedenen Kryoprotektiva in Suspension
eingefroren, da die in der Zellkultur standardmafige Zugabe von 10 % DMSO zum
Kulturmedium bei der Lyophilisierung nicht mdglich ist. Die genutzten CPAs waren,
neben 10 % DMSO als Kontrolle, Hydroxyethylstarke (HES) und Trehalose in alleiniger
Anwendung oder mit Supplementierung einer geringen Konzentration von DMSO (2 %).

Als zusatzliche Kontrolle wurden Zellen, wie im Labor ublich, bei 1 K/min eingefroren.

Zunachst wurde betrachtet, wie viele Keratinozyten den Einfrier- und Auftauvorgang
Uberlebten. Die Konservierung von Zellen mit 10 % DMSO als CPA war am effektivsten,
wenn eine Kuhlrate von 1 K/min gewahlt wurde (Abbildung 12B). Bei schnellerem
Einfrieren mit 10 K/min oder 40 K/min, Uberlebten nach dem Auftauen ca. 8,5 x105, bzw.
8,1 x10° von urspriinglich 1 x10° eingesetzten Zellen.

Bei dem Einsatz von HES Uberlebten fur 1 K/min und 10 K/min jeweils ca. 90 % der
Keratinozyten, was durch Zugabe von 2 % DMSO geringfligig gesteigert werden konnte
(4 % bei 10 K/min). Lediglich bei der schnellsten Kihlirate fiel die Anzahl an lebenden
Zellen auf 8,4 x10° ab. Wurde zusatzlich DMSO eingesetzt, erhohte sich hier die Zellzahl
jedoch um 7 % auf Gber 9 x10° Zellen. Im direkten Vergleich zu 10 % DMSO zeigte sich
also, dass durch Nutzung von HES als CPA, vor allem bei schnelleren
Einfriergeschwindigkeiten, bis zu 9 % mehr Keratinozyten Gberlebten.

Mit Trehalose als CPA lag die Ausbeute fur die Kihlrate 1 K/min 10 % unter der von
HES. Die Zahl der lebenden Zellen nach Einfrieren mit den weiteren Kuhlraten war hier
jedoch vergleichbar. Auch in dieser Versuchsgruppe erhéhte die Supplementierung von
2 % DMSO die Ausbeute an lebenden Zellen um 6 % bei 1 K/min und 40 K/min.
Verglichen mit Zellen, die mit 10 % DMSO eingefroren wurden, zeigte reine Trehalose
vergleichbare Ergebnisse fur schnelle Kuhlraten, wahrend sie bei 1 K/min bis zu 14 %

weniger lebende Zellen erreichte.

Bei der Untersuchung, wie viele Keratinozyten durch den Einfrier- und Auftauprozess
verloren gingen und nicht mehr detektiert werden konnten (Abbildung 12A), zeigte sich,
dass vor allem durch Zugabe von 10 % DMSO oder HES zum Medium ein hoher Schutz
der Zellen vor Schaden erreicht wurde. Lediglich bei Konservierung mit Trehalose zeigte
sich ein Trend, dass mehr Zellen zerstort wurden und unabhangig ihrer Viabilitat nach

dem Auftauen nicht mehr gezahlt werden konnten.



4.1 Entwicklung eines zellbasierten Therapeutikums

49

A

] 1404 2x10°8
c T c
[
T = 1201 2
gi l l l [] 31)(106- ..........................................
"gg 100- ~I~-- LA ° a ; e
— ] %
o5 o NN DN BUERR 2.0
S THWUNE WWUWC ERORE 2
1 10 40 1 10 40
Kiihirate [K/min] Kiihlrate [K/min]
2x106- 2x108
5 5
3 T 15106
N N1><10
() ()
: :
o o 5x10°
0 o]
2 2
T N M [ S .
1 10 40 1 10 40

Kiihirate [K/min]

Kiihlrate [K/min]

B 10% DMSO BB Trehalose Trehalose + 2% DMSO
@ HES HES + 2% DMSO

Abbildung 12: Kryokonservierung von Zellen in Suspension.

(A) Anzahl an Zellen, die, unabhangig ihrer Viabilitat, nach dem Auftauen wiedergefunden werden konnten. (B) Anzahl
an viablen Zellen nach Einfrieren und Auftauen mit 10 % DMSO, Hydroxyethylstarke (HES), HES + 2% DMSO,
Trehalose, und Trehalose + 2% DMSO bei unterschiedlichen Kihlraten (1 K/min, 10 K/min, 40 K/min). (N=3; Mittelwert
* Standardabweichung).

Als nachstes wurde Uberprift, ob Keratinozyten auch adharent eingefroren werden
kénnen. Hierfur wurden Zellen in 12-Well-Platten, mit denselben Kryomedien wie oben
beschrieben, bei 20 K/min eingefroren. Nach Lagerung bei - 80°C wurden die Kulturen
aufgetaut und direkt, bzw. sechs Tage spater, mittels Lebend-Tot-Farbung analysiert.
Hierbei wurden lebende Zellen in Cyan dargestellt, wahrend tote Zellen Magenta

gefarbt wurden.

Im Folgenden sind exemplarisch die Aufnahmen der Ergebnisse eines Spenders
dargestellt (Abbildung 13), wahrend die Bilder von zwei weiteren Spendern in den
Supplementen zu finden sind (Supplementéare Abbildung 1; Supplementare Abbildung
2). Vor der Kryokonservierung war in allen Wells ein Zellrasen zu erkennen, der sich
durch ein starkes Lebend-Signal auszeichnete. Vereinzelt hatten sich Zellen abgekugelt,
die jedoch nicht tot waren. Direkt nach dem Auftauen war in Proben mit 10 % DMSO die
Anzahl an lebenden Keratinozyten stark reduziert und es konnten stattdessen viele, zum

Teil bereits abgerundete, Zellen in Magenta beobachtet werden. Knapp eine Woche
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spater hatte sich ein dichter Zellrasen aus viablen Zellen gebildet, welche zum Teil eine
grolRe, runde Morphologie angenommen hatten. Vereinzelt konnten auch hier tote Zellen
detektiert werden, die meist bereits abgeldst Gber dem Zellrasen schwammen. Bei der
Konservierung mit HES zeichnete sich ein sehr ahnliches Bild ab. Direkt nach dem
Auftauen konnten viele tote, abgerundete Zellen beobachtet werden, wahrend nach
sechs Tagen in Kultur ein konfluenter Zelllayer vorlag. Die Zugabe von 2 % DMSO zu
HES erzielte keinen zusatzlichen Effekt, auller, dass direkt nach dem Auftauen, trotz der
deutlich reduzierten Anzahl an lebenden Keratinozyten, keine toten Zellen gefunden
wurden. Im Gegensatz dazu war beim Einfrieren mit Trehalose, direkt nach dem
Auftauen, das Cyan Signal verschwunden und es konnte fast ausschlie3lich eine
magentafarbene Farbung detektiert werden. Auch eine Woche nach Kultur hatte sich in
diesen Wells kein Zellrasen abgezeichnet und es wurden lediglich tote Keratinozyten mit
starkem Magenta-Signal im Zellkern gefunden. Wurden Keratinozyten adharent mit
Trehalose und DMSO eingefroren, zeigten sich direkt nach dem Auftauen einige
Magenta gefarbte Zellen und ein starker Rickgang an Cyan-Signal. Keratinozyten, die
Cyan gefarbt waren, zeigten aulerdem eine Veranderung ihrer Morphologie und
begannen sich abzukugeln. Nach sechs Tagen konnte, bis auf einige Ausnahmen,
ausschliel3lich ein Signal in Magenta detektiert werden. Verbleibende Keratinozyten
zeigten zudem eine Doppelfarbung fir Cyan und Magenta (weil3), die auf ein Absterben
der Zellen hinweist. Es ist jedoch erwahnenswert, dass bei einem der 3 Spender bei der
Kombination aus Trehalose und DMSO nach sechs Tagen eine Regeneration der Zellen
und die Ausbildung eines dichten Zellrasens beobachtet werden konnte, die mit den

anderen CPAs vergleichbar waren (Supplementéare Abbildung 2).
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Abbildung 13: Kryokonservierung von adhédrenten Zellen.

FDA/PI Farbung von adhérent eingefrorenen Keratinozyten mit 10 % DMSO, Hydroxyethylstarke (HES), HES + 2 %
DMSO, Trehalose, und Trehalose + 2% DMSO bei 20 K/min. Die Viabilitat der Zellen wurde vor dem Einfrieren, direkt
nach dem Auftauen und 6 Tage nach dem Auftauen bestimmt. Lebende Zellen wurden in Cyan und tote Zellen in
Magenta dargestellt (N=3); Die Mafstabsbalken entsprechen 450 um.

In den vorhergehenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass es mdglich ist, Zellen
unter verschiedensten Bedingungen zu konservieren. Vor allem der Zusatz von HES und
DMSO als CPA zeigte vielversprechende Ergebnisse fir eine Lyophilisierung von
Keratinozyten als Therapeutikum. Aufgrund dieser Ergebnisse gelang es dem
Kooperationspartner der LMU Miuinchen eine erfolgreiche Gefriertrocknung einer

Keratinozytenzelllinie durchzufiihren %°,
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In einem nachsten Schritt sollte nun ein Modell etabliert werden, das die Testung solcher

lyophilisierter Zellen an einer Brandwunde in vitro ermdglicht.

4.2 Etablierung eines in vitro Verbrennungsmodells

Die Untersuchung der Wundheilung von Brandwunden und die Testung neuer
Therapeutika und Wundauflagen wird bis heute zu einem grof3en Teil in Tiermodellen
vorgenommen '?®. Diese Modelle kénnen die Situation in Menschen jedoch nur
unzureichend abbilden und werfen zusatzlich ethische Bedenken auf. Zwar gibt es auch
in vitro und ex vivo Testsysteme fir Verbrennungen, jedoch bringen auch diese
zahlreiche Limitierungen, wie eine geringe Reproduzierbarkeit oder fehlende
physiologische Nahe zu Haut, mit sich ', Deshalb sollte im Zuge dieser Arbeit ein
standardisiertes in vitro Modell zur Untersuchung von Brandwunden und deren
Behandlung entwickelt werden. Zunachst sollte auf Basis des bereits publizierten OS-
Rep Modells '*3 ein Modell fiir Verbrennungen ersten Grades etabliert werden, um die
Wundheilung auf Ebene der Keratinozyten zu untersuchen. Im Anschluss daran sollen
die gewonnenen Daten genutzt und die Methodik auf ein komplexeres, mehrschichtiges
Hautmodell Ubertragen werden, um auch tiefere Verbrennungsgrade abbilden zu

konnen.

4.2.1 Etablierung eines standardisierten Verfahrens zur

thermalen Verwundung von epidermalen Modellen

In einem ersten Ansatz wurde ein Loétstab mit verschiedenen Aufsatzen mit
Durchmessern von 2 mm oder 4 mm auf 85 °C vorgeheizt und fur 10 Sekunden auf
Hautmodelle platziert, um eine Verbrennungswunde zu erzeugen (Abbildung 14A).
AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Viabilitdt der Modelle mittels MTT-Assay.
Optisch konnte man erkennen, dass bei einem Durchmesser von 2 mm nur eine sehr
geringe Abnahme der Viabilitat in der Wundflache erreicht wurde (Abbildung 14B). Bei
einem Durchmesser von 4 mm zeigte sich zwar eine deutlichere Abnahme der Viabilitat,
jedoch beschrankte sich diese ausschlieRlich auf Randbereich der Wunde, wahrend der
innere Bereich nicht beeinflusst wurde. Eine Erhéhung der Temperatur oder des Drucks
auf die Modelle war jedoch nicht méglich, da sich bereits bei diesem Versuchsaufbau
eine Schadigung der Kulturmembran zeigte (weil3er Pfeil), die eine weitere Kultur der
Modelle verhindert. Aufgrund dieser Ergebnisse erwies sich die Nutzung eines Lotstabs
zur Verbrennung von Hautmodellen als nicht praktikabel, weshalb eine alternative

Methode getestet wurde.
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Abbildung 14: Verwundung von Modellen mittels eines Létstabs.

(A) Versuchsaufbau zur Verbrennung von epidermalen Modellen mittels eines Létstabs. (B) MTT-Assay von einem
Kontrollmodell und Modellen nach Verbrennung mit 2 mm und 4 mm Wunddurchmesser. Nach Verwundung zeigte
sich nur eine sehr geringe, lokale Abnahme der Viabilitat. Bei einem Durchmesser von 4 mm zeigte sich vor allem im
Randbereich eine verringerte Viabilitdt und eine Schadigung der Kulturmembran (weif3er Pfeil).

In dem nachsten Ansatz wurde ein Metallstab mit einem Durchmesser von 6 mm auf
zwei verschiedene Temperaturen - 65 °C und 83 °C - vorgeheizt und fir 5, 10 und 15
Sekunden auf Hautmodellen platziert, um eine Verbrennungswunde zu erzeugen.
AnschlieRend erfolgte auch hier die Bestimmung der Viabilitat der Modelle mittels MTT-
Assay. Bereits optisch konnte man erkennen, dass bei einer Temperatur von 83 °C bei
allen Modellen die Viabilitat im behandelten Bereich deutlich abnahm, wahrend bei 65 °C
kein Effekt zu sehen war (Abbildung 15A). Die quantitative Auswertung bestatige diesen
Eindruck grofitenteils, jedoch war hier auch bei der niedrigeren Temperatur eine leichte
Abnahme der Viabilitdt mit zunehmender Verwundungsdauer zu erkennen (Abbildung
15B). Auffallig bei der quantitativen Auswertung des MTT-Assays war die Diskrepanz
zwischen Wundflache und Abnahme der gemessenen Viabilitat. Wahrend die verbrannte
Flache knapp die Halfte des Modells zerstorte (47 %), was vor allem nach 15 s bei 83 °C
deutlich erkennbar war, sank die Viabilitat in der quantitativen Messung nur um ca. ein
Drittel ab. Aus diesem Grund wurde in nachfolgenden Experimenten die Viabilitat der

Wundflache getrennt von der Flache des umliegenden Modells bestimmt.
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Abbildung 15: Verbrennung von Modellen mit verschiedenen Temperaturen und Anwendungsdauer.

(A) MTT-Assay von Kontrollmodellen (gelb) und Modellen nach Verbrennung mit 65 °C (blau) und 83 °C (rot). Nach
Verwundung mit 83 °C zeigte sich eine deutliche Abnahme der Viabilitat. (B) Quantitative Auswertung des MTT--
Assays. Mit zunehmender Applikationsdauer zeigte sich eine Abnahme der Viabilitat bei Verbrennung mit 65 °C. Den
starksten Effekt konnte man nach Verwundung mit 83 °C erkennen. (n=3; Mittelwert + Standardabweichung).

4.2.2 Untersuchung der Reepithelialisierung von

Brandverletzungen an Hautaquivalenten

Aufgrund der Ergebnisse in Kapitel 4.2.1, wurde zur Verbrennung von
Epidermismodellen ein Metallstab mit einem Durchmesser von 6 mm auf 83 °C
vorgeheizt und fur sieben Sekunden auf die rekonstruierte Epidermis platziert (Abbildung
16A). So sollte garantiert werden, dass eine vollstandige Zerstérung des verbrannten
Gewebes vorliegt. Als Kontrolle wurde der Metallstab nicht erhitzt auf den Modellen
platziert. Die anschlielRende Analyse wurde fir alle Modelle bis zu 14 Tage nach der
Verwundung durchgefuhrt. Fur die Behandlung der Verbrennungsmodelle wurde die
topische Applikation einer handelsublichen 5 prozentigen Dexpanthenol Creme der
Firma Bayer gewahlt. Dieser Wirkstoff bot sich an, da er bereits vielfach in Wunden
verschiedensten Ursprungs Anwendung findet und sich positiv auf die Wundheilung

auswirkt 60,

Die quantitative Analyse des MTT-Assays zeigte eine signifikante Abnahme der Viabilitat
der verbrannten Modelle im Vergleich zu den unverwundeten Kontrollen (Abbildung 16B).
Wahrend bei der Viabilitat des umgebenden Gewebes kein Unterschied zwischen
verbrannten und Kontrollmodellen vorlag, konnte im Wundbereich nach der
Verbrennung eine signifikante Abnahme festgestellt werden. Obwohl hier die Viabilitat
wahrend des Heilungsprozesses von 2 % an Tag 1 auf bis zu 80 % an Tag 14 anstieg,
war sie nach 14 Tagen Kulturzeit noch immer signifikant niedriger als bei den

unverwundeten Modellen (Abbildung 16B).



4.2 Etablierung eines in vitro Verbrennungsmodells 55

Nach Behandlung mit Dexpanthenol zeigte sich bei Betrachtung der Viabilitat des
umgebenden Gewebes an Tag 7 kein Unterschied zu den anderen Versuchsgruppen
(Abbildung 16B). Nach 14 Tagen konnte jedoch ein geringer und, vor allem im Vergleich
zur Kontrolle, hoch signifikanter Anstieg der Viabilitdt gemessen werden. Innerhalb der
Wundflache stieg die Viabilitat, wie bei unbehandelten Modellen, von 2 % auf bis zu 70 %
an (Abbildung 16B).
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Abbildung 16: Setzen von Verbrennungswunden in rekonstruierter humaner Epidermis und Analyse der Viabilitat.

(A) Schematische Ubersicht tiber den Verbrennungsprozess. Die Modelle wurden am Tag 12 der Kultur durch Kontakt
mit einem erhitzten Metallstab fiir sieben Sekunden verbrannt. Wundheilung und Viabilitdt wurden 14 Tage lang
Uberwacht, wobei eine Versuchsgruppe durch topische Anwendung von 5 % Dexpanthenol behandelt wurde. (B)
Viabilitat in Prozent, normalisiert auf die unverletzte Kontrollgruppe. Die Viabilitat wurde fir den verbrannten und den
umgebenden Bereich separat bestimmt. Die Viabilitat des umgebenden Gewebes zeigte signifikante Unterschiede fiir
die mit 5 % Dexpanthenol behandelte Gruppe am Tag 14 nach der Verbrennung. Der verletzte Bereich zeigte an allen
Tagen signifikant verringerte Werte der Viabilitat fir verbrannte und mit Dexpanthenol behandelte Modelle. (N=3;
Mittelwert + Standardabweichung). * p < 0,05 im Vergleich zur initialen verbrannten Flache an Tag 1. ° p < 0,05 im
Vergleich zu verbrannten Modellen.

Die Auswertung der verbrannten Wundflache (Burn surface area/BSA) bestatigte die
Messwerte aus dem MTT-Assay (Abbildung 17). Die verbleibende Wundflache
verringerte sich bei verbrannten Modellen, unabhangig von ihrer Behandlung,
kontinuierlich von 25 % einen Tag nach der Verbrennung, tber 14 % nach einer Woche
Kultur auf etwa 5 % nach 14 Tagen Regeneration (Abbildung 17B). Anhand dieser Daten
konnten auch Ruckschlisse auf die Heilungsgeschwindigkeit der Modelle gezogen

werden, die zwischen 100 ym und 120 ym pro Tag lag.
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Abbildung 17: Abnahme der Wundfldche mit zunehmender Regenerationszeit.

(A) Nach 24 h zeigte sich im MTT-Assay eine nicht viable Wundflache in der Mitte der verwundeten Modelle. Mit
zunehmender Regenerationszeit nahm die Wundflache der Modelle fir alle Gruppen ab. (B) Die quantitative
Bestimmung der verbrannten Flache zeigte eine abnehmende Wundflache mit signifikant niedrigeren Werten an Tag
14. (N=3; Mittelwert + Standardabweichung). * p < 0,05 im Vergleich zur initialen verbrannten Flache an Tag 1.

Eine weitere Moglichkeit die verwundeten Modelle zu charakterisieren stellte auch hier
die histologische Begutachtung dar. Zur Beurteilung der Wundheilung wurden die
Modelle zunachst mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt (Abbildung 18). Einen Tag nach
der Verwundung war bei allen verbrannten Modellen ein deutlicher Wundrand sichtbar
(angedeutet durch die gestrichelte Linie), wahrend in Kontrollmodellen keine Defekte
gefunden werden konnten. Die Zellen innerhalb des verbrannten Bereichs zeigten
histologische Indikatoren fir eine Degeneration, wie pyknotische Kerne, zellulare
Schwellung, undeutliche Zellgrenzen und die Trennung der Zellschichten (Abbildung 18).
Wahrend der folgenden zwei Wochen regenerierten die Modelle, unabhangig davon, ob
sie mit Dexpanthenol behandelt wurden oder nicht, und einwachsende Keratinozyten
begannen den Wundbereich zu schlieRen und eine neue Epidermis zu bilden. Wahrend
die einwachsenden Zellen sich unter das abgestorbene Gewebe schoben, wurde dieses
weg von der Zellkulturmembran nach oben hin verdrangt. Nach 14 Tagen wurde zwar
kein vollstandiger Wundverschluss erreicht, allerdings waren die Wundrander bis zu 2,1

mm (2,1 mm links, bzw. 1,8 mm rechts) in den Wundbereich eingewachsen.
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Abbildung 18: Histologische Beurteilung der Wundheilung.

Hamatoxylin- und Eosinfarbung von Modellen. Die Histologie zeigte 1 Tag nach der Verbrennung einen deutlichen
Wundrand (angedeutet durch die gestrichelte Linie), eine Trennung der Schichten (%), eine Schwellung der Zellen (X)
und pyknotische Kerne (*). An Tag 7 und Tag 14 konnte ein beginnender Wundschluss beobachtet werden. Der
Wundrand wuchs unter das verbliebene, abgestorbene Gewebe. Wéhrend des Heilungsprozesses wird eine neue
Epidermis gebildet, die alle Schichten enthalt. (N=3).

Eine zusatzliche Bewertung der Epidermisqualitéat im Bereich der Wundrander wurde
mit dem BSGC-Score durchgeflihrt (Abbildung 19). Wahrend Kontrollmodelle mit 83, 76
und 75 Punkten zu allen Zeitpunkten eine sehr gute Qualitat zeigten, konnte man im
Bereich des Wundrandes eine Abnahme der Qualitat beobachten. Es zeigte sich, dass
in verwundeten Modellen nach 7 Tagen die neu gebildete Epidermis im verbrannten
Bereich mit 41 Punkten eine signifikant schlechtere Qualitat aufwies (45 % verminderter
Wert) als Kontrollmodelle. Die Bewertung mittels BSGC Score konnte hier auch
Unterschiede durch die Behandlung mit Dexpanthenol darstellen. Wahrend das neu
gebildete Gewebe in verbrannten, unbehandelten Modellen 45 % schlechter als
Kontrollmodelle abschnitt, zeigte sich nach Dexpanthenolbehandlung ein deutlich
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besserer Wert von 59 Punkten. Die bessere Bewertung der neu gebildeten Epidermis

war hier hauptsachlich auf eine gesteigerte Qualitat der Strata basale und spinosum

zurlckzufihren.
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Abbildung 19: Bewertung der Modelle mittels BSGC Score.

Histologische Bewertung des Wundrandes von Kontroll-OS-REp, Modellen nach Verbrennung und Modellen, die
verbrannt und mit 5 % Dexpanthenol behandelt wurden. Die Proben wurden einen, sieben und vierzehn Tage nach
der Verbrennung analysiert. (N=3; Mittelwert + Standardabweichung).

Neben der histologischen Begutachtung der Modelle wurden immunhistologische
Farbungen mit Antikdrpern gegen Zytokeratin 10 (K 10) und 14 (K 14) (Abbildung 20)

durchgeflihrt, um physiologische epidermale Strukturen zu bestatigen.

Die immunhistologische Farbung von Kontrolimodellen mit K 10 (rot) zeigte ein positives
Signal in den apikalen Schichten der Modelle, wahrend K 14 (grin) in der basalen
Schicht zu finden war (Abbildung 20), was dem physiologischen Aufbau der Epidermis
entspricht. In verbrannten Modellen konnte, unabhangig von ihrer Behandlung und
Ubereinstimmend mit den Beobachtungen aus den H&E Farbungen, gezeigt werden,
dass sich Keratinozyten unter das verletzte Gewebe schoben und dieses dabei von der
Membran nach oben hin ablésten (gepunktete Linie). Das dabei neu gebildete
epidermale Gewebe wies in Bereichen nahe dem Ursprung des Wundrandes eine klare
Trennung von K 10 und K 14 auf, was die Differenzierung der Zellen bestatigte.
Keratinozyten an der Spitze des Wundrandes wurden jedoch nur positiv fir K 14
angefarbt, wahrend ein Signal fur Keratin 10 erst ca. 150 pm von der Spitze der
Neoepidermis entfernt nachgewiesen werden konnte (weile Pfeile). Diese
Beobachtungen konnten sowohl an Tag 7, als auch an Tag 14 nach Verwundung
gemacht werden, wobei der Wundrand zu spateren Zeitpunkten tiefer in das verletzte

Gewebe eingewachsen war.
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Abbildung 20: Immunfiuoreszenzfarbung physiologischer Strukturen der Modelle nach Verbrennung und
Regeneration.

Immunfluoreszenzfarbung von Cytokeratin 10 (K 10), Cytokeratin 14 (K 14) und DAPI von Kontrollen, verbrannten und
behandelten OS-REp-Modellen. Die gepunktete Linie zeigt den Wundrand. Mit DAPI gefarbte Zellkerne sind in blau
dargestellt. K 10 in rot zeigt die differenzierte Schicht der Epidermis, wéhrend K 14 in grlin das undifferenzierte Stratum
basale definiert. An Tag 14 ist zusatzlich ein Ubersichtsbild eines behandelten OS-REp-Modells gezeigt, um den
gesamten Wundrand und die Wundzunge zu demonstrieren. (N=3).

Als nachstes wurden Modelle gegen das High mobility group protein B1 (HMGB1)
gefarbt, um nekrotische Prozesse und zellularen Stress zu untersuchen (Abbildung
21).

Da HMGB1 in lebenden Zellen nuklear lokalisiert ist, deutet eine zytosolische
Freisetzung darauf hin, dass die Zellen in einen nekrotischen Prozess eintreten '6'. Die
Farbung von Kontrolimodellen zeigte HMGB1-positive Kerne im gesamten viablen Teil
der Epidermis (Abbildung 21A), wahrend in verbrannten Modellen ein deutlicher
Unterschied zwischen verwundetem und umliegendem Gewebe vorlag. Nach
Verbrennung des Gewebes wurde HMGB1 freigesetzt und die Zellkerne zeigten keine
Farbung mehr, wodurch die Wunde leicht von dem unverletzten Gewebe unterschieden
werden konnte (Abbildung 21B). Auch hier konnte beobachtet werden, dass sich im Zuge

der Wundheilung (HMGB1-positives) Gewebe aus der Basalschicht des Wundrandes
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herausbildete und das verbrannte Gewebe nach oben wegschob. Mit zunehmender
Regenerationsdauer wuchs das neu gebildete epidermale Gewebe weiter in den
verbrannten Bereich hinein (Abbildung 21C), wobei die HMGB1-positiven Zellen vor
allem an Tag 14 auf die Basalschicht beschrankt waren. Im Gegensatz zu
unbehandelten verbrannten Modellen konnte bei Modellen, die mit Dexpanthenol
behandelt wurden jedoch beobachtet werden, dass die vitalen Zellen Uber alle

epidermalen Schichten verteilt waren (weilte Pfeile).



4.2 Etablierung eines in vitro Verbrennungsmodells 61

B

Kontrolle 24h Verbrennung 24h DAPI HMGB1

Tag 7

Sunuuauquan

_____

Tag 14

-

Tag7

Jjouayuedxaq %S

D -

Tag 14

Abbildung 21: Immunfluoreszenzfarbung nekrotischer Zellen in Modellen.

Immunfluoreszenzfarbung von High Mobility Group Protein B1 (HMGB1). Mit DAPI gefarbte Zellkerne sind in blau
dargestellt, HMGB1 in rot (A) Férbung eines Kontroll-Modells; Mafstabsbalken: 50 pum. (B) DAPI- und HMGB1-
Farbung am Wundrand nach 24 h (gestrichelte Linie); MaRstab: 50 um. (C) Farbung an Tag 7 und 14 der verwundeten
Modelle £ 5 % Dexpanthenol. Die Bilder zeigen die Entwicklung eines neuen epidermalen Gewebes unter dem alten
geschadigten Gewebe. Die gepunkteten Linien zeigen die Trennung beider Gewebe. Weile Pfeile zeigen HMGB1
positive Zellen in apikalen Zellschichten; MaRstabsbalken: 100 pm. (N=3).

Aulerdem wurde die Prasenz von proliferativen Zellen mit einem Antikérper gegen
Ki67 (Abbildung 22) analysiert, der den Kern proliferierender Zellen farbt. In der
unverwundeten Kontrollgruppe waren ausschlielich basale Keratinozyten Ki67 positiv.
Einen Tag nach Verwundung konnte in verbrannten Modellen noch immer ein positives
Signal im Wundbereich beobachtet werden. Jedoch fehlte ein DAPI Signal und fir Ki67
zeigte sich eine Veranderung der Morphologie, da Ki67-positive Kerne langlicher
erschienen (weile Pfeile). An Tag 7 und Tag 14 wuchs neues, Ki67 positives Gewebe
aus dem Wundrand heraus unter das beschadigte Gewebe, wo es mit zunehmender

Kulturdauer weiter in den verbrannten Bereich einwuchs. Nach 14 Tagen
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Regenerationszeit war noch immer ein groRer Teil der Zellen in den verwundeten
Modellen Ki67 positiv, weshalb eine quantitative Auswertung der Ki67 positiven Zellen

durchgefuihrt wurde.
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Abbildung 22: Immunfluoreszenzfdrbung proliferierender Zellen in Modellen.
Immunfluoreszenzfarbung von Ki67. Mit DAPI gefarbte Zellkerne sind in blau dargestellt, Ki67 in rot (A) Farbung eines

Kontrollmodells nach 24 h; MaRstabsbalken: 50 ym. (B) DAPI- und Ki67-Fé&rbung 24 h nach Verbrennung. Der
Wundrand wird durch die gestrichelte Linie angezeigt; MaBstab: 50 um. (C) Bilder von Tag 7 und 14 der verbrannten
OS-REp-Modelle + 5 % Dexpanthenol. Die Bilder zeigen die Entwicklung eines neuen epidermalen Gewebes unter
dem alten geschadigten Gewebe; gestrichelte Linien zeigen den Wundrand; MaRstabsbalken: 100 um. (N=3).

Die anschlieRende Auswertung der Anzahl an Ki67 positiven Zellen an Tag 14 zeigte,
dass in verbrannten Modellen ca. 20 % der Zellen in den Wundrandern Ki67 positiv
waren. Eine Behandlung der Modelle mit Dexpanthenol flihrte zu einem zuséatzlichen

Anstieg der Anzahl an Ki67 positiven Zellen auf 26 % (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Ki67 Férbung und Analyse Ki67 positiver Zellen in den Modellen.
(A) Ki67 Farbung von verbrannten Modellen mit und ohne Behandlung mit 5% Dexpanthenol nach 14 Tagen. Malstab
entspricht 100 pm. (B) Prozentualer Anteil an Ki67 positiven Zellen in Modellen (N=2. Mittelwerte +/- SD; Mann-

Whitney test, * p < 0.05).

Da Verbrennungswunden mit einer mangeinden Barrierefunktion der Haut
einhergehen, wurde die Impedanzspektroskopie zur Analyse der Barriereintegritat
eingesetzt (Abbildung 24A). Sowohl vor, als auch direkt nach der Verbrennung, variierte
der TEER1o00n~Wert nicht zwischen verbrannten (3,0 kQcm?) und Kontrolimodellen
(3,3 kQcm?). In den darauffolgenden 14 Tagen Kulturzeit zeigten die verwundeten
Modelle konstante TEER1000H-Werte zwischen 3,0 und 3,4 kQcm?, wahrend sich der
TEER Wert bei der Kontrolle kontinuierlich von 3,3 kQcm2 an Tag 1 auf 7,3 kQcm2 an
Tag 14 erhdhte. Diese Stagnation in der Entwicklung der Barriere, resultierte in einer, im
Vergleich zur Kontrolle, signifikant geringeren Barriereintegritit ab Tag 7 nach
Verwundung. Die Untersuchung der elektrischen Barrierefunktion der mit Dexpanthenol
behandelten Modelle zeigte nur vereinzelt Unterschiede zu unbehandelten
Wundmodellen. Wahrend die TEER10001, Werte von verbrannten Hautaquivalenten tber
den gesamten Kulturzeitraum stagnierten, fuhrte die Behandlung zu einem signifikanten
Abfall der Impedanzwerte an Tag 1, 3 und 7 nach Verwundung. Nachdem die letzte
Applikation an Tag 6 erfolgt war, stiegen die Werte wieder an, bis sie an Tag 10 und Tag
14 vergleichbar zu unbehandelten Modellen waren (Abbildung 24A).

Neben der Barrierefunktion wurde untersucht, ob das Verbrennen von Modellen eine
Zerstérung von Zellen und damit die Freisetzung von intrazellularem LDH in den

Uberstand verursachte (Abbildung 24B). Vor allem in den ersten 24 Stunden nach
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Verbrennung zeigte sich in beiden verwundeten Gruppen (mit und ohne Dexpanthenol)
ein starker Anstieg an LDH im Kulturmedium. Wahrend drei Stunden nach Verwundung
bereits ein 20-facher Anstieg des LDH Spiegels messbar war, zeigte sich in allen
verwundeten Modellen selbst 24 Stunden spater noch immer ein dreifach hoherer LDH
Wert als vor der Verbrennung. Nachdem an Tag 3 lediglich in verbrannten Modellen
ohne Behandlung das letzte Mal eine signifikant erh6hte Menge an sekretiertem LDH im
Vergleich zu Kontrollmodellen detektiert werden konnte, sank der LDH Wert fir alle

spateren Zeitpunkte auf basale Werte ab.
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Abbildung 24: Einfluss von Verbrennungswunden auf die Hautbarriere und LDH Sekretion in Modellen.

(A) Der transepitheliale elektrische Widerstand (TEER10001z) wurde vor (0 h) und 3 h, 24 h, 3 d, 7 d, 14 d nach der
Verbrennung gemessen. Es zeigte sich eine Stagnation der Werte der verbrannten Modelle, wahrend der TEER1000hz
der Kontrolle uber die Kultivierungszeit anstieg. (B) Konzentration von sekretiertem LDH im Kulturliberstand. Die
Verbrennung filhrt zu einem Peak des LDH-Spiegels im Uberstand direkt nach der Verletzung, der jedoch nach 24
Stunden wieder abnimmt. (N=3; Mittelwert £ Standardabweichung) * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle. > p < 0,05 im
Vergleich zu verbrannten Modellen.

Auch der Stoffwechsel der Modelle war von Interesse, da das Verhaltnis von Laktat-
und Glukosespiegel im Medium Einblicke in aerobe Bedingungen und zellulare

Stresslevel geben kdnnen. Unter normalen, aeroben Bedingungen wird Glukose zuerst
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in Pyruvat und dann in Acetyl CoA umgewandelt. Acetyl-CoA tritt dann in den
Tricarbonsaurezyklus und die Elektronentransferkette ein, wo es zu Adenosintriphosphat
(ATP), Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD+), Kohlendioxid und Wasser oxidiert wird.
Bei einem Wechsel zu anaeroben Stoffwechselbedingungen oder bei zellularem Stress
wird Glukose nicht mehr zu Acetyl-CoA, sondern durch das Enzym
Laktatdehydrogenase (LDH) zu Laktat und NAD+ umgewandelt 62,

Der Glukoseverbrauch der Modelle war fir die Kontrollgruppe und die verbrannten
Modelle Uber die gesamte Kulturdauer vergleichbar (Abbildung 25A). Lediglich bei
Modellen, die mit Dexpanthenol behandelt wurden konnte an Tag 1, 3 und 14 nach
Verwundung ein signifikant erhéhter Verbrauch gemessen werden. Gleichzeitig zeigten
sich bei der Messung von sekretiertem Laktat starkere Unterschiede (Abbildung 25B).
Hier konnten 1 und 3 Tage nach Verwundung sowohl bei verbrannten, als auch bei mit
Dexpanthenol behandelten Modellen eine signifikant hdhere Menge an Laktat im
Uberstand gemessen werden. Dariiber hinaus war auch hier in der behandelten Gruppe
eine signifikant erhéhte Laktatsekretion an Tag 7 und Tag 14 nach Verbrennung
detektierbar, wahrend unbehandelte Modelle an diesen Zeitpunkten wieder
vergleichbare Werte zur Kontrolle zeigten.

Da der Glukoseverbrauch und die Laktatproduktion der Modelle eng miteinander
verbunden sind, wurde ihr Metabolismus zusatzlich unter Berlcksichtigung der
Konnektivitat zwischen diesen beiden Stoffwechselmechanismen, analysiert (Abbildung
25C). Bereits einen Tag nach der Verbrennung verschob sich die Differenz zwischen
Glukoseaufnahme und Laktatproduktion in verwundeten Modellen ins Negative, da mehr
Laktat produziert als Glukose verbraucht wurde. Dieser Effekt konnte bis zum Kulturende
nach 14 Tagen beobachtet werden, wobei nur an Tag 1 und Tag 3 ein signifikanter
Unterschied zur Kontrolle bestand. Wurden die Modelle nach der Verbrennung mit
Dexpanthenol behandelt, konnte im Vergleich zur Kontrolle ein signifikanter Unterschied
an Tag 1, 3, 10 und 14 festgestellt werden. Es zeigte sich aulerdem der Trend, dass
das negative Verhaltnis zwischen Glukoseverbrauch und Laktatproduktion in
behandelten Modellen starker ausgepragt war als in unbehandelten Modellen, was tber
die gesamte Kulturdauer zu sehen war. Ab Tag 7 nach Verwundung verschob sich auch
bei Kontrollmodellen die Differenz ins Negative, jedoch lagen die Werte konstant tber

denen der verbrannten Gruppen.
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Abbildung 25: Metabolische Unterschiede in Modellen nach Verbrennung.

(A) Glukoseverbrauch aus dem Kulturmedium und (B) Laktatproduktion und —sekretion der Modelle nach Verbrennung.
Der Glukoseverbrauch war nach Verwundung nur in behandelten Modellen erhoht, wéhrend die Laktatsekretion in
beiden verbrannten Gruppen nach Verwundung erhoht war. (C) Glukoseverbrauch subtrahiert von der
Laktatproduktion in mM. Der Glukoseverbrauch wird im Vergleich zu dem im frischen Medium gemessenen
Glukosespiegel berechnet. Die Verbrennung filhrt in den ersten drei Tagen nach der Verbrennung zu einem signifikant
niedrigeren Wert im Vergleich zur Kontrolle, unabhangig von der Behandlung. (N=3; Mittelwert + Standardabweichung)
*p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle. ° p < 0,05 im Vergleich zu verbrannten Modellen.

Als abschlieBende Analyse diente die Messung verschiedener Marker im

Kulturiberstand der Modelle, um die Entziindungsreaktion nach Verbrennung zu
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bestimmen. Hierfir wurden Uberstdnde entnommen und die Konzentrationen der
Entziindungsmarker IL-8, IL-6, IL-18 und VEGF mittels zytometrischem Bead Assay
untersucht (Abbildung 26).

Fur die Sekretion von IL-8 in verbrannten Modellen konnte gezeigt werden, dass sie, im
Vergleich zur Kontrollgruppe, nach 3 Stunden mit 53 pg/h ihren Héchstwert erreichte und
dieser signifikante Anstieg auch 24 Stunden (17 pg/h) nach der Verletzung noch erhalten
blieb. Im weiteren Verlauf zeichnete sich ein progressiver Riickgang der erhéhten Werte
fur die verbrannten Modelle ab, die ab Tag 7 konstant bei ca. 5 pg/h blieben. Sowohl bei
IL-6, als auch bei IL-1B konnte, unabhangig von der Behandlung der Modelle, tber den
gesamten Zeitraum kaum eine Sekretion der Faktoren nachgewiesen werden. Obwohl
3 Stunden nach Verbrennung und ab Tag 7 signifikant erhéhte Werte flr IL-6 detektiert
wurden, lagen diese bei unter 1 pg pro Stunde und waren somit relativ niedrig. Als letzter
Faktor wurde VEGF betrachtet. Nachdem die Sekretion von VEGF in den ersten 24
Stunden in verbrannten Modellen im Vergleich zu unverletzten Modellen signifikant
erhdht war, schwankten die Konzentrationen wahrend der weiteren Kultur der Modelle
in allen Gruppen, wobei vor allem ab Tag 7 eine erhdhte Sekretion (bis zu 25 pg/h)
festgestellt werden konnte. Wurden die verbrannten Modelle mit Dexpanthenol
behandelt, konnte der Trend beobachtet werden, dass IL-8, IL-18 und VEGF ab Tag 3
nach Behandlung vermehrt sekretiert wurden. Im Falle von IL-8 erreichte der

Unterschied an Tag 7 und Tag 10 im Vergleich zur Kontrolle mathematische Signifikanz.
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Abbildung 26: Messung von Entziindungsmarkern im Kulturiiberstand verbrannter Modelle.

Konzentrationen der inflammatorischen Zytokine IL-8, IL-6, IL-1B und VEGF in Zellkulturiiberstdnden von verbrannten
und unverletzten Modellen zu verschiedenen Zeitpunkten dber einen Zeitraum von 14 Tagen, mittels CBA. Die
nachgewiesenen IL-8- und VEGF-Spiegel erreichten 3 h nach der Verbrennung ihren Hohepunkt. IL-6 und IL-1B
konnten zu keinem bestimmten Zeitpunkt in hoher Konzentration nachgewiesen werden. (N=3; Mittelwert +
Standardabweichung).

*p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle. ° p < 0,05 im Vergleich zu verbrannten Modellen.

4.2.3 Proof of Concept Testung eines lyophilisierten Produktes

Als letzter Punkt sollten die beiden Teile dieser Arbeit zusammengefihrt und ein
lyophilisiertes Produkt an den entwickelten Verbrennungsmodellen getestet werden.
Hierfir wurden von einem Kooperationspartner an der LMU Munchen gefriergetrocknete
Placebo-Formulierungen ohne Zellen zur Verfiigung gestellt '°°, welche in einer Proof of
Concept Studie auf epidermalen Modellen mit Verbrennungen ersten Grades platziert
wurden (Abbildung 27). Nach einer Regenerationszeit von 9 Tagen zeigte sich jedoch,
dass die lyophilisierte Formulierung einen negativen Einfluss auf die Wundheilung hatte
und der Wundschluss verlangsamt war. Nachdem die Modelle mit dem lyophilisierten
Produkt bei 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert wurden, flihrte der hygroskopische Effekt des
Produktes dazu, dass sich eine Losung der Formulierung auf den Modellen bildete. Da
epidermale Hautmodelle kein Hydrogel besitzen, was eine dermale Komponente der

Modelle darstellt, konnte die Formulierung nicht absorbiert werden. Stattdessen fiihrte
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die Loésung zu einem Aufweichen der Epidermis, wodurch die Wundheilung

eingeschrankt war.
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Abbildung 27: Testung eines lyophilisierten Produktes an verbrannten Hautéquivalenten.

Schematische Ubersicht der Behandlung (links). Modelle wurden verbrannt und ein lyophilisiertes Produkt ohne Zellen
(Placebo) auf die Wunden gegeben (rechts oben). Nach 9 Tagen Regenerationszeit zeigte sich im MTT-Assay eine
verringerte Wundheilung in behandelten Modellen (rechts unten). (n=1).

Beschadigtes Lyophilisertes
Gewebe Produkt

4.2.4 Vorarbeiten zur Untersuchung von Verbrennungen der
Grade lla und llb

Ein Grofteil der Verbrennungen in der Klinik sind Wunden mit tiefen Schweregaden,
weshalb die meisten Produkte fur diese Wunden entwickelt werden. Da das etablierte
epidermale Verbrennungsmodell, wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben, Limitationen bei der
Produkttestung fir diese Schweregrade besitzt, sollte abschlieRend ein Modell
entwickelt werden, welches alle Verbrennungsgrade abbilden kann.

Deshalb wurde die in Kapitel 4.2.1 entwickelte Methode zur Verbrennung von
epidermalen Modellen weiterentwickelt, um sie an Vollhautaquivalenten zu testen, die
aus einer dermalen und epidermalen Schicht bestehen. Da Messing eine hoéhere
thermische Leitfahigkeit als Edelstahl besitzt wurden bei diesem Ansatz Gewichte aus
Messing verwendet, die einen Durchmesser von 4 mm hatten %3, Um verschiedene
Schweregrade der Verwundung abbilden zu kdnnen, wurde eine Kombination aus
verlangerter Kontaktdauer und erhéhter Temperatur gewahlt. Anschlieend erfolgte eine

Analyse der Modelle mittels Hamatoxylin und Eosin Farbung (Abbildung 28).

Wurden die Gewichte auf 80 °C erhitzt und fir 3 Sekunden auf den Modellen platziert,
so zeigte sich in der histologischen Auswertung der Modelle eine Verbrennungswunde
ersten Grades (gepunktete Linie). Eine Schadigung des Modells zeigte sich in diesen

Modellen lediglich in der epidermalen Hautschicht. Bei einer verlangerten Kontaktdauer
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der Messinggewichte von 7 Sekunden konnte, neben einer Schadigung der Epidermis,
auch eine Denaturierung in der oberen dermalen Schicht detektiert werden, was einem
Schweregrad lla entspricht (gepunktete Linie). Um die Verbrennungstiefe weiter zu
erhéhen wurden die Gewichte auf 120 °C erhitzt und dann fir 13 Sekunden auf den
Vollhautmodellen platziert. Diese Verwundung resultierte in einem Defekt, der tief in die
dermale Hautschicht hineinreichte und somit einem Verbrennungsgrad Ilb entspricht
(gepunktete Linie), wodurch alle Schweregrade der epidermalen und dermalen

Hautschichten abgebildet werden konnten.
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Abbildung 28: Abbildung aller Verbrennungsgrade in Vollhautmodellen.

Hamatoxylin- und Eosinfarbung von Modellen. Die Histologie zeigte ein Vollhautmodell mit intakter Epidermis fir die
Kontrolle. Mit zunehmender Kontakidauer und Temperatur zeigten sich Schaden in den Modellen, die den
Schweregraden |, lla und Ilb entsprechen. MaRstabsbalken entsprechen 150 um (N=3).



5 Diskussion

Die Behandlung von Wunden im Allgemeinen und Brandwunden im Speziellen ist bis
heute ein hoch komplexes Thema, was sich kontinuierlich im Wandel befindet . Noch
immer sind nicht alle grundlegenden Mechanismen der Wundheilung im Menschen
bekannt, was dieses Gebiet hochaktuell und interessant fir die Forschung macht 3'.
Neue Erkenntnisse aufseiten der Forschung flihren auch gleichzeitig zu einem
kontinuierlichen Fortschritt in der Medizin und der Behandlung von Wunden. Dies zeigt
sich in der Entwicklung vieler neuer Therapieansatze und Wundauflagen, die vor allem
im Bereich der schwerstverbrannten Patienten bereits einen konstanten Riickgang der
Mortalitat mit sich bringt 4. Oft gehen die Entwicklungen in Forschung und angewandter
Medizin hier Hand in Hand, da neue Erkenntnisse aus der Forschung die Entwicklung
neuer Therapieansatze fordert und die Erkenntnisse aus der Behandlung von Patienten
mit neuen Technologien wichtige Informationen zur Wundheilung in vivo fir die
Forschung bereitstellt. Ein Therapieansatz, der sich in den letzten Jahren als sehr
vielversprechend herauskristallisiert hat, ist die Behandlung von Wunden mit
zellbasierten Systemen, sogenannten ,Advanced Therapy Medicinal Products®
(ATMPs) ©2, Sie finden Verwendung bei der Versorgung von chronischen Wunden, aber
auch bei grof¥flachigen oder tiefen Verbrennungen. Die Anforderungen an solch ein
zellbasiertes Produkt sind sehr hoch und durch die Vorgaben von Behdrden wie der
~European Medicines Agency® (EMA) auf europaischer Ebene und der ,Food and Drug
Administration“ (FDA) in den USA genau reguliert, um einen grotmdglichen Schutz der
Patienten vor adversen Effekten zu garantieren %4, Weitere Punkte bei der Entwicklung
solcher Produkte sind, neben behdrdlichen Vorgaben, aber auch praktische Aspekte,
wie zum Beispiel eine einfache Lagerung und Verfligbarkeit der Produkte fir den
Endverbraucher. Dies ist wichtig, da vor allem in Landern der Dritten Welt die Zahlen
von schweren Verbrennungen signifikant hoher sind als in den Industriestaaten 4915,
Gleichzeitig fiihren eine begrenzte Infrastruktur und weniger gut ausgestattete Kliniken
dazu, dass Produkte nicht kurzfristig bestellt oder lange bei tiefkalten Temperaturen vor

Ort gelagert werden kénnen.

Im Falle eines Produkts zur Behandlung von Verbrennungen, konnte man durch die
Gefriertrocknung von Keratinozyten die Vorteile eines zellbasierten Therapeutikums mit
den Vorteilen einer langfristigen Lagerung bei moderaten Temperaturen kombinieren.
Dabei missen mehrere Punkte adressiert werden, um ein solches Produkt herstellen
und anschlieflend praklinisch testen zu kdnnen. Zunachst sollte die Produktion der
Zellen soweit angepasst werden, dass eine anschlieBende Uberfiihrung in ein GMP

reguliertes Umfeld einfach mdglich ist. Wichtigster Faktor hierbei war der Ersatz von
71
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tierischen Komponenten durch chemisch definierte Supplemente. Aulierdem sollte eine
Methode etabliert werden, die es ermdglicht, die Keratinozyten fur ein Zellprodukt zu
charakterisieren.

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Produktentwicklung war es, die Kryokonservierung
von Keratinozyten so zu optimieren, dass sowohl die Einfrierrate, als auch die
verwendeten CPAs mit den Anforderungen eines Lyophyilisierungsprozesses konform
sind. Aulerdem musste auch bei der Wahl der CPAs darauf geachtet werden, dass
diese Chemikalien spater in medizinischen Produkten verwendet werden kénnen. Die
hier gewonnenen Ergebnisse konnten anschlielfend durch den Kooperationspartner an
der LMU Minchen angewendet werden, um Keratinozyten in den dort ansassigen
Laboren erfolgreich zu lyophilisieren.

Abschlielend sollte ein in vitro Wundmodell etabliert werden, welches zur Erforschung
von Verbrennungen und deren Heilung genutzt werden kann. Anhand dieses Modells
sollte dann das in Kooperation entwickelte gefriergetrocknete Zelltherapeutikum in

einem ersten praklinischen Experiment getestet werden.

5.1 Kulturbedingungen fur Keratinozyten als ATMP

Als erster Punkt dieser Arbeit sollte adressiert werden, Keratinozyten fir ein
medizinisches Produkt so zu isolieren, expandieren und charakterisieren, dass eine

einfache Uberfiihrung in ein GMP Umfeld maglich ist.

Die Verwendung von humanen Keratinozyten zur Transplantation in schwerverbrannten
Patienten findet seit vielen Jahren Anwendung in der Klinik 6. Sie nehmen somit eine
Vorreiterrolle bei zellbasierten Therapeutika ein, die mithilfe von Tissue-Engineering
Ansatzen hergestellt und verwendet werden °. Ein groRer Vorteil ist hier, dass die
Behandlung von Patienten nicht auf die Verwendung von autologem Material beschrankt
ist, sondern auch der Einsatz von allogenen Zellen sehr gute Ergebnisse hervorgebracht
hat 1. Vor allem bei Menschen mit schwersten Verbrennungen ist dies sehr wichtig, da
zum einen aufgrund der Gré3e der Wunde kaum oder kein Gewebe vorhanden ist, aus
dem Zellen zur Behandlung gewonnen werden kdnnen '¢7. Zum anderen muss der teils
immense Defekt der Hautbarriere zligig verschlossen werden, um den Patienten vor
Infektionen und Dehydrierung zu schiitzen ¢, Keratinozyten als Therapeutikum fallen
jedoch unter die Kategorie der ATMPs, welche, wie bereits erwahnt, mit strengen
regulatorischen Anforderungen an den Herstellungsprozess einhergehen %8, Da diese
Anforderungen seit 2017 verscharft wurden, ist es fiir viele Kliniken nicht mehr méglich
die Zellen aus ihren eigenen Zellbanken zu verwenden, was dazu fihrt, dass ein
wichtiger Behandlungsbaustein zur Versorgung dieser sehr herausfordernden Wunden

wegfallt '®*. Der Bedarf nach einer standardisierten, zellbasierten Wundauflage ist also
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in grolem Mal} gegeben. Entsprechend der behdérdlichen Vorgaben fir eine spatere
Nutzung im Rahmen einer Therapie, missen die Zellen also mdglichst ohne die
Verwendung tierischer Komponenten kultiviert und unter anderem auf ihre Reinheit und

Funktionalitat hin getestet werden "°.

Aufgrund ihres Potentials bei der Behandlung von Brandwunden, sollte als erster Teil
dieser Arbeit deshalb die Isolation, Kultur und Charakterisierung von Keratinozyten so
angepasst werden, dass sie den regulatorischen Vorgaben entspricht und standardisiert
durchgeflhrt werden kann. Ein wichtiger Punkt hierbei ist die Einhaltung der ,Good
Manufactory Practice® (GMP) Standards '°. Neben einer angemessenen
Laborausstattung, der Aus- und regelmafigen Weiterbildung des Personals und der
richtigen Dokumentation, liegt ein wichtiges Augenmerk hier auf den verwendeten
Substanzen bei der Herstellung des Produktes. Um Supplemente tierischen Ursprungs
verwenden zu kdnnen, missen diese qualifiziert werden, was einen sehr aufwandigen
Prozess darstellt. Aufgrund dessen werden tierische Komponenten, wenn mdglich,
durch synthetische Stoffe und chemisch definierte Supplemente ersetzt. Dies stellt

jedoch eine nicht unwesentliche Abweichung zu bisher verwendeten Protokollen dar 64,

In einer Proof of Concept Studie innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Isolation von Keratinozyten ohne FCS aus adulter Spenderhaut mdglich ist. Die
Spenderhaut fir ein medizinisches Produkt kann jedoch von verschiedenen Quellen
bezogen werden. Dies fihrt zum einen dazu, dass unterschiedlich lange Transportzeiten
entstehen, zum anderen kann die Donorhaut aus verschiedenen Regionen des Kdpers
stammen. Wichtig ist, dass auch bei verlangerter Transport- und Lagerzeit keine
signifikanten Verluste bei der Zellisolation entstehen. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass auch eine verlangerte Lagerzeit und die Verwendung von Haut aus plastischen
Operationen (statt Praputien) nur einen geringen Einfluss auf das Ergebnis der Isolation
hat.

Wahrend die Isolation von Keratinozyten jedoch nur ein relativ kurzer Prozess ist, bei
dem FCS ersetzt werden kann, war vor allem die anschlielfiende Expansion und Kultur
der Zellen interessant. Hier sollten die Keratinozyten lber einen Zeitraum von mehreren
Wochen unter BPE-freien Konditionen in Kultur gehalten werden und proliferieren, ohne
ihre Viabilitdt oder Funktionalitat zu verlieren.

Die ersten standardisierten Protokolle zur Isolation und Kultur von Keratinozyten wurden
bereits in den 1970er Jahren entwickelt '"". In den darauffolgenden Jahren wurden diese
Protokolle modifiziert und verbessert, sodass die daraus gewonnen Zellen zur
Behandlung von Patienten eingesetzt werden konnten 72173, Jedoch fanden hier, neben

diversen Wachstumsfaktoren, auch Feederlayer Verwendung, die die Zellen zur
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Proliferation anregen. Diese bestehen meist aus murinen 3T3 Fibroblasten, die durch
Bestrahlung in einen mitotisch inaktivierten, nicht proliferativen Zustand versetzt
werden "', Ein groRes Problem hierbei ist, dass unter diesen Kulturbedingungen ein
potentielles Risiko durch Toxine, eine virale Verunreinigung durch FCS oder die
Fibroblasten besteht. Da der Schutz von Patienten im Vordergrund steht, haben die
Anforderung an Zellen als therapeutische Produkte stetig zugenommen und serum- und
Jfeeder“-freie Kulturmedien wurden entwickelt 74-'78, Viele dieser Protokolle sind aber
noch immer nicht komplett frei von tierischen Komponenten, da sich bovines
Hypophysenextrakt (BPE) als potenter Medienzusatz bei der Kultur von epithelialen
Zellen erwiesen hat 176177,

In dieser Studie wurde deshalb im direkten Vergleich zu einem Medienzusatz mit BPE
ein kommerziell erhéltlicher Medienzusatz verwendet, der frei von tierischen
Komponenten ist und somit den geltenden Regularien entspricht. Bereits in der 2D Kultur
der Keratinozyten zeigte sich, dass BPE freie Konditionen die Zellpopulation
beeinflussen, was sich in einer Erniedrigung der Proliferation der Zellen und einer
erhohten Verdopplungszeit spiegelte. Dieser Effekt wurde bereits in den friihen 1980er
Jahren beschrieben, als Gilchrest et al. verschiedene Medienzusatze zur Kultivierung
von Keratinozyten testeten 7. Auch sie konnten beobachten, dass die Proliferation der
Zellen ohne den Zusatz von BPE stark abnahm. Dieser Effekt war in den hier
vorgestellten Ergebnissen jedoch aufgrund verbesserter BPE freier Medienzusatze
deutlich geringer.

Um zusatzlich zu Uberprifen, ob das zur Zellexpansion verwendete Medium einen
Einfluss auf die Funktionsfahigkeit der Zellen hat, war es wichtig zu untersuchen, ob sie
noch in der Lage waren, qualitativ hochwertige Hautaquivalenten zu bilden. In der 3D
Kultur behielten die Keratinozyten die Fahigkeit zu Differenzieren und ein physiologisch
intaktes, epidermales Gewebe zu bilden. Dieses war vergleichbar mit bereits publizierten
OS-REp Modellen '7°. Es konnten weder bei der Analyse der Viabilitat der Modelle, noch
bei der Messung der elektrischen Barriere mittels Impedanzspektroskopie Unterschiede
entdeckt werden. Beide Methoden zeigten, dass durch eine Vorkultur der Zellen mit
chemisch definierten Supplementen vergleichbare Werte erreicht wurden zu Zellen, die
mit BPE haltigem Standardmedium kultiviert wurden. Auch die histologische
Begutachtung der erstellten Hautaquivalente zeigte eine gute Qualitat Gber die gesamte
Kulturdauer von 21 Tagen, unabhangig des Mediums wahrend der Vorkultur.

Den groRten Effekt auf die Qualitat der Modelle hatte nicht das verwendete Medium zur
Expansion der Zellen, sondern die Passagenzahl der Keratinozyten im Hautaquivalent.
Hier konnte man beobachten, dass sowohl die Barriereeigenschaft, als auch die

histologische Beurteilung der Modelle beider Mediengruppen eine Abnahme der Qualitat



5.1 Kulturbedingungen fiir Keratinozyten als ATMP 75

in Passage 4 aufzeigten. Dies steht in Zusammenhang mit dem begrenzten
Proliferationspotential priméarer Zellen, die haufig nur in niedrigen Passagen eingesetzt
werden kdnnen, da bereits nach relativ kurzer Kulturzeit ihr Wachstum stagniert 180181,
Auch bei der Kultur der primaren Keratinozyten konnte dieser Effekt beobachtet werden.
Wurden sie in héheren Passagen kultiviert, bzw. zu viele Teilungszyklen erreicht, so
konnte bereits in der 2D Kultur beobachtet werden, dass die Zellen, unabhangig vom
verwendeten Medium, weniger proliferieren und stattdessen beginnen zu differenzieren.
Hieraus resultierte auch die Abnahme der Qualitdt der OS-REp Modelle (bei TEER

Werten und BSGC Score), die mit diesen Zellen aufgebaut wurden.

Die Verwendung von chemisch definiertem Medium zeigte zwar keinen Einfluss auf die
Fahigkeit der Zellen ein epidermales Gewebe zu bilden, sie flhrte jedoch dazu, dass die
Schwankungen innerhalb der Versuchsgruppen viel geringer ausfielen. Obwohl
Varianzen aufgrund der Verwendung verschiedener Donoren oder unterschiedlicher
Herstellungschargen von Medien und Supplementen auftreten kénnen '8, waren diese
in Modellen, die BPE-frei vorkultiviert wurden, mit einer Uber 50 % niedrigeren
Standardabweichung, sehr gering. Hier konnten sowohl hinsichtlich der Viabilitat,
Impedanz, als auch Histologie konstant stabilere Ergebnisse erzielt werden. Das spricht
dafir, dass die Zusammensetzung der Population der eingesetzten Zellen Gber mehrere
Experimente hinweg sehr homogen war. Die Verwendung von chemisch definierten
Supplementen kdnnte sich also, trotz der Zunahme der Verdopplungszeit, als vorteilhaft
erweisen. Denn um eine gleichbleibende Qualitdt und Wirkung eines medizinischen
Produktes zu erreichen, ist es sehr wichtig, dass das Ausgangsprodukt, in diesem Fall
die Keratinozyten, immer in gleicher Kondition eingesetzt werden. Der Einsatz von BPE
freiem Medium eignet sich somit hier sehr gut, da die damit erzielten Ergebnisse tber

mehrere Passagen und bei mehreren Donoren sehr stabil waren.

Neben ihrer Fahigkeit, ein intaktes Hautmodell auszubilden, sollten die Zellen auch direkt
nach der 2D Kultur charakterisiert werden. Deshalb wurde in dieser Arbeit die
Durchflusszytometrie verwendet, um die Expression spezifischer Zellmarker beobachten
zu kénnen. Dies erlaubt eine schnelle und zuverlassige Analyse, die direkt nach der
Kultur durchgefuhrt werden kann, unter Einsatz einer geringen, definierten Zellzahl. Hier
zeigte sich, dass vor allem der Marker K14 geeignet ist, um die Gesamtpopulation der
Zellen abzubilden, wahrend K1 und K10 vor allem zur Detektion von differenzierten
Zellen genutzt werden kann 18184 Die Zellen wurden Uiber drei Passagen charakterisiert
und zeigten stets ein positives Signal fir K14 fur fast 100 % der Zellen, was bestatigt,
dass es sich um eine reine Zellpopulation handelte. Ein positives Signal flr Keratin 1
und 10 konnte vor allem zu Beginn der Kultur und am Ende der Passage 2 nachgewiesen

werden.
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Nach der Isolation der Zellen aus der Epidermis befinden sich sowohl basale, als auch
differenzierende Keratinozyten in der Kultur. Zwar adhéarieren beide Subtypen an die
Kulturflaschen, jedoch proliferieren nur erstere, weshalb nur ein geringer Anteil an K1
und K10 positiven Zellen nach Passage 0 detektiert werden konnte 8. Dieser Anteil
nahm in der darauffolgenden Passage noch weiter ab. Der Grund hierfur ist, dass die
differenzierten Zellen weiter Uberwuchert wurden, da die Differenzierung von
Keratinozyten hauptsachlich durch eine Kalziumkonzentrationen von dber 0,1 mM im
Medium induziert wird 8. Da die Konzentration von Kalzium im verwendeten Medium
jedoch nur bei 0,03 mM lag, proliferierten die Zellen weiterhin, ohne zu differenzieren 8.
Die erneute Zunahme an differenzierten Keratinozyten nach Passage 2 kann mehrere
Grinde haben. Zum einen kénnte hier der bereits erwahnte Effekt zum Tragen kommen,
dass primare Zellen in Kultur nur ein begrenztes Proliferationspotential haben '®7. Zum
anderen ist es auch mdglich, dass die Zellen wahrend der Kultur eine zu hohe Konfluenz
erreicht haben, was, neben der Abnahme der Proliferation, ebenfalls die Differenzierung
zur Folge haben kann 84,

Eine potentielle Verunreinigung der Zellpopulation durch Fibroblasten der Dermis sollte
mit Hilfe des Fibroblastenmarkers Vimentin erreicht werden 8. Eine Unterscheidung
anhand dieses Markers konnte jedoch nicht getroffen werden, da dieser auch von
Keratinozyten in gleichem MalRe exprimiert wird. Hierfir eignet sich jedoch die
Verwendung des bereits etablierten Antikorpers fur Keratin 14. Bei einem gewlinschten
Anteil von Uber 90 % K14 positiven Zellen, zeigten die kultivierten Keratinozyten hier
sogar beinahe 100 % positives Signal fur K14. Da dermale Fibroblasten dieses Filament
nicht exprimieren, konnte eine Mischkultur aus 50 % Keratinozyten und 50 %
Fibroblasten einfach detektiert werden '®°. Sie flhrte zur Bildung von zwei klar
unterscheidbaren Populationen wahrend der Durchflusszytometrie. Zwar beschreiben
Katagata et al., dass von ihnen kultivierte Fibroblasten Keratin 14 exprimieren, jedoch
wurde in dieser Studie eine Zelllinie genutzt, die meist in einer hohen Passagenzahl
Verwendung findet '*°. Dies steht im Gegensatz zu den hier verwendeten priméren

Fibroblasten, die ausschliellich in friihen Passagen nach der Isolation kultiviert wurden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Isolation und Kultur von
Keratinozyten fir ein medizinisches Produkt unter serumfreien, chemisch definierten
Bedingungen mdglich ist. Hierfir mussten geringfligige Anpassungen bereits
bestehender Protokolle vorgenommen werden, die jedoch keinen Einfluss auf
charakteristische Fahigkeiten der Zellen in vitro hatten. AulRerdem bietet die
Durchflusszytometrie mit den Markern Keratin 1, 10 und 14 die Md&glichkeit die
Zusammensetzung und Reinheit der Zellpopulation zu bestimmen und die Zellen zu

charakterisieren.
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Zudem konnte gezeigt werden, dass die Zellen bei Verwendung chemisch definierter
Supplemente in einem weniger stark proliferativen Zustand gehalten, oder in ihn versetzt
werden, weshalb sie wahrend der 3D Kultur in der Lage sind, langer stabil zu
differenzieren und ein epidermales Gewebe auszubilden. So eliminiert die Verwendung
eines chemisch definierten Supplements interexperimentelle Varianzen, die aufgrund
von Schwankungen in der Zusammensetzung tierischer Medienzusatze, wie BPE,
entstehen '°'. Hier kann die Spenderabhéngigkeit viel mehr zum Tragen kommen, was
vor allem in der angewandten Forschung, wie in der pharmazeutischen und
kosmetischen Industrie von Interesse ist '®2. Durch diese Eigenschaft kbnnen dann
bereits in der Entwicklung und Testung von Substanzen Donorvariationen abgebildet
werden. Die moégliche Verwendung von Medien ohne Zusatze tierischen Ursprungs ist
aber nicht nur bei der Entwicklung neuer Zelltherapeutika von groflem Interesse,
sondern auch ein wichtiger Schritt in der Forschung. Die Etablierung alternativer
Testmethoden zu Tierversuchen und die Einhaltung der 3R Prinzipien % kann namlich
erst dann wirklich umgesetzt werden, wenn auch innerhalb der Zellkultur keine tierischen

Komponenten mehr vonnéten sind.

5.2 Konservierung von Keratinozyten flur eine

langfristige Lagerung

Als nachster Punkt bei der Produktentwicklung sollte die Kryokonservierung von
Keratinozyten so optimiert werden, dass sowohl die Einfrierrate, als auch die
verwendeten CPAs zur Lyophyilisierung der Zellen verwendet werden kénnen. Bei der
Wahl der CPAs musste zudem darauf geachtet werden, dass diese Chemikalien spater
in medizinischen Produkten verwendet werden koénnen. Ein groler Vorteil eines
lyophilisierten Produktes ist die mogliche Lagerung bei moderaten Temperaturen ohne
einen signifikanten Qualitatsverlust '°*. Denn neben der Gewinnung der Zellen fiir ein
ATMP, ist ein weiterer wichtiger Punkt die Lagerung des Endproduktes. Obwohl die
Behandlung von Wunden mit zellbasierten Produkten viele Vorteile mit sich bringt, so
stellt die Lagerung und der Transport dieser Systeme ein grofltes Problem dar. Einige
Produkte sind nur bei Bedarf bestellbar, da eine Lagerung nicht moglich ist . Andere
Produkte sind zwar haltbar, jedoch nur bei sehr tiefen Temperaturen, wie - 80 °C, was
spezielle Tiefklhllagerstatten erfordert, die nicht in jeder Klinik vorhanden sind '®°. Um
dieses Problem zu umgehen, ist es wichtig ein Therapeutikum zu entwickeln, welches in
einem Standard Gefrier- oder Kihlschrank bei moderaten Temperaturen, zwischen
-20°C und 4 °C, fir langere Zeitraume stabil gelagert werden kann. Die
Gefriertrocknung von Produkten stellt hierflr eine geeignete Mdglichkeit dar, und wurde

in der Vergangenheit auch bereits fiir viele biologische Stoffe, wie Antikorper '9°,
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angewendet. Da im Zuge der Lyophilisierung dem System jedoch ein Grofteil des
Wassers entzogen wird, gestaltet sich dieser Vorgang bei Zellen als sehr schwierig.
Ferner konnte fiir Hefen ' und mononukleédre Zellen, wie Thrombozyten %, die
Gefriertrocknung bereits erfolgreich durchgefiihrt werden, was dieses Verfahren auch
fur die Konservierung von Keratinozyten als Therapeutikum sehr interessant macht.
Wichtig hierbei ist, dass der erste Schritt innerhalb der Lyophilisierung, die
Kryokonservierung, optimiert wurde, damit die Zellen in einem mdglichst optimalen
Zustand getrocknet werden kénnen.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfrierprozess von Keratinozyten zu optimieren und somit
einen ersten Schritt in Richtung einer erfolgreichen Lyophilisierung von Zellen zu gehen.
Die aktuelle Forschung im Bereich der Kryobiologie fokussiert sich vor allem auf die
erfolgreiche Konservierung im Rahmen der Reproduktionsmedizin, sowohl von
Menschen, als auch von Tieren und Pflanzen '9"'%_Hier gelangen schon grofte Erfolge
im Bereich der Konservierung von einzelligen Systemen, wie Oozyten %1% und
Spermien '8, aber auch mehrzellige Embryonen 2°° und Organoide 2°', bis hin zu
Organen 92202 konnen erfolgreich eingefroren und wieder aufgetaut werden. Um die
Kryokonservierung von Keratinozyten zu optimieren, wurden die Zellen im Zuge dieser
Arbeit sowohl bei unterschiedlichen Einfrierraten, als auch mit unterschiedlichen

Kryoprotektiva eingefroren.

Als Kryoprotektiva wurden mit DMSO, Trehalose und Hydroxyethylstarke (HES) sowohl
eine zellpermeable (DMSQO), als auch zwei nicht membrangangige Substanzen
(Trehalose, HES), die bereits in klinischen Anwendungen verwendet werden 203204
gewahlt. Aulderdem wurde jeweils eine Kombination aus beiden Kategorien verwendet,
um zu adressieren, ob dies einen zuséatzlichen positiven Effekt auf das Uberleben der
Zellen nach dem Einfrieren hat. Wie Mazur et al. bereits 1965 anhand der ,2-Faktor-
Hypothese“ beschrieb &, gibt es fiir jeden Zelltyp eine optimale Einfriergeschwindigkeit.
Schnelleres oder langsameres Herabkihlen der Zellen fihrt zu einer verminderten
Viabilitdt durch osmotischen Stress oder durch die Bildung von intrazellularem Eis.
Mithilfe von Chemikalien wie DMSO, ist es jedoch mdglich den Bereich der optimalen
Temperatur zu erweitern und so selbst bei ,suboptimalen® Kihlraten eine erfolgreiche
Kryokonservierung von Zellen zu erreichen 22, Die Kombination aus einer Kiihlrate von
1 K/min und der Verwendung von 5 - 10 % DMSO als CPA hat sich so in vielen Laboren
weltweit als sehr erfolgreich bewahrt und wird zur Konservierung verschiedenster
Zelltypen angewendet 2°°. Auch in dieser Arbeit zeigte sich, dass diese Kombination bei
Suspensionszellen sehr effektiv war, da im Vergleich mit den anderen CPAs und

Kuhlraten, die meisten viablen Zellen nach dem Auftauen gefunden werden konnten.
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Gleichzeitig zeigte sich, dass bei schnelleren Kuhlraten, wie sie bei der Lyophilisierung
Anwendung finden, vor allem nicht-zellpermeable Stoffe, wie Trehalose und HES zum

Schutz der Zellen geeignet sind 206-209,

Hydroxyethylstarke lieferte hier nicht nur bei Keratinozyten in Suspension sehr gute
Ergebnisse, sondern vor allem auch bei adharenten Zellen. Hier kamen vermutlich
mehrere Faktoren zum Tragen, die HES zu einem geeigneten CPA machen. Zum einen
ist das Polymer aufgrund seiner Grofle osmotisch inaktiv und bildet eine stabilere
Glasmatrix 2'°, was die Konservierung und Lagerung auch unter suboptimalen
Bedingungen, wie Adharenz- statt Suspensionskultur, erméglicht. AuRerdem erhdht
HES die Viskositat des Einfriermediums, wodurch Zellen langsamer dehydriert werden,
was wiederum Zellschaden verringert oder ganz verhindert 2''2'2 Die erfolgreiche
Konservierung zeigte sich auch in der Tatsache, dass die Zellen nach dem Auftauen
proliferativ waren und innerhalb einer Woche einen dichten Monolayer gebildeten hatten.
Jedoch misste man fur eine medizinische Anwendung untersuchen, ob die Zellen selbst
in einer Wundumgebung noch proliferieren und ob sie sich wahrend des Wundschlusses
in den Organismus des Patienten integrieren. |dealerweise wirden die Zellen einer
Wundauflage lediglich als ,Carrier dienen, um Wachstumsfaktoren direkt in die Wunde

zu applizieren, wobei Keratinozyten hier eine ideale Grundlage darstellen *.

Wahrend sich bei den nicht-membrangangigen Substanzen HES als sehr wirksam zum
Schutz von Zellen vor Schadigungen durch das Einfrieren zeigte, konnte Trehalose nur
bedingt Uberzeugen. Eine moégliche Erklarung hierfiir ist, dass der Zucker lediglich als
Medienzusatz angewendet und nicht, wie bereits vielfach publiziert, artifiziell in die Zellen
eingebracht wurde 2'3. Trehalose kann zwar auch extrazellular wéahrend des
Einfriervorgangs schitzen, jedoch ist dieser Effekt sehr begrenzt. Um eine maximale
Schutzwirkung zu erreichen, muss sie auf beiden Seiten der Zellmembran
vorliegen 214215 Bei der Kryokonservierung von Suspensionszellen konnten, im
Vergleich zu HES, trotzdem &hnlich gute Ergebnisse erzielt werden. Dies wurde
moglicherweise durch eine Aufnahme von Trehalose in die Zellen wahrend des
Einfriervorgangs beglinstigt 2'°. Bei adharent eingefrorenen Zellen waren bereits direkt
nach dem Auftauen keine viablen Zellen mehr detektierbar. Die begrenzte Wirkung von
extrazellularer Trehalose war hier nicht ausreichend, um die komplexere Konservierung
von adharenten Zellen zu ermdglichen. Bereits seit vielen Jahren ist bekannt, dass sich
wahrend des Einfrierens intrazellulare Eiskristalle zwischen Zellen in Monolayern und
Geweben verbreiten konnen 217218 jedoch wurde erst in den friihen 2000er Jahren durch
Acker et al. 2"® und Irimia und Karlsson 2?° bestatigt, dass dies unter anderem Uber die
Gap-Junctions zwischen den Zellen im Monolayer geschieht. Lange Zeit ging man davon

aus, dass die Bildung dieser intrazellularen Eiskristalle in Zellen unweigerlich zu deren
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Tod flhrt. Neuere Studien legen jedoch nahe, dass hierdurch auch ein kryoprotektiver
Schutz der Zellen entstehen kann #2222, Dies konnte auch eine maégliche Erklarung dafiir
sein, weshalb bei einem der drei Donoren die adharenten Zellen auch mit Trehalose als
CPA das Einfrieren und Auftauen Uberlebten. Im Gegensatz zu den beiden anderen
Spendern waren die Zellen hier konfluent, was eine Ausbreitung von Eiskristallen

zwischen den Zellen begunstigte, die wiederum einen kryoprotektiven Effekt ausibten.

Um die Hypothese zu Uberprifen, dass die Zellen wahrend der Kryokonservierung am
besten durch Kombination von intra- und extrazellularen CPAs geschiitzt werden, wurde
auch jeweils eine Kombination aus HES/Trehalose mit einer geringen Konzentration
DMSO eingesetzt. Ein positiver Effekt der Supplementierung konnte aber nur bei der
Kryokonservierung von Suspensionszellen festgestellt werden. Hier kdnnte vor allem in
frihen Phasen des Kuhlvorgangs der Gefrierpunkt der Lésung durch DMSO
herabgesetzt werden, was dazu fuhrt, dass bei niedrigen Temperaturen weniger
Eiskristalle entstehen und somit die Konzentration der gelésten Salze niedriger ist. Dass
der positive Effekt nur gering ausfiel, kann auch an der eingesetzten Konzentration von
2 % DMSO liegen. Es wurde bereits gezeigt, dass der Einsatz von DMSO in niedrigen
Konzentrationen lediglich zu einem dunneren Lipid-Bilayer von Membranen flihrt,
wahrend sich ab einer Konzentration von 10 % zusatzlich Poren in der Membran bilden,
durch die Wasser stromen kann, um unterschiedliche Salzkonzentrationen zwischen

intra- und extrazellularem Raum auszugleichen 223,

Zusammenfassend konnte wissenschaftlich belegt werden, dass die Kryokonservierung
von Keratinozyten sowohl in Suspension, als auch adharent maoglich ist. Auch die
Anwendung verschiedener Kuhlraten stellt kein Problem dar, solange die verwendeten
CPAs entsprechend ausgewahlt und angepasst werden. In dieser Arbeit zeigten die
extrazellularen Stoffe HES und Trehalose, welche auch in der klinischen Anwendung
bedenkenlos verwendet werden konnen, eine gute Wirksamkeit bei der
Kryokonservierung von Keratinozyten. Trotz der eingeschrankten Wirkung von
Trehalose im Monolayer, stellt der Zucker ein vielversprechendes CPA flr die
Lyophilisierung von Keratinozyten in Suspension dar, da bekannt ist, dass hohe
Konzentrationen von Mono- und Disacchariden in biologischen Systemen wahrend der
Trocknung einen schiitzenden Effekt ausiiben 224, Somit wurde ein erster grundlegender
Prozess zur Konservierung von Keratinozyten etabliert. Des Weiteren gelang es
Kooperationspartnern an der LMU Minchen mit Hilfe dieser Daten Keratinozyten
erfolgreich zu lyophilisieren und die Entwicklung des geplanten Zelltherapeutikums damit

einen Schritt weiter zu fuhren.
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5.3 Untersuchung von Verbrennungswunden an in

vitro Modellen

Als abschlieBender Punkt sollte ein in vitro Wundmodell fir Verbrennungen etabliert
werden. Dieses System sollte genutzt werden, um Verbrennungswunden und deren
Heilung zur Erforschung und das in Kooperation entwickelte gefriergetrocknete

Zelltherapeutikum in einem ersten praklinischen Experiment zu testen.

Obwohl ihre Vorhersagekraft oftmals fragwurdig ist, sind in vivo Wundmodelle noch
immer der Goldstandard, um die Wirksamkeit von Wundbehandlungen zu bewerten 225,
Allerdings stellen sich bei Untersuchung mittels Tiermodellen erhebliche praktische
Herausforderungen, wie z. B. der Umgang mit extrem kalten und heilen Materialien.
Darlber hinaus erfordern diese Experimente eine umfangreiche Ausstattung in der
jeweiligen Forschungseinrichtung und erfordern spezielle Gerate, um eine
reproduzierbare Wunde zu erzeugen 2%, Auch die Analyse von Tierversuchen wird oft
durch Faktoren, wie einer variablen Epidermis- und Dermisdicke erschwert und ist
zudem auf wenige Methoden, wie die makroskopische Begutachtung und die Histologie,
beschrankt. Im Gegensatz dazu koénnen in vitro Modelle relativ einfach in Standard
Zellkulturlabore implementiert werden und weisen eine geringe Variabilitdt zwischen und
innerhalb verschiedener Chargen auf '°3. Ferner erméglichen diese Modelle die parallele
Untersuchung von mehreren Versuchsgruppen und damit einen héheren Durchsatz bei
der praklinischen Bewertung. Aufgrund dessen war ein Ziel dieser Arbeit, zunachst ein
in vitro Testmodell zur Untersuchung leichter Verbrennungen (Grad |) zu etablieren und
zu charakterisieren.

Verbrennungswunden der Haut sind nur bedingt vergleichbar mit mechanischen
Wunden, denn eine Verletzung durch thermische Energie flihrt zu anderen
physikalischen und =zellularen Reaktionen und Prozessen in der Haut als eine
mechanische Wunde??’. Zunachst fihrt die hohe Temperatur zu einer schnellen
Denaturierung von zellularen Proteinen und schliellich zur Nekrose in den betroffenen
Bereichen. Diese resultiert, neben der Ablésung der Epidermis von der darunter
liegenden Basalmembran, in histologischen Merkmalen, wie z.B. Zellschwellung,
Lockerung der Zell-Zell-Kontakte und nekrotischer Fragmentierung der Zellkerne 22823
Die gleichen histologischen Effekte waren auch in den verbrannten Epidermismodellen
nachweisbar, zusammen mit einer lokalen Reduktion der Viabilitdt, einem starken
Anstieg von LDH im Kulturmedium und dem Verlust von HMGB1. Nach den akuten
Auswirkungen einer Verbrennung ersten Grades beginnen Keratinozyten zu proliferieren
und in den Wundbereich einzuwandern, um den Defekt zu schlieRen 22. Wenn jedoch

kein Debridement durchgefuhrt wird, was vor allem bei tieferen Verbrennungswunden
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wichtig ist, unterscheidet sich die Heilung einer Brandwunde erheblich von der einer
mechanischen Wunde 2%’. In einer nicht debridierten Verbrennung verbleibt das
nekrotische, verbrannte Gewebe Uber dem Wundbett und die neu geformte Epidermis
muss unter dem zerstérten Gewebe wachsen. Durch dieses Einwachsen wird das
verbrannte Gewebe nach oben geschoben und spater durch Abschuppung abgelést. Mit
diesem Prozess Ubereinstimmend zeigten die H&E- und HMGB1 Farbungen, dass die
Reepithelisierung in den Verbrennungsmodellen ebenfalls von den Wundrandern
ausging, wodurch das nekrotische Gewebe nach oben verdrangt wurde. Die neu
gebildete Epidermis zeigte dabei sowohl eine passende physiologische Morphologie, als

auch ein basales und supra-basales Keratinnetzwerk, bestehend aus Keratin 10 und 14.

Da proliferative Keratinozyten in der Basalschicht der Epidermis fur die
Gewebeerneuerung verantwortlich sind #2233, war Ki67 auch in den hier etablierten
Modellen auf die Basalschicht beschrankt. Obwohl ein schwaches Ki67-Signal auch in
den verbrannten Bereichen gefunden wurde, war dies eher auf denaturierte Ki67-
Proteinsignale zurtickzufihren. Das Fortschreiten und die Geschwindigkeit der
Reepithelialisierung konnten anhand der gemessenen Wundflache bestimmt werden.
Auf Basis der prozentualen Wundflache wurde hierfir zunachst die tatsachliche Flache
der Verbrennungswunde bestimmt. Anhand dessen konnte im Anschluss der Radius der
Wunde berechnet werden. Mit zunehmender Reepithelialisierung der Modelle
verringerten sich Wundflache und - radius und es konnte eine Heilungsgeschwindigkeit
von 120 um pro Tag berechnet werden. Diese war ahnlich zu bereits etablierten und
publizierten Wundmodellen, die eine Geschwindigkeit von 170 pm pro Tag

ermittelten 234235,

Neben den morphologischen Merkmalen wurden weitere Parameter fir die
Gewebefunktionalitat, wie die elektrische Hautbarriere, bewertet. Die Impedanz der
unverwundeten Kontrollmodelle stieg mit der Zeit an, was auf eine fortschreitende
Gewebereifung hinweist. Zwar behielten die verbrannten Modelle eine gewisse
Barrierefunktion bei, diese stagnierte aber im Laufe der Zeit, was die histologischen
Daten bestatigte, die einen unvollstandigen Heilungsprozess innerhalb von 14 Tagen
zeigten. Die intakte Barriere nach dem Verwundungsprozess steht vor allem im
Gegensatz zu mechanisch verwundeten Modellen. Bei diesen flihrte eine Verletzung mit
Hilfe einer Biopsiestanze zu einem fast vollstdndigen Verlust der elektrischen
Hautbarriere 2%. Eine Verbrennungswunde entfernt jedoch nicht Teile der Epidermis,
sondern fihrt zu einer Denaturierung der Proteine und Lipide. Somit ist die physikalische
Barriere der Epidermis teilweise intakt, weshalb keine Abnahme der Werte in der

Impedanzmessung zu sehen war.
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Auf der Stoffwechselebene konnte in den Verbrennungsmodellen in der ersten Woche
nach der Verwundung eine stressassoziierte Umstellung auf einen "anaeroben"
Stoffwechsel beobachtet werden. Dieser ist durch eine Verschiebung der Differenz
zwischen Glukoseverbrauch und Laktatproduktion zu negativen Werten gekennzeichnet
26 und konnte auch in einem zuvor publizierten Wundmodell beobachtet werden 2%.
AulRerdem gibt es Hinweise, dass ein erhohter Laktatlevel im Serum, auch
Hyperlaktatamie genannt, bei einigen Patienten in der Klinik nach einer Verbrennung
auftritt, wo er als prognostischer Marker fiir einen Schockzustand genutzt werden

kann 2%7,

Nach einer Verwundung antwortet die Haut auf eine Verbrennungswunde mit
zahlreichen zellularen Signalen. Die Zytokine IL-1B, IL-6 und IL-8 sind wichtige
Mediatoren der Entzindungsreaktion nach einer Verwundung und werden mit einer
gesteigerten Keratinozytenproliferation und -motilitat in Verbindung gebracht 238242, |n
den Verbrennungsmodellen waren IL-8 und IL-6, nicht aber IL-1, 3 Stunden nach dem
Einbringen der Wunde signifikant erhoht, kehrten dann aber auf die Basalwerte zurick.
Die beobachtete Abnahme der IL-8- und IL-6 Konzentration tber den Heilungszeitraum
stimmt damit Gberein, dass z.B. IL-8 nur wadhrend der entziindlichen Phase der
Wundheilung hochreguliert wird 243, Damit (ibereinstimmend gibt es mehrere Berichte
von Verbrennungspatienten, die ebenfalls einen starken Anstieg von IL-8 und IL-6 in der
Akutphase kurz nach der Brandverletzung zeigen, gefolgt von einem allmahlichen
Rickgang fir beide Faktoren 244249, Zwar zeigte sich nur kurz nach Verbrennung der
Modelle eine signifikant erhéhte Sekretion von VEGF, jedoch kénnte diese durch das
zuvor ausgeschiedene IL-8 induziert worden sein. Ein solcher Zusammenhang zwischen
der Sekretion von IL-8 und der Induktion von VEGF konnte in der Vergangenheit bereits
mehrfach nachgewiesen werden 25%2%' \Wahrend die Sekretion von IL-1B in vivo nach
Verwundung sofort erhéht ist, wird beschrieben, dass sie bis in die spate proliferative
Phase des Heilungsprozesses anhalt 2522, Dieser Effekt konnte in den Modellen nicht
beobachtet werden, ist aber mdglicherweise auf das Fehlen von Immunkomponenten
wie Makrophagen und Neutrophilen zurtickzuflihren, die bei der Wundheilung eine
wichtige Rolle spielen #392%:257 |nsgesamt konnte jedoch festgestellt werden, dass die
hier etablierten Verbrennungsmodelle bezuglich ihrer Zytokinprofile eine hohe
Korrelation zur in vivo Situation beim Menschen zeigen.

Vergleicht man das hier etablierte epidermale Verbrennungsmodell mit friiheren Studien,
die ausschlieBlich in Vollhautsystemen durchgefluihrt wurden, konnten vergleichbare
Ergebnisse erzielt werden. Insbesondere hinsichtlich der histologischen Analyse des
Wundheilungsprozesses zeigten die Modelle ahnliche Ergebnisse wie bereits von

Breetveld et. al und lljas et. al beschrieben 234258, Obwohl auch die Entziindungsreaktion
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in friheren Publikationen untersucht wurde 2°°, wurde sie bisher nur kurzzeitig nach der
Verbrennung beobachtet (maximal 48 h). Darlber hinaus fanden Veranderungen des
Stoffwechsels und der elektrischen Barriere, die in dieser Arbeit Uber den gesamten
Kulturzeitraum bestimmt wurden, bisher in keiner Veroffentlichung Uber

Verbrennungswunden Beachtung.

Um in Zukunft auch Wunden verschiedener Tiefegrade darstellen und untersuchen zu
konnen, wurde aullerdem ein weiteres in vitro Wundmodell auf Basis eines
Vollhautaquivalents etabliert. Da diese Modelle auch eine dermale Komponente
besitzen, war es moglich, nicht nur epidermale Verletzungen zu erzeugen, sondern auch
Wunden in tieferen Gewebeschichten. So konnten erfolgreich die Verbrennungsgrade |,
[la und llb in den Modellen abgebildet werden und ihre Regeneration kann in zukinftigen

Studien untersucht werden.

Hinsichtlich des zuerst etablierten epidermalen Verbrennungsmodells konnte in dieser
Arbeit zum ersten Mal ein Modell vorgestellt werden, um die Wirkung von thermischen
Verletzungen ausschlieBlich auf die Epidermis zu analysieren. Es erlaubt eine tiefere
und spezifischere Analyse der Keratinozytenpopulation wahrend der Wundheilung und
einen tieferen Einblick in die metabolischen und molekularen Veranderungen der
Keratinozyten. Dies geschieht unbeeinflusst von Stérfaktoren durch andere Zelltypen,
Gewebe oder Umweltfaktoren. Mithilfe des anschlielend entwickelten Vollhaut-
Verbrennungsmodells kann die Komplexitat des Modells jedoch sukzessiv erhéht und
um weitere Faktoren, wie einer Immunkomponente oder Vaskularisierung, erganzt

werden.

5.3.1 Die Behandlungserfolge an einem epidermalen

Wundmodell sind limitiert

Als abschlieRender Punkt sollte evaluiert werden, ob das epidermale
Verbrennungsmodell sich zur praklinischen Testung aktiver Substanzen eignet. Im Zuge
dessen sollte auch das in Kooperation entwickelte gefriergetrocknete Zelltherapeutikum

in einem ersten praklinischen Experiment appliziert werden.

Um zu testen, ob das hier entwickelte epidermale Wundmodell in die praklinische
Bewertung von Therapien flr Brandwunden implementiert werden kann, wurde zunachst
die Wirkung einer kommerziellen Salbe auf den Wundheilungsprozess untersucht.
Bepanthen® Wund- und Heilsalbe mit dem Wirkstoff Dexpanthenol (Pantothensaure) ist

eine topische Formulierung, die zur Behandlung kleinerer Wunden, wie z. B.
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oberflachlicher Verbrennungen, eingesetzt wird und in vielen Haushalten vorhanden

ist 260,

In dieser Arbeit zeigte Dexpanthenol einen positiven Effekt auf die Morphologie der neu
gebildeten Epidermis. Die Behandlung flihrte auf’erdem zu einem verldangerten
negativen Verhaltnis von Glukoseverbrauch und Laktatproduktion, was auf einen
hoéheren Metabolismus oder ein gesteigertes Wachstum der Keratinozyten hinweist.
Dies stimmt mit einer Studie Uberein, in der beschrieben wurde, dass Fibroblasten nach
Verwundung einen erhéhten Umsatz von CoA aufweisen, was in einem erhdhten Bedarf
an Pantothensaure resultiert. Dieser Bedarf konnte durch die Behandlung mit
Dexpanthenol gedeckt werden, wodurch die Wundheilung verbessert wurde 26'. Diese
Beobachtung wurde in den Epidermismodellen auch durch eine erhéhte Anzahl Ki67-
positiver Zellen im Bereich des Wundrands und einer gesteigerten Viabilitat des
umliegenden Gewebes nach 14 Tagen unterstitzt. Trotz dieser positiven Effekte von
Dexpanthenol wurde die Reepithelisierung der Modelle nach Verbrennung nicht
signifikant verbessert. Sie kdnnten jedoch in vivo starker ausgepragt sein und die in
friheren Studien beobachteten positiven Effekte einer Dexpanthenol-Behandlung auf
die Wundheilung erklaren 262263, So konnte in einer zuvor veréffentlichten Studie von
Marquardt et al. in einem Vollhautaquivalent ein positiver Effekt auf den Wundverschluss
durch Behandlung mit Dexpanthenol beobachtet werden %2, Diese unterschiedlichen
Ergebnisse konnten auf einige grundlegende Unterschiede im Versuchsaufbau
zurtckzufiihren sein. Abgesehen von der mdoglichen Beeinflussung durch die
Fibroblasten im dermalen Teil des Modells unterschieden sich die Art der Verwundung
und die WundgroRe erheblich von dem hier etablierten Verbrennungsmodell. Wahrend
in dieser Arbeit eine Verbrennungswunde ersten Grades zufligt wurde, wurde in der
erwahnten Studie ein Laser zur Verwundung verwendet. Dadurch wurde das nekrotische
Gewebe direkt aus der Wundflache entfernt und somit ein direktes Eindringen der

Substanz(en) in den Wundbereich und die angrenzenden Zellen erméglicht.

Wahrend weitere Studien berichteten, dass eine Dexpanthenol-Behandlung auch in vivo
einen positiven Effekt auf die Barrierefunktion der Haut hat 24 (festgestellt Gber den
transepidermalen Wasserverlust), konnte in dem hier entwickelten Verbrennungsmodell
eine Abnahme der Impedanzwerte nach der Behandlung beobachtet werden. Die
Reduktion der TEER10004, Werte kann durch die Behandlung mit der Salbe erklart
werden. Die Applikation von Dexpanthenol fihrt zu einer Auflockerung der Ziegelstein-
und Mortelstruktur im Stratum corneum und somit zu einer Abnahme der
Impedanzwerte. So wurde bereits beschrieben, dass bei der Behandlung von
Schweinehaut mit Dexpanthenol, der Wirkstoff mit extrazellularen Lipidsegmenten und

Proteinen innerhalb der Korneozyten interagiert und deren Mobilitat erhoht 2%,
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Dieser Effekt ist vor allem in in vitro Modellen verstarkt zu beobachten, da die Salbe auf
dem Modell verbleibt und nicht durch z. B. einen Wundverband entfernt wird. Es wurde
aulRerdem bereits beschrieben, dass Dexpanthenol den Hydratationsgrad im Stratum
corneum erhoht?®3, was den Wasserverlust und die elektrische Barriere auf
unterschiedliche Weise beeinflussen koénnte.

In zuklnftigen Studien sollte die Behandlung auch Uber eine systemische Applikation
von Dexpanthenol in das Kulturmedium erfolgen, um zu prifen, ob durch eine direktere
Applikation der Substanz die positiven Effekte auf die Wundheilung starker ausgepragt
werden 262,

Die Proof of Concept Studie mit Applikation des lyophilisierten Zellprodukts bestatigte
auflerdem, dass nicht alle Therapien mit einem epidermalen Modell getestet werden
koénnen. Fur diese und ahnliche Wundauflagen wird eine dermale Komponente bendétigt.
Das zusatzlich entwickelte Vollhautmodell zur Untersuchung verschiedener

Verbrennungsgrade konnte hier eine vielversprechende Alternative darstellen.



6 Fazit und Ausblick

Im ersten Teil dieser Arbeit konnten viele Parameter erfiillt werden, die es ermoglichen,
ein zellbasiertes Therapeutikum zur Behandlung von Wunden zu produzieren. Hierfir
wurden die Kulturbedingungen der Zellen an gangige GMP-Standards angepasst.
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die Zellen, trotz veranderter Kulturbedingungen,
ihre Funktionalitdt behielten und weiterhin in der Lage waren zu differenzieren und
stratifizieren. Als nachster Schritt konnten nun Methoden etabliert werden, die es
ermdglichen die Effizienz der Zellexpansionsphase zu erhéhen. Hierflir eignen sich

Systeme, wie Multilayer-Kulturflaschen 26 oder Hollow-Fiber Reaktoren 27,

Die Vorarbeiten zur Konservierung der Zellen konnten bereits erfolgreich genutzt
werden, um Keratinozyten zu lyophilisieren. Die Durchflihrung praklinischer Studien zur
Evaluierung der Wirksamkeit von gefriergetrockneten Keratinozyten bei der Behandlung

von Brandwunden wird hier der nachste wichtige Schritt in der Produktentwicklung sein.

Im Zuge dieser Arbeit konnte auRerdem ein Modell entwickelt werden, das physiologisch
eine Verbrennung ersten Grades darstellt und, neben der Sekretion wichtiger Stress-
und Entziindungsmarker, eine Reepithelialisierung tber zwei Wochen aufweist. Auch
die Behandlung der Modelle mit 5 % Dexpanthenol zeigte positive Effekte, die sich vor
allem im Glukose-Metabolismus und der physiologischen Qualitat der regenerierten
Haut zeigten. Da die Therapieformen, die an diesem Modell getestet werden kénnen,
limitiert sind, wurde anschliefend ein Wundmodell etabliert, dass eine dermale
Komponente besitzt. Hier war es mdglich, alle Verbrennungsgrade abzubilden. Als
nachster Schritt soll die Wundheilung dieses Modells untersucht und erste
Behandlungen daran getestet werden. In Zukunft kénnte die Implementierung von
verschiedenen Gewebekomponenten, wie z. B. subkutanem Gewebe (Fettgewebe) oder
Teilen des Immunsystems, die potenzielle Verwendung des Verbrennungsmodells
erweitern. Eine weitere spannende Moglichkeit zur Weiterentwicklung des
Verbrennungsmodells ware die Zugabe von Zellen aus dem Hautmikrobiom. Dies wiirde
dazu beitragen, die unvollkommenen Bedingungen innerhalb einer Wunde in vivo weiter

zu rekapitulieren und zum Beispiel chronische Wunden zu simulieren.

Zusammenfassend kann man sagen, dass im Zuge dieser Arbeit die Grundpfeiler gelegt
wurden, um in Zukunft ein zellbasiertes Therapeutikum zu entwickeln, welches auch bei
moderaten Temperaturen gelagert werden kann. Zusatzlich wurden Modelle zur
Untersuchung von Verbrennungswunden etabliert, welche der Reduktion von
Tierversuchen dienen kdnnen, da sie die in vitro Situation der Wundheilung im Menschen
zuverlassig abbilden.
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8 Appendix

8.1 Supplementare Daten
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Supplementare Abbildung 1: Kryokonservierung von adhdrenten Zellen (Donor 2).

FDA/PI Farbung von adhdrent eingefrorenen Keratinozyten (Donor 2) mit 10 % DMSO, Hydroxyethylstérke (HES),
HES + 2 % DMSO, Trehalose, und Trehalose + 2% DMSO bei 20 K/min. Die Viabilitdt der Zellen wurde vor dem
Einfrieren, direkt nach dem Auftauen und 6 Tage nach dem Auftauen bestimmt; Die MaRstabsbalken entsprechen
450 um.
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Supplementare Abbildung 2: Kryokonservierung von adhdrenten Zellen (Donor 3).

FDA/PI Farbung von adhdrent eingefrorenen Keratinozyten (Donor 3) mit 10 % DMSO, Hydroxyethylstérke (HES),
HES + 2 % DMSO, Trehalose, und Trehalose + 2% DMSO bei 20 K/min. Die Viabilitdt der Zellen wurde vor dem
Einfrieren, direkt nach dem Auftauen und 6 Tage nach dem Auftauen bestimmt; Die MaRstabsbalken entsprechen
450 um.
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