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1 Zusammenfassung / Abstract

Fur die Identifizierung von potenziellen Kontaktallergenen stellten tierexperimentelle
Methoden, wie der an Mausen durchgefiihrte Local Lymph Node Assay (LLNA), lange
Zeit den Standard dar. Die Abkehr von Tierversuchen fur toxikologische
Untersuchungen hat zur Entwicklung zahlreicher in vitro-Testmethoden gefiihrt. Der
Joose-fit coculture-based sensitization assay“ (LCSA) beruht auf einer Kokultur von
Keratinozyten und dendritischen Zellen. In dieser Arbeit wurden Substanzen mit
ungesattigten Kohlenstoffverbindungen mit dem LCSA untersucht, um mehr Wissen
Uber die Aussagekraft des LCSA zu erhalten. Nach Anlage der Kokultur wurden die
Testsubstanzen Bernsteinsaure, Fumarsaure, Maleinsaure, Octinol, Squalen, sowie die
ungesattigten Fettsauren Arachidonsaure, Linolsaure, Linolensaure, Olsaure und
Undecylensaure zugegeben. Mittels Durchflusszytometrie wurden die Auspragung des
Oberflachenmarkers CD86 und die Vitalitat der Zellen gemessen. Zum Vergleich des
sensibilisierenden Potenzials dient die mittlere effektive Konzentration (ECso).
Arachidonsaure, Linolsaure, Linolensaure und Olsaure bendétigten die geringsten
Konzentrationen zur Induktion von CD86 (ECsy: 2-10 umol/L), gefolgt von
Undecylensaure (ECsp: 247 umol/L). Octinol und Maleinsaure induzierten CD86 erst bei
hohen Konzentrationen (ECso: 1002 bzw. 1983 pmol/L). Bei Bernsteinsaure und
Fumarsaure konnte kein signifikanter und reproduzierbarer Anstieg von CD86
beobachtet werden. Die Untersuchung von Squalen war aufgrund mangelnder
Loslichkeit im Medium der Kokultur nicht méglich. Es liegen keine sonstigen Hinweise
auf kontaktallergisches Sensibilisierungspotenzial durch Arachidonsaure, Linolsaure,
Linolensdure und Olsaure vor, so dass von falsch-positiven Ergebnissen im LCSA
ausgegangen wird. Die immunmodulierende Wirkung von ungeséttigten Fettsauren ist
bekannt und basiert vermutlich auf der Umwandlung in Eicosanoide, der Veranderung
der Zellmembranen, sowie der Beeinflussung der Genexpression durch Peroxisom-
Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR). Wenn nur Substanzen mit einem ECsp unter
1000 pmol/L als positive Ergebnisse gewertet werden, stimmen die Ergebnisse bis auf
die ungesattigten Fettsauren mit denen im Guinea Pig Maximization Test (GPMT)

Uberein. Die Ergebnisse aus dem LLNA fir die ungesattigten Fettsauren einschlief3lich
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Undecylensaure, sowie Bernsteinsdure und Fumarsaure sind vergleichbar. Wéahrend
Octinol und Maleinsaure im LLNA eine deutliche Reaktion der Lymphknoten auslésten,
konnte im LCSA keine vergleichbare Wirkung gezeigt werden. Da diese Substanzen
auch im GPMT negativ waren, handelt es sich hierbei vermutlich um falsch-positive
Ergebnisse des LLNA. Insgesamt erweist sich der LCSA als zuverlassige Methode, so
dass eine weitere Evaluation der Tauglichkeit als Sensibilisierungstest angestrebt

werden sollte.

Abstract

Identification of skin sensitizers has traditionally been performed using animal-based
methods like the murine local lymph node assay (LLNA). The recent movement away
from animal models for toxicological research has led to the development of a multitude
of in vitro methods. This research project has studied unsaturated compounds using the
loose-fit coculture-based sensitization assay (LCSA), an assay based on a combination
of keratinocytes and dendritic cells, in order to assess the performance of the test
method. After establishing the coculture, the substances fumaric acid, maleic acid,
octinol, squalene, succinic acid, as well as the unsaturated fatty acids arachidonic acid,
linoleic acid, linolenic acid, oleic acid, and undecylenic acid were added. The expression
of the surface marker CD86 and the cell vitality were measured using flow cytometry.
The sensitizing potentials were compared using the half maximal effective
concentrations (ECsp). Arachidonic acid, linoleic acid, linolenic acid, and oleic acid
induced expression of CD86 at the lowest concentrations (ECso: 2-10 umol/L), followed
by undecylenic acid (ECsp: 247 umol/L). Octinol and maleic acid stimulated CD86 only
at higher concentrations (ECsp: 1002 and 1983 umol/L, respectively). Fumaric acid and
succinic acid did not induce a significant and reproducible induction of CD86. Squalene
was not soluable in the medium. Arachidonic acid, linoleic acid, linolenic acid and oleic
acid appear to produce false-positive results, considering that there are no reports of
sensitizations. Unsaturated fatty acids have known immunomodulating properties,
thought to involve conversion into eicosanoids, modulation of the cellular membranes,
as well as effects on the gene expression through peroxisome proliferator-activated

receptors (PPAR). The results of the LCSA are compatible with those obtained by the
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guinea pig maximization test (GPMT), except for oleic acid, if only substances achieving
an ECsp below 1000 pmol/L are considered to be positive. The LLNA, on the other hand,
demonstrated results similar to those in the LCSA for the unsaturated fatty acids, as
well as fumaric acid and succinic acid. Maleic acid and octinol, however, led to high
stimulation indices in the LLNA, but no comparable effects in the LCSA. Considering
that these two substances were also negative in the GPMT, the results of the LLNA
might be false-positives. Overall, the LCSA appears to be a reliable method, warranting

further evaluation of its performance as a sensitization assay.



2 Einleitung

2.1 Uberblick

Die Risikobewertung von Chemikalien in der Europaischen Union (EU) ist gegenwartig
durch die Beschrankung von Tierversuchen fir Kosmetika von Umwalzungen betroffen
(Européische Union 2003, 2006 und 2009). Wahrend mehrere alternative Methoden
ohne Tierversuche zurzeit einem Verfahren zur Anerkennung von Seiten des European
Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) unterzogen werden (Aeby et
al. 2010), existiert gegenwartig noch keine Referenzmethode ohne Verwendung von

Versuchstieren (Pauwels und Rogiers 2010).

Fur die Einschatzung des Sensibilisierungspotenzials wird ein integrierter Ansatz aus
verschiedenen Methoden von unterschiedlicher Seite beflirwortet (Jowsey et al. 2006;
Basketter und Kimber 2009; Natsch et al. 2009). Neben der Zuverlassigkeit der
Testmethoden ist daher auch die Erforschung ihres jeweiligen geeigneten
Anwendungsbereichs von Interesse (Casati et al. 2009). Zum Beispiel ist der Local
Lymph Node Assay (LLNA), der bisher als Goldstandard zur Einschatzung von
kontaktallergischem Sensibilisierungspotenzial verwendet wurde, nicht bei allen
Substanzgruppen gleich zuverlassig (Kreiling et al. 2008; Basketter et al. 2009;
Anderson et al. 2011; Ball et al. 2011). So ist die Frage aufgeworfen worden, ob der
LLNA bei ungesattigten Verbindungen zu einer erhdhten Rate von falsch-positiven
Ergebnissen neigt (Kreiling et al. 2008).

Vor dem Hintergrund der oben genannten EU-Gesetze ist in den letzten Jahren eine
Vielzahl von alternativen Methoden ohne Tierversuche entwickelt worden (Vandebriel
und Van Loveren 2011). Diese kdnnen in drei verschiedene Gruppen unterteilt werden:

in silico-, in chemico- und in vitro-Methoden (siehe Abschnitt 2.5.2).

Der an unserem Institut entwickelte ,Loose-fit coculture-based sensitization
assay“ (LCSA) basiert auf einer in vitro-Kokultur von primaren humanen Keratinozyten
und einer Art von Zellen, die als ,dendritic cell-related cells“ (DCrC) bezeichnet werden

(Schreiner et al. 2007). Im Folgenden sollen die Hintergrinde erlautert werden, vor
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denen die Untersuchung von ungesattigten Verbindungen mit dieser Methode stattfindet.
Dazu werden zuerst die Grundlagen toxikologischer Forschung und ihre Bedeutung fur
das vorliegende Thema dargestellt. Darauf folgen eine Zusammenfassung der
Bedeutung der allergischen Kontaktdermatitis, ein Uberblick tber Methoden der
Risikobewertung fur kontaktallergische Sensibilisierung und schlief3lich die Hintergriinde

der vorliegenden Untersuchung.

2.2 Toxikologische  Forschung am Beispiel der allergischen
Kontaktdermatitis

Analog zur medizinischen Praxis spielt das Prinzip des primum non nocere auch eine
wichtige Rolle in der Toxikologie (Smith 2005). Potenzielle schadliche Wirkungen in
Form von kontaktallergischer Sensibilisierung kénnen mit Mitteln der Toxikologie
eingeschatzt werden (Basketter 2008). Im Folgenden sollen einige Grundbegriffe
eingefuhrt werden, die fir die vorliegende Arbeit von Bedeutung sind.

Eine Exposition ist der physische Kontakt des Organismus mit der betreffenden
Substanz. Dabei wird die Wirkung auf den Organismus von einer Reihe von Faktoren
beeinflusst. Fur das Risiko einer kontaktallergischen Sensibilisierung spielt neben dem
Sensibilisierungspotenzial der Substanz insbesondere die Expositionshaufigkeit eine
Rolle (Basketter et al. 2006). Jedoch kann nicht jede Substanz eine allergische
Kontaktdermatitis hervorrufen. In der Regel handelt es sich bei Kontaktallergenen um
niedermolekulare Verbindungen, die mit Molekulen in der Haut sogenannte ,Hapten-
Protein-Komplexe® bilden (Simonsson et al. 2011). Damit eine Sensibilisierung
zustande kommt, missen sowohl das angeborene, als auch das adaptive
Immunsystem aktiviert werden (Martin et al. 2011). Das Krankheitsbild der allergischen
Kontaktdermatitis tritt erst dann Klinisch in Erscheinung, wenn das adaptive
Immunsystem sensibilisiert worden ist und bei erneutem Antigenkontakt zu einer T-Zell-

basierten Entziindungsreaktion fuhrt (Vocanson et al. 2009).



Fur die Identifikation und Kategorisierung von Kontaktallergenen werden unter anderem
Tierversuchsmethoden wie der LLNA, klinisch-epidemiologische Studien und in vitro-
Zellkulturmethoden eingesetzt (Thyssen et al. 2012a und 2012b).

Die Erforschung von Sensibilisierungspotenzial an menschlichen Probanden, zum
Beispiel in Form des sogenannten ,Human repeated insult patch test®, beinhaltet
zwangslaufig ein gesundheitliches Risiko. Daher werden diese Untersuchungen nur far
bestimmte Fragestellungen eingesetzt (siehe unten, Abschnitt 2.5.1). Im Bereich von
klinisch-epidemiologischen Untersuchungen kann auf Fallberichte (Anguita et al. 2002),
Screening-Untersuchungen (Geier et al. 2003; Jowsey 2007) oder zuruckliegende
experimentelle Humanstudien (Kligman 1966) zurtickgegriffen werden. In vitro- und

andere alternative Testverfahren werden im Abschnitt 2.5 weiter unten beschrieben.

Fortschritte in der Toxikologie spielen sich auf der deskriptiven, mechanistischen und
regulatorischen Ebene ab (Jonker et al. 2004). Das Zusammenspiel dieser drei Ebenen
kann anhand der Auswirkungen der jingsten Gesetzgebung illustriert werden
(Européische Union 2003, 2006 und 2009): Durch die gesetzlich verankerte Starkung
des Tierschutzes sind Toxikologen aufgefordert, einen Weg zu finden, ohne
Tierversuche eine zuverlassige Risikobewertung durchzufihren. Zu diesem Zweck wird
die Erforschung der Mechanismen von kontaktallergischer Sensibilisierung
vorangetrieben. Fortschritte im Verstandnis dieses Prozesses erlauben die Entwicklung
von Versuchsmethoden, in denen die Auswirkung von Testsubstanzen auf relevante

Schritte der Sensibilisierung beobachtet wird (Pauwels und Rogiers 2010).

2.3 Allergische Kontaktdermatitis

Die allergische Kontaktdermatitis ist eine entziindliche Hauterkrankung, welche durch
Kontakt mit einer sensibilisierenden Substanz zustande kommen kann. Es existieren
mehrere Tausend Kontaktallergene, die in verschiedenen Bereichen des téglichen
Lebens vorkommen (Martin 2011). Sowohl im beruflichen als auch privaten Umfeld

kann es zu Sensibilisierung und Krankheitsauslosung kommen (Thyssen et al. 2007;



Skudlic et al. 2011). In einigen Fallen fuhrt dies zur Anerkennung einer Berufskrankheit
(BGB 2009).

In der Vergangenheit ist es wiederholt zu Epidemien (im weiteren, nicht streng
infektiologischen Sinn) gekommen, die zum Teil auch heute noch anhalten, zum
Beispiel Nickelallergie. Dem Auftreten der ersten Féalle, die sich meist im Kontext
beruflicher Exposition ereignen, geht eine Latenzzeit voraus. Eine frihzeitige Reaktion
auf solche Epidemien ist haufig nicht méglich aufgrund des verzégerten Erkennens und

Handelns durch die entsprechenden staatlichen Institutionen (Thyssen et al. 2007a).

Die allergische Kontaktdermatitis zahlt Zu den zellvermittelten
Uberempfindlichkeitsreaktionen vom Spattyp, auch bekannt als Typ IV nach Coombs
und Gell (Rajan 2003). Das klinische Bild kann viele Formen einer entzindlichen
Hautreaktion annehmen. Erythem, Papeln, Blaschen, Exsudate und Hauttrockenheit
werden beschrieben. Der Verlauf kann grob in eine akute und eine chronische Form
eingeteilt werden, die sich in den Symptomen und den histologischen Verdnderungen
unterscheiden kénnen (Brasch et al. 2007).

Es gibt Hinweise, dass die Anfalligkeit fur die Entwicklung einer Kontaktsensibilisierung
durch genetische Polymorphismen beeinflusst wird (Schnuch 2011). Eine besondere
Variante der Krankheit ist die sogenannte ,Polysensibilisierung®. Sie liegt vor, wenn eine
Uberempfindlichkeit auf mindestens drei verschiedene Allergene besteht.
Polymorphismen von Tumornekrosefaktor-a und Interleukin-(IL-)16 liegen dieser
erhdhten Bereitschaft zur Ausbildung der Krankheit zu Grunde (Schnuch et al. 2008).

Eine einmal stattgefundene Sensibilisierung besteht fir den Rest des Lebens und kann
nicht mehr rtickgangig gemacht werden. Das arztliche Vorgehen beschrankt sich daher
auf eine symptomatische Behandlung und Vermeidung von Wiederauftreten und
Progression der Krankheit. Die zentrale Maflinahme fir den Arzt, den Patienten und
gegebenenfalls den Arbeitgeber ist die Expositionsprophylaxe. Diese erfolgt bevorzugt
durch Entfernen des Ausldsers; technisch-organisatorische MalRnahmen oder
personliche Schutzausristung kommen erst in zweiter Linie zum Zug. Die Vermeidung
des Allergens kann in der Regel die Symptome lindern und einem erneuten Auftreten
der Krankheit entgegenwirken (Nicholson et al. 2010).
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Tabelle 2-1. Haufig vorkommende
Kontaktallergien und ihre Pravalenz (Schéfer et
al. 2001; Thyssen et al. 2007b).

Duftstoff-Mix 159 %
Nickel 8,6-13,1 %
Thiomersal 4,7 %
Peru-Balsam 3.8%

Die allergische Kontaktdermatitis ist eine weit verbreitete Krankheit. Zwischen 12 und
40 % der Bevolkerung weisen eine Sensibilisierung auf mindestens ein Allergen auf
(Schafer et al. 2001; Thyssen et al. 2007b). Die hé&aufigsten Ausloser von
Kontaktallergien sind Nickel, Thiomersal und Komponenten von Duftstoffen, welche Teil
des sogenannten ,Duftstoff-Mix“ sind (siehe Tabelle 2-1). Die verbreitetsten Ausloser
einer beruflich verursachten allergischen Kontaktdermatitis sind in Tabelle 2-2
aufgefuhrt. Die Zahl der Chemikalien mit kontaktallergischen Eigenschaften ist auf
2 800 geschatzt worden (Beltrani und Beltrani 1997) und wachst unter anderem
aufgrund von Innovationen der chemischen Industrie sowie Verdnderungen des
Lebensstandards (Lunder und Kansky 2000).

Tabelle 2-2. Haufige Ausléser von
beruflich  bedingten  Kontaktallergien
(Nicholson et al. 2010).

Acrylfarben Chromate
Duftstoffe Epoxide
Epoxidharze Kobalt
Konservierungsstoffe Kosmetika
Nickel Pflanzen

Eine Reihe von Faktoren tragt zur Entstehung der allergischen Kontaktdermatitis bei
(siehe Tabelle 2-3). Verschiedene Studien beschaftigen sich mit dem Einfluss von
Expositionsfaktoren (Basketter et al. 2006), Hauterkrankungen (Niebuhr et al. 2011) und
genetischer Disposition (Schnuch 2011; Schnuch et al. 2011b).
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Tabelle 2-3. Faktoren mit Einfluss auf die
Sensibilisierung (Boukhman und Maibach 2001).

Allergen-spezifisch Allergen-unabhangig
Hydrophilie / Hydrophobie | Anatomische Lokalisation
Sensibilisierungspotenzial | Dosis
Exponierte Oberflache
Expositionshaufigkeit
Hautbarriere
(Beschaffenheit,
Zustand)
Konzentration an der
Hautoberflache
Okklusion

Tragersubstanz

Zusammenfassend handelt es sich bei der allergischen Kontaktdermatitis um eine weit
verbreitete entzundliche Hauterkrankung, die nach Sensibilisierung durch ein Allergen
auftritt. Die Krankheit kann akut oder chronisch verlaufen und wird in ihrer Entstehung
durch viele verschiedene Faktoren bedingt. Die wichtigste Mal3hahme ist die Pravention.

Die Grundlage daflr bilden die Identifikation und Kategorisierung der Kontaktallergene.

2.3.1 Pathogenese

Bevor die verschiedenen Methoden zur Untersuchung des Sensibilisierungspotenzials
von Substanzen vorgestellt werden, soll noch etwas detaillierter auf die Entstehung der
allergischen Kontaktdermatitis eingegangen werden.

Die Pathogenese der allergischen Kontaktdermatitis kann grundsatzlich in zwei Phasen
unterteilt werden: eine Sensibilisierungs- und eine Auslésungsphase, die auch als
afferente und efferente Phase bezeichnet werden (Saint-Mezard et al. 2003). Bei
Kontaktallergenen handelt es sich um Substanzen mit niedrigem Molekulargewicht, die
als ,Haptene“ bezeichnet werden. Sie kdnnen alleine keine Immunreaktion bewirken.

Erst durch eine Verbindung mit Molekilen der Haut sind sie in der Lage, eine
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Sensibilisierung auszulésen (Simonsson et al. 2011). Eine Reihe von Faktoren

beeinflusst den Prozess der Sensibilisierung (siehe Tabelle 2-3).

Der Ablauf der Sensibilisierung lasst sich in finf Schritte unterteilen:

1.

Zuerst muss ein Hapten die &auf3erste Hautschicht, das Stratum corneum
Uberwinden. Der Grad, in dem ihm das gelingt, wird im Englischen als ,epidermal
disposition“ bezeichnet und hangt unter anderem von Molekulargewicht und
Loslichkeit der Substanz in polaren und apolaren Lésungsmitteln ab (Basketter et
al. 2007; Davies et al. 2011).

Daraufhin erfolgt eine Bindung an korpereigene Proteine; der Hapten-Protein-
Komplex entsteht. Der genaue Mechanismus unterscheidet sich nach Art der
Kontaktallergene. Im Falle von Nickel, einem der h&ufigsten Kontaktallergene in
Industrienationen (siehe oben), erfolgt die Haptenisierung auf mehreren
unterschiedlichen Wegen (Thierse et al. 2005). Die Keratinozyten und das von
ihnen gebildete Keratin scheinen eine zentrale Rolle bei der Bildung des Hapten-

Protein-Komplexes zu spielen (Simonsson et al. 2011).

Die Keratinozyten reagieren auf den Hapten-Protein-Komplex mit der
Freisetzung verschiedener Zytokine. Diese beeinflussen die antigen-

prasentierenden Zellen des Immunsystems (Lebre et al. 2003).

Dermale  dendritische  und Langerhans-Zellen  sind  professionelle
antigenprasentierende Zellen der Haut. Bei Kontakt mit einem Allergen
verandern sie das Expressionsmuster von Oberflachenmolekilen sowie

Zytokinen und migrieren in die lokalen Lymphknoten (Ryan et al. 2007).

Im letzten Schritt der Sensibilisierungsphase wird das prozessierte Allergen
spezifischen T-Zellen im Lymphknoten prasentiert, die daraufhin proliferieren und
zu Effektorzellen heranreifen. Erst vor wenigen Jahren konnte gezeigt werden,
dass sogenannte dermale dendritische Zellen und nicht, wie vorher
angenommen, Langerhanszellen hierfir verantwortlich sind (Fukunaga et al.
2008). Bei erneutem Allergenkontakt orchestrieren die antigenspezifischen

Effektorzellen dann die Immunantwort (Nestle et al. 2009).
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Die zentrale Rolle in der Auslosungsphase scheint den CDB8-positiven
zytotoxischen T-Zellen zuzufallen. Sie kdnnen eine allergische Kontaktdermatitis auch
ohne die Beteiligung von CD4-positiven T-Helfer-Zellen hervorrufen. Ein wichtiger
Bestandteil dieses Mechanismus ist die Fahigkeit der CD8-positiven T-Zellen, die

Apoptose der Keratinozyten auszulésen (Kehren et al. 1999).

Des Weiteren existieren Substanzen, die erst durch metabolische oder auto-oxidative
Veranderungen zu Haptenen werden (sogenannte ,Pro- bzw. Prahaptene®). Erstere
bendtigen dazu die Metabolisierung durch dermale Cytochrom-P450-Enzyme
(Bergstrom et al. 2007). Im Falle des Prahaptens p-Phenylendiamin fuhrt
Auto-Oxidation zur Bildung reaktiver Metabolite (Pot et al. 2013).

2.4 Methoden der Risikobewertung - die regulatorischen Rahmen-
bedingungen

Da eine einmal erworbene kontaktallergische Sensibilisierung in der Regel lebenslang
anhalt und keine Heilung maoglich ist, stellt Pravention die wichtigste Malinahme dar, um
die Verbreitung der Krankheit einzudammen. Dies geschieht durch Beschrankungen
des Einsatzes sensibilisierender Substanzen bis hin zu deren Verbot (Thyssen et al.
2007a; Basketter 2008; Lu et al. 2009).

An einem solchen Prozess sind Verbraucher, Hersteller, Gesetzgeber und
Wissenschaftler beteiligt. Der Prozess der Gesetzgebung und seine Resultate
unterscheiden sich in verschiedenen Landern bzw. Regionen und verandern sich im
Laufe der Zeit, wie an den unterschiedlichen Entwicklungen in den USA und der EU
beobachtet werden kann (Lofstedt und Vogel 2001).

Bei diesem Prozess kann es zu Spannungen zwischen den Parteien kommen, wie
Probleme bei der Kommunikation von festgestellten Risiken (Ropeik 2011; Wallace
2011) und Schwierigkeiten bei der Umsetzung neuer Gesetzesinitiativen belegen
(Pauwels und Rogiers 2010; Schnuch et al. 2011a).
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Fur die Bewertung von kontaktallergischem Potenzial haben Meerschweinchentests wie
der ,Buhler-Test” oder der ,Guinea Pig Maximization Test® (GPMT) viele Jahre die
Methoden der Wahl dargestellt (Maurer 2007). Der an Mausen durchgefihrte ,Local
Lymph Node Assay“ (LLNA) bietet die Maoglichkeit der Quantifizierung der
kontaktallergischen Potenz und ist weniger belastend fur die Versuchstiere. Seit dem
Jahr 2002 ist der LLNA Bestandteil der Richtlinien der OECD fir die Identifikation von
Kontaktallergenen (Angers-Lostau et al. 2011). Seit 2010 unterstitzt die OECD den
LLNA als eigenstandige Methode, einschlie3lich einer reduzierten Variante, dem
sogenannten ,rLLNA“ (OECD 2010; Anderson et al. 2011).

Durch die Gesetzgebung der EU wird der Tierschutz weiter ausgedehnt, so dass die
Verwendung von Tierversuchen fir die Risikobewertung von Inhaltsstoffen von

Kosmetika beendet werden soll (Pauwels und Rogiers 2010).

2.5 Strategien zur Identifikation von Kontaktallergenen

Eine Vielzahl von Strategien zur Identifikation von Kontaktallergenen ist verfugbar, die
sich auf eine stetig wachsende Zahl von Testsystemen stitzen kdnnen. Eine Reihe von
Ubersichtsartikeln erlautert die verschiedenen Methoden und ihre Unterschiede im
Detail (Basketter 2007; Vandebriel und Van Loveren 2010; Peiser et al. 2012; Thyssen
et al. 2012a und 2012b). Die wichtigsten Testsysteme sollen im Folgenden vorgestellt

werden.

2.5.1 In vivo-Methoden

Untersuchungen an freiwilligen menschlichen Probanden haben verschiedene Vorteile.
Sie unterliegen weniger Limitierungen als Tier- oder in vitro-Verfahren, zum Beispiel
hinsichtlich der Loslichkeit von Testsubstanzen oder der Ubertragbarkeit der Resultate,
und kénnen zur Aufklarung von verbleibenden Unsicherheiten beitragen (Basketter

2009). Beispiele fur solche Tests sind der ,Human Repeated Insult Patch Test und der
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,Human Maximization Test* (Zaghi und Maibach 2009). Ihr Einsatz ist jedoch aus
ethischen Grunden eingeschrankt. Das Risiko einer Sensibilisierung mit allen damit
verbundenen gesundheitlichen Folgen und Kosten verhindert den routinemafligen
Einsatz. Jedoch kann die Anwendung dieser Methoden dabei helfen, verbleibende
Unklarheiten Gber Sensibilisierungsrisiken zu beseitigen, die nach der Anwendung

anderer Verfahren noch bestehen (Basketter 2009).

Die wichtigsten Tiermodelle fur die Untersuchung von Chemikalien mit méglichem
Sensibilisierungspotenzial sind der ,Buhler-Test®, der ,Guinea Pig Maximization
Test” (GPMT) und der ,Local Lymph Node Assay“ (LLNA). Die ersten beiden werden an
Meerschweinchen durchgefuhrt und bestehen aus einer Sensibilisierungs- und einer
Auslésungsbehandlung mit der Testsubstanz. Daraufhin wird die beobachtete
Hautreaktion qualitativ erfasst (Maurer 2007). Der LLNA ist eine jingere Methode zur
Identifikation von Kontaktallergenen, die an Mausen durchgefihrt wird (Kimber und
Weisenberger 1989). Im Unterschied zu den anderen beiden Testsystemen erfasst der
LLNA nur die Sensibilisierungsphase. Als Messwert dient die Proliferation der Zellen im
Lymphknoten. Die Vorteile dieser Methode bestehen in der Quantifizierung der
Ergebnisse und der geringeren Belastung der Versuchstiere. Die Ergebnisse kbénnen
anhand der Konzentrationen verglichen werden, die zu einer Proliferation der

Lymphknotenzellen auf das Dreifache der Nullkontrolle fihren (Gerberick et al. 2007).

Der LLNA wurde ausfuhrlich evaluiert (Kimber et al. 1995; Dean et al. 2001) und in die
Richtlinien der OECD fiur Sensibilisierungstests aufgenommen (OECD 1992a). Er hat
den Buihler-Test und den GPMT als Methoden der Wahl weitgehend abgeldst
(Cockshott et al. 2006). Er gilt nach wie vor als Goldstandard fiir die Kategorisierung
von Chemikalien mit Sensibilisierungspotenzial. Er wird als Standardtest oder in
modifizierter Form angewendet (Angers-Lostau et al. 2011). Jedoch haben die
Entwicklungen der letzten Jahre eine Abkehr von Versuchen im Tiermodell eingeleitet
(siehe oben). Aullerdem wurden mdogliche Limitationen des LLNA diskutiert.
Verschiedene Substanzen erzielen im LLNA Ergebnisse, die offenbar als ,falsch-
positiv‘ zu bewerten sind (Vohr und Ahr 2005; Basketter und Kimber, 2007; Basketter et

al. 1998; Kreiling et al. 2008). Eine Reihe von Ansatzen versucht dieses Problem durch
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Modifikation des urspringlichen Protokolls zu Uberwinden (Homey et al. 1998;
Gerberick et al. 1999; Ehling et al. 2005a und 2005b).

2.5.2 Alternativmethoden ohne Tierversuche

2.5.2.1 Zellbasierte in vitro-Methoden

Es existiert eine Vielzahl von zellbasierten in vitro-Methoden, die an verschiedenen
Stellen des pathogenetischen Prozesses ansetzen. Die meisten von ihnen verwenden
einen einzigen Zelltyp, das heil3t Keratinozyten, dendritische Zellen oder T-Zellen.
Sowohl Priméarzellen, als auch Zelllinien kommen zur Anwendung (Vandebriel et al.
2005; Ryan et al. 2007; Dos Santos et al. 2009).

Verschiedene Endpunkte sind fir die in vitro-ldentifikation und -Kategorisierung von
Kontaktallergenen vorgeschlagen worden. Dazu gehért eine Reihe von
Zelloberflachenmolekiilen, von denen insbesondere CD86 (CD=,cluster of
differentiation“) als Aktivierungsmarker von dendritischen Zellen hervorzuheben ist
(Ashikaga et al. 2002). Der Kontakt von Hautzellen mit Kontaktallergenen bewirkt des
Weiteren eine Anderung ihrer Zytokinsekretion. Diese kann in vitro gemessen werden
(Corsini et al. 2009). Ein weiterer Ansatz besteht in der Analyse der Genexpression
(Johansson et al. 2011).

Des Weiteren sind Methoden vorgeschlagen worden, die die Reaktion von T-Zellen auf
Antigene erfassen. Untersuchungen in den 1990er Jahren konnten bereits hochpotente
Kontaktallergene als solche identifizieren. Die Erkennung von weniger potenten
Allergenen war jedoch problematisch (Krasteva et al. 1996; Rougier et al. 2000). Die
Sensitivitat kann mittlerweile durch die Entfernung von regulatorischen T-Zellen aus
dem Versuchsaufbau verbessert werden. Als Endpunkt wird entweder die Proliferation
der T-Zellen oder die Veranderung von Oberflachenmarkern, zum Beispiel CD137 oder
CD154, verwendet (Martin et al. 2010).

Eine weitere Modifikation des in vitro-Ansatzes besteht in der Verwendung von

artifiziellen Hautmodellen des Stratum corneum, zum Beispiel in Kombination mit einer
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Keratinozytenkultur. Dies erlaubt die Berticksichtigung der Barrierefunktion der Haut im
Versuchsaufbau (Dos Santos et al. 2011). Fur die Verwendung von ex vivo-

Hautbiopsaten ist ebenfalls ein Verfahren entwickelt worden (Lehé et al. 2006).

2.5.2.2 In silico-Methoden

Computergesttitzte in silico-Testsysteme versuchen mittels verschiedener
Berechnungsansatze das Sensibilisierungspotenzial einer Substanz auf Grundlage ihrer
chemischen Struktur vorherzusagen. Es handelt sich hierbei um die Untersuchung von
guantitativen Struktur-Aktivitats-Beziehungen (englisch: ,quantitative structure-activity
relationships® - QSAR). QSAR-Systeme basieren auf verschiedenen chemischen
Reaktionsmechanismen, darunter (pro-)Michael-Akzeptoren, Schiffbasen-Bildung oder
Acetylierung. (Patlewicz et al. 2007; Demchuk et al. 2011).

2.5.2.3 In chemico-Methoden

Die sogenannten in chemico-Verfahren untersuchen Kontaktallergene auf Basis ihrer
Fahigkeit zur Bildung von Hapten-Protein-Komplexen (Roberts und Aptula 2008). Im
Gegensatz zu den computergestitzten in silico-Modellen wird die Bindungsfahigkeit
experimentell Gber die Bindung der Testsubstanzen mit Glutathion, Cystein oder Lysin
gemessen. Beim Einsatz des ,direct peptide reactivity assay“ bestand ein hoher Grad
an Ubereinstimmung mit dem LLNA (Gerberick et al. 2004).

2.5.3 Beispiele fur Testmethoden

Eine Auswahl von invitro- und in chemico-Methoden, die bereits ausfihrlicher

untersucht worden sind, soll hier stellvertretend vorgestellt werden (Bauch et al. 2011):

- Der ,Myeloid U-937 Skin Sensitization Test* (MUSST) basiert auf einer humanen

monozytischen Leuk&mie-Zelllinie. An diesen Zellen wird die Stimulation der
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Expression von CD86, sowie eventuell IL-13 und IL-8 durch Fremdstoffe
gemessen (Python et al. 2007).

- Der ,human Cell Line Activation Test” (h-CLAT) verwendet eine andere humane
monozytische Leuk&mie-Zelllinie namens THP-1 und untersucht die Auswirkung
von Kontaktallergenen auf CD54 und CD86 (Sakaguchi et al. 2010).

- Der ,KeratinoSens“-Assay analysiert mittels eines Reportergens in einer
Keratinozytenzelllinie, basierend auf der HaCaT-Zelllinie, die zellulare Reaktion
auf oxidativen Stress (Natsch et al. 2011).

- Der ,Direct Peptide Reactivity Assay“ (DPRA) quantifiziert den Abbau von
Glutathion, Cystein und Lysin durch die Reaktion mit den Testsubstanzen.
(Gerberick et al. 2004).

2.6 Der LCSA

Der an unserem Institut entwickelte ,Loose-fit coculture-based sensitization
assay“ (LCSA) ist eine zellbasierte in vitro-Methode, die sich durch die Kombination von
primaren Keratinozyten und einer Art dendritischen Zellen auszeichnet. Dendritische
Zellen (genauer: dermale dendritische Zellen bzw. Langerhanszellen; siehe oben)
ubernehmen eine Schlusselrolle bei der Sensibilisierung, indem sie das verarbeitete
Allergen zum Lymphknoten transportieren und den T-Zellen présentieren. Fur die
Erkennung von Kontaktallergenen sind sie jedoch auf die Interaktion mit Keratinozyten
angewiesen. Sie sind der zahlreichste Zelltyp der Epidermis und erfillen wichtige
immunologische Funktionen (Nestle et al. 2009). Die Keratinozyten sind an der
Aktivierung von Prohaptenen durch ihren Metabolismus beteiligt (Merk et al. 2004) und
konnen Zytokine als sogenannte ,danger signals“ sezernieren, die damit die
dendritischen Zellen und dadurch letztendlich auch die T-Zell-Antwort beeinflussen
(Lebre et al. 2003). Die Kombination dieser beiden Zelltypen erlaubt somit eine

Anné&herung an die Komplexitat der in vivo-Situation.

Der LCSA konnte in den bisherigen Versuchen eine kontaktallergische Induktion von
CD86 bei steigenden Konzentrationen in nicht-zytotoxischen Bereichen zeigen.
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Metallische Kontaktallergene wie Nickel und Cobalt zeigen dabei zwar keine eindeutige
Reaktion von CD86, jedoch einen signifikanten Anstieg der alternativen Endpunkte IL-6
und Chemokine (C-C motif) ligand 4 (CCL4, friher auch als ,Macrophage Inflammatory
Protein 1R bezeichnet). Die im LCSA verwendeten sogenannten ,dendritic cell-related
cells* (DCrC), die aus mononuklearen Zellen des peripheren Blutes humaner Spender
gewonnen werden, ahneln epidermalen Langerhanszellen in Morphologie und Funktion.
Jedoch fehlen ihnen im Vergleich CD1a, CD1c und Langerin (Schreiner et al. 2008). Die
mittlere effektive Konzentration (ECsy) fur die Induktion von CD86 kann zur
Kategorisierung der Sensibilisierungspotenz von Fremdstoffen verwendet werden
(Wanner et al. 2010). Neben dem Sensibilisierungsmarker CD86 wird die Vitalitat der
dendritischen Zellen gemessen, da ein Zusammenhang zwischen sensibilisierender und
irritativer Wirkung postuliert worden ist (Grabbe et al. 1996; Hulette et al. 2005). Die
Fahigkeit einer Substanz zur Schadigung von Zellen wird als irritatives oder
zytotoxisches Potenzial bezeichnet. Im LCSA wird sie mittels Nachweis einer nicht mehr
funktionsfahigen Zellmembran durch Aufnahme von 7-Aminoactinomycin D (7-AAD)
erfasst.

Ein dem LCSA ahnlicher Versuchsaufbau basiert auf Zellen der THP-1-Zelllinie und
Keratinozyten, die in getrennten Kompartimenten kultiviert werden (Cao et al. 2012).
Auch hier zeigt sich, wie beim LCSA, dass der Anstieg der Zelloberflachenmarker bei
noch nicht toxischen Konzentrationen stattfindet und Prohaptene korrekt erkannt

werden.

Der LCSA wurde bisher an einer Auswahl von Substanzen erprobt und reagiert auf das
Prahapten p-Phenylendiamin (PPD) (Schreiner et al. 2007) und das Prohapten
Isoeugenol (Schreiner et al. 2008) mit einem Anstieg von CD86. Des Weiteren kann er
Allergene von lIrritanzien wie Natriumlaurylsulfat unterscheiden (Wanner et al. 2010).
Eine Gruppe von Substanzen, die mutmalllich zu falsch-positiven Ergebnissen bei
Kontaktsensibilisierungstests fuhren kann, ist die der ungesattigten Verbindungen. Der
Vergleich einer Reihe solcher Substanzen im LLNA und GPMT ergibt eine hohere Zahl
positiver Testergebnisse im LLNA. Dies ist als mangelnde Spezifitat des LLNA in dieser
Substanzklasse interpretiert worden (Kreiling et al. 2008). Eine mdgliche Erklarung
dafir ist die Reaktionsfreudigkeit von ungesattigten Verbindungen. Die nur im LLNA
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positiven Substanzen koénnten durch mangelhafte Unterscheidung zwischen

Sensibilisierung und Irritation erklart werden (Vohr und Ahr 2005).

Der LCSA konnte bereits das anionische Tensid Natriumlaurylsulfat korrekt als
irritierend, aber nicht sensibilisierend klassifizieren, wahrend der LLNA hier zu einem
falsch-positiven Ergebnis kommt (Montelius et al. 1994). Im Folgenden soll untersucht
werden, welche Resultate die Untersuchung von ungesattigten Verbindungen im LCSA

vor dem Hintergrund der Ergebnisse mit anderen Testmethoden ergibt.
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3 Material und Methoden

3.1 Testsubstanzen

Als Testsubstanzen werden nach Moglichkeit die gleichen Praparate wie in der Studie
von Kreiling et al. (2008) verwendet. In manchen Fallen missen die Substanzen
mangels Verfugbarkeit von anderen Herstellern bezogen werden. In den Tabellen 3-1
und 3-2 sind die Testsubstanzen zusammen mit chemischer Formel, Hersteller,

Reinheitsgrad und ihrer biologischen sowie toxikologischen Relevanz aufgefuhrt.

3.2 Primarzellen

3.2.1 Keratinozyten

Die Keratinozyten stammen aus Hautpraparaten von anonymen Spendern, die im
Rahmen von Operationen erhalten wurden (Bauchdeckenstraffungen und
Brustverkleinerungen). Die Praparate werden unter der Sicherheitswerkbank in einer
Petrischale mittels Pinzette und Schere von anhaftendem Fettgewebe so gut wie
maoglich befreit und in ca. 2 cm x 0,5 cm groBe Stiicke geschnitten. Dann werden sie
wie ein Kamm eingeschnitten, so dass die Breite Gberall 1-2 mm betragt. Zur Ablésung
der Epidermis von der Dermis werden die Praparate in PBS mit Dispase | (Roche
Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim) in einer Konzentration von 2 Einheiten

pro mL fur ca. 16 Stunden im Kuhlschrank bei 4°C inkubiert.

Danach wird die Haut in eine grol3e Petrischale gegeben. Die Epidermis, die dinner
und starker pigmentiert ist als die Dermis, wird mit einer Pinzette von den Praparaten
abgel6st und in einem 50mL-Zentrifugenréhrchen mit ca. 5 mL PBS gesammelt. Das

verbleibende Hautgewebe wird verworfen.
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Tabelle 3-1. Chemische Charakterisierung der Testsubstanzen.

Molekular- Sum-
Testsubstanz  CAS-Nr. gewicht  menfor- Strukturformel
(g/mol) mel
Arachidon-
SAure 506-32-1 304,5 C20H3205
Bernstein- 115,156 1181  CsHeO4
saure
Fumarsaure 110-17-8 116,1 C4H40,4
Linolensaure 463-40-1 278,4 C18H300> o — — —
Linols&aure 60-33-3 280,5 C1gH320, Ho)?\WM\
OH O
Maleinsaure  110-16-7 116,1 C4H40,4 O:<_>—OH
O'H
Octinol 818-72-4 1262  CgHyuO /\/\)\
."'J_\'x
we -I,-'( by .
Olsaure 112-80-1 2825 C1gH3405 \ o
{
‘oH
Squalen 111-02-4 410,7 CzoHso S s
Undecylen-
SAure 112-38-9 184,3 C11H2002 WDH
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Tabelle 3-2. Herstellerangaben und Eigenschaften der Testsubstanzen.

Katalog- <& Biologische
Testsubstanz  Hersteller 9 heits- 9 Bemerkungen
nummer grad Relevanz
Bestandteil von
Zellmembranen NETTES-
Arachidon- Sigma- L emE - ' erganzungsmittel,
- : A3555 =299%  Entzundungs- : >
saure Aldrich . keine Risiken
mediator, ,second
5 bekannt
messenger
Nahrungs-
. erganzungsmittel,
Bernstein- Sigma- ZW|sch_enprodukt Arzneistofftrager,
) : S9512 N/V von Citrat- und :
saure Aldrich hautreizend,
Harnstoffzyklus o .
schadlich bei
Augenkontakt
I—!autzellen, Lebensmittel-
Sigma- CNFEEHAALE. zusatzstoff
Fumarsaure . 240745 =299 % Behandlung von )
Aldrich o (Saureregulator),
Psoriasis und augenreizend
Multiple Sklerose g
Maoglicherweise
: , Cayman > 08 0 Essenzielle reizend far Haut,
Linolensaure Chemical 90210 298% Fettsaure Augen und
Atemwege
Essenzielle
Sigma- Fettsaure,
Linolsaure Algrich L1012 =299 % Vorlaufer von Reizend
Arachidonsaure,
Zellmembranen
Vorlaufer von Reizend fur Haut,
Maleinsaure Fluka 63180 =99 % , Augen und
Fumarsaure
Atemwege
Kosmetika,
Octinol TCI 00196 =98 % Unbekannt reizend fur Haut
und Augen
Arzneistofftrager,
A Sigma- > 00 0 Emulgator bzw.
Olsaure Aldrich 01383 =99% Fettgewebe Losungsmittel fir
Inhalationen
Synthese von
Sigma- S GG Cholesterol, :
Sl Aldrich SRl Steroidhormonen REEEmE
und Vitamin D
. . Reizend fur Haut,
Undecylen-  Sigma- 1, 75 ggo Topisches Augen und
saure Aldrich Antimykotikum
Atemwege
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Die Epidermis wird je nach Menge auf mehrere 50mL-Zentrifugenréhrchen verteilt. In
jedes dieser Rohrchen werden 20 mL TrypLE Express (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA) und 100 pL Stammlésung DNAse mit einer Konzentration von
5 ng/mL (Roche) gegeben. Alle Rohrchen werden mit PBS auf ca. 50 mL aufgefillt und
fur eine Stunde im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

Vier neue 50mL-Zentrifugenrdhrchen werden vorgelegt und passende 40 um Cell
Strainer (BD Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) aufgesetzt. Die inkubierten
Praparate werden aus dem Brutschrank genommen und der Inhalt der Réhrchen durch
die Cell Strainer pipettiert, so dass eine Suspension aus einzelnen Zellen gewonnen
wird. Die vier Zentrifugenréhrchen mit den suspendierten Keratinozyten werden nun mit
PBS auf das gleiche Volumen aufgefillt und fur 4 Minuten bei 300 x g zentrifugiert.
Dann wird der Uberstand abgesaugt, die Zellen in je 20 mL PBS resuspendiert und in
zwei der Rohrchen zusammengefihrt. Zur Neutralisation der verbliebenen Enzyme
(TrypLE und DNAse) werden je 5 mL steril filtriertes fetales Kalberserum (englisch:
Jfetal calf serum“ — FCS, Biochrom AG, Berlin) zugegeben. Dann werden die Réhrchen
drei Mal hintereinander bei 300 xg 4 Minuten lang zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und die Zellen resuspendiert. Die ersten beiden Male erfolgt die
Resuspension in PBS, beim letzten Mal in 10 mL Keratinozyten-Wachstumsmedium
(,keratinocyte growth medium-2“ - KGM-2) (PromoCell GmbH, Heidelberg).

Zum Zahlen wird nun ein Aliquot von 20 pL aus der Suspension entnommen und mit
20 L Trypanblau 0,025 % (w/v) in PBS (Biochrom) vermischt. Davon werden 20 pL auf
eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert (siehe Abbildung 3-1). Das Volumen in den vier
gerasterten Quadranten betragt zusammen 400 nL. Bei Zellen mit Membrandefekten
farbt sich das Zytoplasma blau; diese werden nicht mitgezahlt. Von der Anzahl an Zellen
in der Zahlkammer kann nun auf deren Anzahl in der Zellsuspension geschlossen

werden.
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Abbildung 3-1. Neubauer Improved Zahlkammer. Zum
Zahlen werden die jeweils 4 x 4 Quadrate in den vier
Ecken dieses Schemas verwendet.

Anschliel3end werden die Zellen in Zellkulturflaschen (Corning Incorporation, Schiphol-
Rijk, Niederlande) mit einer kalkulierten Dichte von 2 x 10° Zellen pro cm? ausgeséht
und im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, bis zum nachsten Tag inkubiert. Das
Medium mit eventuell vorhandenen Zellresten wird abgesaugt und durch frisches
Medium ersetzt. Die Flaschen werden dann im Brutschrank inkubiert, bis sich eine
konfluente Zellschicht auf dem Boden gebildet hat. Dies dauert in der Regel ein bis zwei

Wochen. Dabei wird das Medium jeden zweiten Tag erneuert.

Zur Vorbereitung der Kryokonservierung wird in einem ersten Schritt das Medium aus
den Flaschen abgesaugt. Der Boden der Geféal3e wird mit je 20 mL PBS gespult und
anschlieBend erneut abgesaugt. AnschlieRend werden die Zellen in 10 mL TrypLE je
Flasche fir 15 Minuten im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Die Ablésung
der Zellen wird im Umkehrmikroskop kontrolliert. Wenn ca. 90 % abgeldst sind, werden
5 mL steriles FCS in jede Flasche zugegeben, um die Aktivitat von TrypLE zu stoppen.

Die Zellsuspension wird in mehrere 50mL-Zentrifugenréhrchen tbertragen. Nun werden
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alle Rohrchen zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das verbliebene Pellet in PBS
resuspendiert. Diese Schritte werden zweimal durchgefuhrt. Dann werden die Zellen in
je 10 mL PBS resuspendiert und die Zellen gezahlt (siehe oben). Nach erneutem
Zentrifugieren und Absaugen werden die Zellen in einer Mischung von FCS und
Dimethylsulfoxid (DMSO Hybrimax, Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg) im
Verhaltnis 9:1 resuspendiert. Dabei werden fur jedes Kryoréhrchen 1,5 mL
Zellsuspension mit 2 x 10° Zellen verwendet. Die Kryoréhrchen werden mit der
Zellsuspension befillt und in einem Nalgene Cryo 1°C Freezing Container (Nalge Nunc
Incorporation, Penfield, New York, USA) mit Isopropanol (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe) bei -86°C eingefroren. Nach einer Woche werden die Kryoréhrchen dann zur

endgultigen Lagerung in einen Container mit Flissigstickstoff Gberfuhrt.

3.2.2 Mononukleare Zellen

Die sogenannten ,Dendritic cell-related cells* (DCrC) werden durch mononukleare
Zellen aus Spenderblut gewonnen (englisch: ,peripheral blood mononuclear cells® —
PBMC). Die Blutpraparate werden als sogenannte ,Buffy-Coats* vom ,DRK-
Blutspendedienst Ost, gemeinniitzige GmbH* bezogen und stammen von anonymen

Spendern.

Fur jeden Buffy-Coat werden vier 50mL-Zentrifugenréhrchen mit je 13 mL BioColl
(Biochrom) vorgelegt. Der Buffy-Coat wird in ein geeignetes Gefald gegeben und mit ca.
20°C warmem PBS auf 150 mL aufgefullt. Das verdiunnte Blut wird dann vorsichtig auf
das vorgelegte BioColl pipettiert, so dass beide Phasen sich nicht vermischen.
Anschlieend werden die Rohrchen fur 20 Minuten bei 800 x g ohne Bremse bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Die weil3e Schicht der Leukozyten wird vorsichtig mit der
Pipette entnommen und in ein neues Rohrchen Uberfuhrt. Die isolierten Leukozyten
werden in 4°C warmem PBS resuspendiert und dann fir 5 Minuten mit 650 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wird anschlieRend abgesaugt. Dies wird anschlieRend noch

dreimal mit einer Rotationsgeschwindigkeit von 300 x g wiederholt.
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Nun werden die gewonnenen Zellen gezahlt und mit je 4 x 10” Zellen pro Réhrchen

kryokonserviert (siehe oben).

3.3 Durchfihrung des LCSA

Die Durchfuhrung eines LCSA erstreckt sich tber einen Zeitraum von funf Tagen (siehe
Tabelle 3-3). Am ersten Tag wird die Kokultur aus Keratinozyten und dendritischen
Zellen angelegt. Die Zugabe der Testsubstanzen erfolgt am dritten Tag. Am letzten der
funf Tage werden die Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dazwischen wird
die Kokultur im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Im Folgenden soll das

Vorgehen im Detail beschrieben werden.

Tabelle 3-3. Ablauf des LCSA. Nach Tag 1 und Tag 3 wird die Kokultur fir je 48
Stunden inkubiert.

Tag 1 Tag 3 Tag 5
- Auftauen der Zellen - Herstellung von - Vorbereitung und
- Verteilung auf Stammldésungen und Durchfiihrung der
12-Well-Platten Verdinnungsreihen Durchflusszytometrie
- Zugabe der Zytokine - Verteilung auf
12-Well-Platten

3.31 Tag 1

Das erste Ziel besteht im Auftauen und ,Waschen® der kryokonservierten KC und der
Verteilung auf 12-Well-Platten (Corning Incorporation, Corning, New York, USA; siehe
Abbildung 3-2).

Ein 50mL-Zentrifugenréhrchen wird mit ca. 10 mL 37°C warmem KGM-2 befllt. KC und
PBMC (je 12-Well-Platte 0,5-1 x 10° KC und ca. 4 x 10’ PBMC) werden aus dem
Stickstofftank entnommen und die KC im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut.

Anschlie3end werden sie in das vorgelegte Medium gegeben. Das Zentrifugenréhrchen
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wird mit warmem PBS auf 50 mL aufgefullt und fir vier Minuten bei 300 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wird abgesaugt und das verbliebene Pellet in PBS resuspendiert. Diese
Schritte (Zentrifugation, Absaugen und Resuspension) werden zweimal wiederholt.
Beim letzten Mal wird jedoch statt in PBS in Medium resuspendiert, und zwar so, dass
fur jedes geplante Loch auf den 12-Well-Platten 1 mL Medium verwendet wird. Sind
beispielsweise drei 12-Well-Platten geplant, die vollstandig genutzt werden sollen, so

wird das Zentrifugenréhrchen mit 36 mL befullt.

Die 12-Well-Platten werden in der Sicherheitswerkbank aus der Verpackung
entnommen und beschriftet. Die Keratinozytensuspension wird geschuttelt und je 1 mL
in die Locher der 12-Well-Platten gegeben. Das Zentrifugenréhrchen wird anschlieRend
erneut mit KGM-2 aufgefiillt, so dass an der Wand des Roéhrchens haftende Zellen
abgeldst werden. Wieder wird die gleiche Menge an Medium verwendet und jedes Loch
der 12-Well-Platten mit je 1 mL Suspension befillt. Somit befinden sich nun in jedem
Loch 2 mL Keratinozytensuspension. Diese werden anschlieBend fir ca. 60 bis
90 Minuten im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.

Abbildung 3-2. 12-Well-Platte.

Als zweiter Schritt werden die PBMC aufgetaut, gewaschen und zu den KC auf den
12-Well-Platten zugegeben. Das Auftauen und Waschen erfolgt nach den gleichen
Schritten wie zuvor bei den KC beschrieben (siehe oben). Auch die PBMC werden nach
dreimaligem Zentrifugieren und Waschen in 1 mL Medium je Loch resuspendiert. Die

Lécher der 12-Well-Platten werden nun abgesaugt und ,gewaschen®, das heif3t
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nacheinander mit je 2 mL PBS aufgeflllt und erneut abgesaugt. Nun wird in jedes Loch
1 mL PBMC-Suspension gegeben. Dann wird das Zentrifugenrohrchen erneut mit
Medium befillt, so dass an der Wand haftende Zellen geldst werden. Mit je 1 mL

werden die Locher auf insgesamt 2 mL aufgefullt.

Als nachster Schritt werden die rekombinant humanen Zytokine (IL-4) und ,Granulocyte
Macrophage—Colony Stimulating Factor® (GM-CSF) in einer Konzentration von
100 ng/uL und der ,Transformierende Wachstumsfaktor beta“ (englisch: ,transforming
growth factor beta® — TGF-B) zu 10 ng/uL rekonstituiert (alle von R&D Systems
Incorporation, Minneapolis, USA, bzw. von ImmunoTools GmbH, Friesoythe). Zwei pL
von jeder Zytokinlosung werden in die Locher der 12-Well-Platten einpipettiert.
Anschlie3end werden die Platten fur 48 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO,

inkubiert.

3.3.2 Tag 3

Fur alle geplanten Testsubstanzen werden Stammlésungen in der hochsten im Versuch
einzusetzenden Konzentration gemischt. Art des Losungsmittels und Loslichkeitsgrenze
werden den Herstellerangaben entnommen. Dies ist bis zu einer Konzentration von
1000 mmol/L mit allen Substanzen auf3er Squalen problemlos mdglich. Bei letzterem
wurden mehrere Losungsmittel und Konzentrationen ausprobiert, ohne dass die Bildung

von Mizellen verhindert werden konnte.

Die Substanzen werden abgewogen bzw. im Falle von Flussigkeiten mit der Pipette
aufgenommen, in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tberfihrt und anschlielRend bis zum
kalkulierten Zielvolumen aufgefillt. Gegebenenfalls werden die Loésungen vor weiterer

Verwendung nochmals mit Nalgene 0,2 uM Spritzenfilter (Nalge Nunc) steril filtriert.

Die Verdlinnungsreihen werden so geplant, dass in jedes Loch 4 uL Losung einpipettiert
werden. Fur Zielkonzentrationen von 4000 und 6000 pmol/L werden 8 bzw. 12 pL einer
1000 mmol/L-Stammlésung verwendet. Eine signifikante Beeintrachtigung der
Zellvitalitat konnte bei diesen Konzentrationen des Ldsungsmittels DMSO nicht
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beobachtet werden. Fir jede Stammldésung wird eine Reihe von Eppendorf-

ReaktionsgefalRen vorgelegt und mit entsprechenden Mengen Losungsmittel gefuillt.

Als Positivkontrolle dienen drei Locher mit Trinitrobenzolsulfonsdure (TNBS, Sigma-
Aldrich) in einer Konzentration von 100 pumol/L. Als Negativkontrolle wird das
Losungsmittel in den im Versuchsaufbau verwendeten Volumina einpipettiert. Tabelle
3-4 zeigt eine typische Anordnung der Kontrollen. Die Testsubstanzen werden nach
Pipettierschema aus den vorbereiteten Losungen einpipettiert. Die fertigen
12-Well-Platten werden erneut fur 48 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO

inkubiert.
Tabelle 3-4. Anordnung der Kontrollen auf einer
12-Well-Platte (Beispiel). Null- und Positivkontrollen
(TNBS) sind durch eine Spalte von leeren Feldern
getrennt, um die Ubertragung von kleinen Mengen
TNBS auf die Nullkontrollen zu vermeiden.
Null- Null-
kontrolle kontrolle (leer) TNBS
Null- Null-
kontrolle kontrolle (leer) TNBS
Null- Null-
kontrolle kontrolle (leer) TNBS
3.3.3 Tag 5

Die Zellsuspension in den 12-Well-Platten wird in beschriftete Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt und daraufhin bei 300 x g fir 4 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird

vorsichtig Uber dem Abflussbecken abdekantiert. Alle Rohrchen werden anschliel3end
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mit je 2 mL PBS befullt und nochmals mit denselben Einstellungen zentrifugiert und der
Uberstand abdekantiert. Dann werden die Proben erneut mit 2 mL PBS aufgefiillt,
zentrifugiert und abdekantiert. Das auf 37°C vorgewarmte FCS wird mit PBS im
Verhéaltnis 1:10 verdinnt. Die Zentrifugenréhrchen werden nun mit je 1 mL dieser

zehnprozentigen FCS-Losung aufgefullt, zentrifugiert und abdekantiert.

Nun werden 50 pL der zehnprozentigen FCS-LOsung in jedes Roéhrchen gegeben. Eine
Nullkontrolle wird mit 100 pL statt 50 pL beflllt, die Probe fur den Isotyp daraus
entnommen und in ein separates Zentrifugenrohrchen uberfihrt. Die Markierung des
Oberflachenantigens CD86 erfolgt durch 5 puL des Antikorpers PE Mouse Anti-Human
CD86 (BD) je Rohrchen. Der lIsotyp wird dabei ausgelassen. Die Proben werden

anschlieRend im Kiuhlschrank bei 4°C fur 30 Minuten inkubiert.

Alle Réhrchen werden mit je 1 mL zehnprozentiger FCS-L6sung aufgefillt, zentrifugiert
und abdekantiert. Diese Schritte werden anschliel3end noch einmal wiederholt. Dann
werden die Zellen in je 500 pL PBS resuspendiert und danach in alle Proben auf3er dem
Isotyp je 10 uL 7-AAD (BD) gegeben. Vor der Messung mit dem Durchflusszytometer

werden die Proben fir mindestens 10 Minuten inkubiert.

Zur Analyse der Proben wird das Programm CellQuest Pro (BD) verwendet. Anhand
des Isotyps werden die Einstellungen Uberprift und bei Bedarf angepasst. Alle Proben
werden vor der Messung mittels eines Vortex-Mixers vermischt. Proben mit niedriger
Zellviabilitdt oder geringer Zellzahl werden in der Regel nicht bis zum Erreichen der
geplanten Anzahl analysiert. Folgende Kriterien werden dabei fir einen frihzeitigen

Abbruch der Messung herangezogen:
- hoher Wert fur 7-AAD und

- das typische Bild im ,forward scatter/side scatter(FSC/SSC)-Dot Plot, bei dem

unterschiedliche Zellpopulationen nicht mehr voneinander abgrenzbar sind.

Sind diese beiden Anzeichen zu beobachten, wird die Messung vorzeitig abgebrochen.
Die daraus gewonnenen Daten sind in der Regel nicht verwertbar, da keine diskrete
Population von DCrC bestimmt werden kann.
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3.4 Datenanalyse

Die Analyse der Daten aus der Durchflusszytometrie erfolgt mit dem
Computerprogramm Flowing Software (Versionen 2.0.1 bis 2.4.0; Turku Centre for

Biotechnology, Finnland).

In der ersten Probe wird im FSC/SSC-Dot-Plot die Population der DCrC als Gate
ausgewahlt (siehe Abbildung 3-3). Von diesem Gate wird ein Dot-Plot mit 7-AAD auf der
X- und anti-CD86 auf der y-Achse erstellt. Die Zellpopulationen werden so unterteilt,
dass 7-AAD-negative und -positive Zellen in unterschiedlichen Quadranten liegen
(siehe Abbildung 3-4). Dann werden von jeder Probe statistische Merkmale in einer
Tabelle in Excel 2003 (Microsoft, Redmond, Washington, USA) notiert, darunter die Zahl
der DCrC, der Anteil der 7-AAD-negativen Zellen und die Mittelwerte fur anti-CD86 der
7-AAD-negativen Zellen. Aus den anti-CD86-Werten der Nullkontrollen wird ein
Mittelwert gebildet. Der geometrische Mittelwert jeder Probe wird bestimmt und mit dem
durchschnittlichen Wert der Nullkontrollen verglichen. Die Positivkontrollen werden auf
einen signifikanten Anstieg von CD86 und ausreichende Vitalitat Uberprift. Die CD86-
Expression und die Vitalitat von allen Proben werden dann in Diagrammen visualisiert

und mit den anderen Ergebnissen verglichen.
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Abbildung 3-3. Auswahl der DCrC-

Population im ,Dot-Plot. SSC: Side
scatter, FSC: Forward scatter.

Fur jede Testsubstanz werden die Ergebnisse aller Versuche in einer Excel-Tabelle
eingetragen. Der arithmetische Mittelwert fur alle relevanten Konzentrationen wird
berechnet und anschliel3end wird daraus je ein Liniendiagramm fur die anti-CD86- und
7-AAD-Werte erstellt. Die Anzahl unterschiedlicher PBMC-Spender, die jeder
Konzentration zugrunde liegen, ist in den Tabellen 4-2 bis 4-10 aufgelistet. Die
Fehlerbalken bilden die einfache Standardabweichung ab. Der Verlauf der CD86-
Expression wird als Grad der Abweichung von den Nullkontrollen beurteilt (im
Diagramm zum Vergleich als Kurve von y=1 visualisiert). Fur die 7-AAD-Diagramme

fungiert eine Zellvitalitat von 50 % als Vergleichsgrof3e (gestrichelte Linie).
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Abbildung 3-4. Unterteilung der DCrC-
Population in vitale Zellen (7-AAD-
negativ; links) und Zellen mit
Membranschaden (7-AAD-positiv,
rechts).
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4 Ergebnisse

Die initialen Versuche dienten der Abschatzung der Zytotoxizitat der Testsubstanzen.

Tabelle 4-1 zeigt diese ersten Annaherungswerte.

Tabelle 4-1. Zytotoxische Konzentrations-
bereiche der Testsubstanzen nach
Auswertung der Vorversuche. Als Kriterium
dient eine Reduktion des Anteils der vitalen
Zellen unter 50 %.

Substanz Schwelle zur Zytotoxizitat
Bernsteinsaure > 100 umol/L
Fumarsaure > 2000 pmol/L
Linolenséure < 10 pmol/L
Linolsaure 10 pmol/L
Maleinsaure > 2000 pmol/L
Octinol > 500 pmol/L
Olsaure 10 - 50 pmol/L
Squalen -*
Undecylensaure 500 - 1000 pmol/L
* Squalen kann nicht im Medium gelost
werden.

4.1 Grafische Darstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven

Im Folgenden ist der Verlauf der CD86-Expression und der Vitalitat in Abhangigkeit von
der Konzentration der Testsubstanzen abgebildet (Abbildungen 4-1 bis 4-9). Die
Darstellung erfolgt als Liniendiagramm der Mittelwerte aus verschiedenen Versuchen.
Die Fehlerbalken haben eine Gréf3e von je einer Standardabweichung nach oben und
unten. Die Vitalitat wird als Anteil der 7-AAD-negativen Zellen an der Gesamtheit aller
Zellen in Prozent dargestellt. Die Expression von CD86 wird im Vergleich zu den

Nullkontrollen angegeben.
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Die Testsubstanzen koénnen anhand ihres Einflusses auf die CD86-Expression in
mehrere Gruppen eingeteilt werden. Die ungeséattigten Fettsduren Linolsaure,
Linolens&ure, Olsaure und Arachidonsaure fiihren bereits bei niedrigen Konzentrationen
unter 10 umol/L zu einem CD86-Anstieg. Undecylensaure und Octinol zeigen einen
deutlichen, steten Anstieg des Oberflachenmarkers bei mittleren (100-1000 pmol/L),
Maleinsdure hingegen erst signifikant bei hoheren Konzentrationen (ab ca.
1000 pmol/L). Die Induktion von CD86 kann im Allgemeinen bei Konzentrationen
beobachtet werden, die noch keine ausgepragte Zytotoxizitat bewirken. Bei
Bernsteinsaure ergibt sich keine relevante Veranderung von CD86 und bei Fumarsaure

lediglich eine geringfugige Steigerung bei einer Konzentration von 2000 pumol/L.

Als einzige der zehn untersuchten Substanzen zeigt Squalen eine mangelnde
Loslichkeit. Jeweils am flnften Tag eines Versuchs sind ab Konzentrationen von
10 pmol/L Mizellen in dem Medium der Kokultur mit bloRem Auge erkennbar. Die
Verwendung verschiedener Lésungsmittel (DMSO, Ethanol und Methanol) erbrachte
keine bessere Loslichkeit. Bei unseren Untersuchungen fuhrte keine Konzentration zu

einer relevanten Veréanderung von CD86 oder Vitalitat gegentber den Nullkontrollen.

Linolsaure ist eine Substanz, die bei geringen Konzentrationen eine Wirkung auf CD86
zeigt. Dieser Biomarker steigt stetig bis auf das 3,3-fache der Nullkontrollen bei
10 pmol/L an. Hierbei ist die Vitalitat bereits auf unter 50 % erniedrigt und sinkt bei
15 pmol/L weiter ab auf 15 % (siehe Abbildung 4-1 und Tabelle 4-2).
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relative CD86-Expression

Konzentration (umol/L)

15

100 -

Vitalitat (%)

5

10

Konzentration (umol/L)

15

Abbildung 4-1. Linols&ure. Die obere Kurve demonstriert die Expression von CD86 im
Vergleich zu den Nullkontrollen. Die untere Kurve bildet die Vitalitat der Zellen ab. Die
Datenpunkte basieren auf den Mittelwerten der untersuchten Proben. Die Fehlerbalken
entsprechen je einer Standardabweichung.

Tabelle 4-2. Anzahl der Messwerte und PBMC-Spender, die jedem in Abbildung 4-1
dargestellten Wert zugrunde liegen.
Konzentration Anzahl Anzahl Anzahl Anzah|
; . PBMC- PBMC-
Linolsdure  Messwerte Spender Me;svyerte Spender
(umol/L) (CD86) (CDS6) (Vitalitat) (Vitalitat)
2 8 3 8 3
5 8 3 8 3
10 5 3 9 3
15 5 3 6 3
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Bei der Untersuchung von Olsaure ist CD86 bereits bei der niedrigsten getesteten
Konzentration von 2 umol/L sichtbar erhoht. Die gré3te Induktion ist bei 10 pmol/L zu
beobachten und erreicht Uber das Doppelte des Ausganswertes. Eine signifikante
Beeintrachtigung der Zellvitalitat stellt sich zwischen 10 und 25 pmol/L ein (siehe
Abbildung 4-2 und Tabelle 4-3).
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Abbildung 4-2. Olsaure. Die obere Kurve demonstriert die Expression von CD86 im
Vergleich zu den Nullkontrollen. Die untere Kurve bildet die Vitalitat der Zellen ab. Die
Datenpunkte basieren auf den Mittelwerten der untersuchten Proben. Die Fehlerbalken
entsprechen je einer Standardabweichung.

Tabelle 4-3. Anzahl der Messwerte und PBMC-Spender, die jedem in Abbildung 4-2
dargestellten Wert zugrunde liegen.
Konzentration Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
o PBMC- PBMC-
Olsdure  Messwerte Spender Me;svyerte Spender
(umol/L) (CD86) (CDS6) (Vitalitat) (Vitalitat)
2 6 3 6 3
5 6 3 6 3
10 6 3 6 3
25 2 1 6 3
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Auch bei Linolensaure findet sich ein weitestgehend kontinuierlicher Anstieg von CD86
bis zum Maximum auf das 3,9-fache der Nullkontrollen bei einer Konzentration von
12,5 pmol/L. In diesem Bereich ist die Vitalitat der Zellen bereits auf 50 % reduziert und
sinkt bei 15 umol/L auf 1 % ab (siehe Abbildung 4-3 und Tabelle 4-4).
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Abbildung 4-3. Linolenséaure. Die obere Kurve demonstriert die Expression von CD86
im Vergleich zu den Nullkontrollen. Die untere Kurve bildet die Vitalitdt der Zellen ab.
Die Datenpunkte basieren auf den Mittelwerten der untersuchten Proben. Die
Fehlerbalken entsprechen je einer Standardabweichung. Bei 15 pmol/L konnte CD86
aufgrund der niedrigen Vitalitat nicht bestimmt werden.

Tabelle 4-4. Anzahl der Messwerte und PBMC-Spender, die jedem in Abbildung 4-3
dargestellten Wert zugrunde liegen.
Konzentration Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
. . PBMC- PBMC-
Linolensdure = Messwerte Spender Me_ssvygrte Spender
(umol/L) (CD86) (CD86) (Vitalitat) (Vitalitat)
1 6 3 6 3
2 6 3 6 3
5 7 3 7 3
7,5 5 2 5 2
10 5 2 7 3
12,5 5 2 5 2
15 0 0 6 3
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Undecylensaure demonstriert in Konzentrationen zwischen 100 und 1250 pumol/L eine
Kurve mit stetigem Anstieg des CD86-Oberflachenmarkers bis zum Maximum einer
mehr als dreifachen Expression im Vergleich zu den Nullkontrollen bei 500 pmol/L. Bei
einer Konzentration von 1000 pmol/L sinkt die Vitalitdt der Zellen unter 50 % (siehe
Abbildung 4-4 und Tabelle 4-5).
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Abbildung 4-4. Undecylensaure. Die obere Kurve demonstriert die Expression von
CD86 im Vergleich zu den Nullkontrollen. Die untere Kurve bildet die Vitalitat der Zellen
ab. Die Datenpunkte basieren auf den Mittelwerten der untersuchten Proben. Die
Fehlerbalken entsprechen je einer Standardabweichung. Bei 1250 umol/L konnte CD86
aufgrund der niedrigen Vitalitat nicht bestimmt werden.

Tabelle 4-5. Anzahl der Messwerte und PBMC-Spender, die jedem in Abbildung 4-4
dargestellten Wert zugrunde liegen.
. Anzahl Anzahl
Konzentration Anzahl Anzahl
. PBMC- PBMC-
Undecylensaure Messwerte Spender Me_ssvyerte Spender
(umol/L) (CD86) (CDS6) (Vitalitat) (Vitalitat)
100 6 3 6 3
250 4 2 4 2
500 9 4 9 4
750 4 2 4 2
1000 2 1 8 4
1250 0 0 4 2
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Octinol fuhrt bereits bei einer Konzentration von 250 ymol/L zu einem Anstieg von
CD86 auf das 1,7-fache im Vergleich zu den Nullkontrollen. Der hochste Wert (Induktion
auf das 3,7-fache) wird bei 2000 umol/L erreicht, wobei die Vitalitat der Zellen hier
bereits unter 50 % liegt (siehe Abbildung 4-5 und Tabelle 4-6).
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Abbildung 4-5. Octinol. Die obere Kurve demonstriert die Expression von CD86 im
Vergleich zu den Nullkontrollen. Die untere Kurve bildet die Vitalitat der Zellen ab. Die
Datenpunkte basieren auf den Mittelwerten der untersuchten Proben. Die Fehlerbalken
entsprechen je einer Standardabweichung.

Tabelle 4-6. Anzahl der Messwerte und PBMC-Spender, die jedem in Abbildung 4-5
dargestellten Wert zugrunde liegen.
Konzentration Anzahl Anzahl Anzahl Anzah
) PBMC- PBMC-
Octinol  Messwerte Spender Me_ssvygrte Spender
(umol/L) (CD86) (CD86) (Vitalitat) (Vitalitat)
50 8 4 8 4
100 8 4 8 4
250 6 3 6 3
500 9 4 9 4
1000 7 3 7 3
2000 4 2 4 2

46



Bei Maleinsaure ist erst ab 2000 pmol/l eine Induktion von CD86 auf das 1,9-fache der
Nullkontrollen zu beobachten. Bei 4000 pumol/L wird das Maximum (2,8-fache
Expression) erreicht. Die Vitalitat ist hier bereits teilweise erniedrigt, sinkt aber erst bei
6000 pmol/L unter 50 % (siehe Abbildung 4-6 und Tabelle 4-7).
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Abbildung 4-6. Maleinsé&ure. Die obere Kurve demonstriert die Expression von CD86
im Vergleich zu den Nullkontrollen. Die untere Kurve bildet die Vitalitdt der Zellen ab.
Die Datenpunkte basieren auf den Mittelwerten der untersuchten Proben. Die
Fehlerbalken entsprechen je einer Standardabweichung.

Tabelle 4-7. Anzahl der Messwerte und PBMC-Spender, die jedem in Abbildung 4-6
dargestellten Wert zugrunde liegen.
Konzentration Anzahl Anzahl Anzahl Anzah|
L PBMC- PBMC-
Maleinsaure  Messwerte Spender Me§svy§rte Spender
(umol/L) (CD86) (CD86) (Vitalitat) (Vitalitat)
100 4 2 4 2
500 8 3 8 3
1000 8 3 8 3
2000 10 4 10 4
4000 8 3 8 3
6000 4 2 8 3
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Die Expression von CD86 bei Untersuchung von Fumarséaure zeigt lediglich bei einer
Konzentration von 2000 umol/L eine geringfugige Erhohung auf das 1,3-fache der
Nullkontrollen. Die Vitalitdt der Zellen nimmt beginnend bei Konzentrationen von
500 pmol/L stetig ab und sinkt bei 4000 pmol/L unter 50 % (siehe Abbildung 4-7 und

Tabelle 4-8).
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Abbildung 4-7. Fumarsaure. Die obere Kurve demonstriert die Expression von CD86
im Vergleich zu den Nullkontrollen. Die untere Kurve bildet die Vitalitdt der Zellen ab.
Die Fehlerbalken entsprechen je einer Standardabweichung. Die Datenpunkte basieren
auf den Mittelwerten der untersuchten Proben. Bei 6000 pumol/L konnte CD86 aufgrund
der niedrigen Vitalitat nicht bestimmt werden.

Tabelle 4-8. Anzahl der Messwerte und PBMC-Spender, die jedem in Abbildung 4-7
dargestellten Wert zugrunde liegen.
Konzentration Anzahl Anzahl Anzahl Anzah
. PBMC- PBMC-
Fumarsaure = Messwerte Spender Me_ssvygrte Spender
(umol/L) (CD86) (CD86) (Vitalitat) (Vitalitat)
200 4 2 4 2
500 4 2 4 2
1000 4 2 4 2
2000 6 3 6 3
4000 2 1 4 2
6000 0 0 2 1
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Bernsteinsdure kann in keiner Konzentration eine deutliche Steigerung der CD86-
Expression erreichen. Die mittleren Werte fir CD86 liegen zwischen dem 0,9- und dem
1,2-fachen der Nullkontrollen. Die Vitalitat der Zellen fallt zwischen Konzentrationen von

2000 und 6000 pmol/L ab (siehe Abbildung 4-8 und Tabelle 4-9).
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Abbildung 4-8. Bernsteinsaure. Die obere Kurve demonstriert die Expression von
CD86 im Vergleich zu den Nullkontrollen. Die untere Kurve bildet die Vitalitat der Zellen
ab. Die Datenpunkte basieren auf den Mittelwerten der untersuchten Proben. Die
Fehlerbalken entsprechen je einer Standardabweichung. Bei 6000 pmol/L konnte CD86
aufgrund der niedrigen Vitalitat nicht bestimmt werden.

Tabelle 4-9. Anzahl der Messwerte und PBMC-Spender, die jedem in Abbildung 4-8
dargestellten Wert zugrunde liegen.
Konzentration Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
o PBMC- PBMC-
Bernsteinsaure  Messwerte Spender Me_ssvygrte Spender
(umol/L) (CD86) (CD86) (Vitalitat) (Vitalitat)
100 4 2 4 2
200 4 2 4 2
2000 6 3 6 3
4000 6 3 6 3
6000 0 0 4 2

52



In Ergdnzung zu den Substanzen aus Kreiling et al. (2008) wurde Arachidonséaure in
das Repertoire der Testsubstanzen aufgenommen. Diese Chemikalie zeigt in der
niedrigsten getesteten Konzentration von 2,5 pumol/L einen Anstieg der CD86-
Expression auf das 2,5-fache der Nullkontrollen. Bei einer Konzentration von 5 pmol/L
wird die hoéchste Induktion auf das Dreifache gemessen. Hohere Konzentrationen
erweisen sich als ausgepragt zytotoxisch. Die Vitalitat der Zellen ist jedoch bereits bei
den Konzentrationen 2,5 und 5 pumol/L beeintrachtigt auf 68 bis 75 % (siehe
Abbildung 4-9 und Tabelle 4-10).

Arachidonsaure wurde nur in einem Versuch getestet. Dabei fuhrte sie zur Induktion
von CD86 und Zytotoxizitat bei noch niedrigeren Konzentrationen als die biochemisch

verwandten Substanzen Olsaure, Linolsaure und Linolensaure.
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Abbildung 4-9. Arachidonséaure. Die obere Kurve demonstriert die Expression von
CD86 im Vergleich zu den Nullkontrollen. Die untere Kurve bildet die Vitalitat der Zellen
ab. Die gemessenen Werte stammen von einem PBMC-Spender. Die Datenpunkte
basieren auf den Mittelwerten der untersuchten Proben. Aufgrund der niedrigen
Stichprobenzahl wird bei Arachidonsaure auf die Abbildung der Standardabweichung
als Fehlerbalken verzichtet.

Tabelle 4-10. Anzahl der Messwerte und PBMC-Spender, die jedem in
Abbildung 4-9 dargestellten Wert zugrunde liegen.
Konzentration Anzahl Anzahl Anzahl Anzah|
. .. PBMC- PBMC-
Arachidonsaure  Messwerte Spender Me_ssvyg_rte Spender
(umol/L) (CD86) (CD86) (Vitalitat) (Vitalitat)
2,5 2 1 2 1
5 2 1 2 1
10 1 1 2 1
25 1 1 2 1
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4.2 Quantifizierung des sensibilisierenden und irritierenden Potenzials
mittels ECso und ECsqe

Fur den Vergleich der Resultate sollen im Folgenden die Konzentrationen verwendet
werden, die zur Halfte des maximalen CD86-Anstiegs (ECso) bzw. zur Reduktion der
Vitalitat um 50 % fihren (ECsoy%). Die Berechnung der Konzentrationen erfolgt anhand
der Messwerte der nachstniedrigeren und —héheren Konzentrationen. Abbildung 4-10

vergleicht die Testsubstanzen anhand dieser Werte.
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Abbildung 4-10. Konzentrationen der Testsubstanzen, die zu einem halbmaximalen
Anstieg von CD86 (ECsp) und Verminderung der Vitalitat um 50 % fuhren (ECsoy). Die
Darstellung erfolgt auf einer logarithmischen Skala. Squalen ist nicht aufgefihrt, da die
mangelnde Ldslichkeit keine Auswertung erlaubt.

* Fumarséure fuhrt nur in einer Konzentration von 2000 pmol/L zu einem
geringgradigen Anstieg der CD86-Expression.

** Bernsteinsaure zeigt keinen signifikanten Anstieg von CD86.
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5 Diskussion

5.1 Vergleich mit den Ergebnissen im GPMT und LLNA

Von den zehn mit dem LCSA untersuchten Substanzen konnten bei allen aulRer
Squalen die CD86-Expression und die Vitalitat bei verschiedenen Konzentrationen
getroffen werden. Sieben Substanzen demonstrieren einen Anstieg von CD86 auf tber

das 1,5-fache der Nullkontrollen.

Bei Arachidonsaure, Olsaure, Linolsdure und Linolensaure kann ein Anstieg von CD86
bei niedrigen Konzentrationen beobachtet werden (ECso zwischen 2 und 10 pmol/L).
Signifikante Zytotoxizitat stellt sich bei héheren Konzentrationen ein. Die ECsoo-Werte

fur Irritation liegen zwischen 7 (Arachidonsaure) und 19 pmol/L (Olsaure).

Fur Undecylensaure, Octinol und Maleinsaure liegen die erhobenen Werte fur ECsg (247,
1002 und 1983 pumol/L) und ECsp, (851, 1858 und 5053 pmol/L) bei hdheren

Konzentrationen.

Bernsteinsdure konnte in keiner Konzentration bis zum zytotoxischen Bereich bei
6000 umol/L einen signifikanten, reproduzierbaren Anstieg von CD86 auslésen. Der
Mittelwert von CD86 steigt nicht Gber das 1,25-fache der Nullkontrollen. Der ECsoq, liegt
bei den hdchsten Konzentrationen aller Substanzen (4667 pmol/L).

Fumarsaure demonstriert bei einer Konzentration von 2000 pmol/L einen
geringgradigen Anstieg der CD86-Expression auf das 1,35-fache. Die restlichen
Konzentrationen fihren nicht zu einer relevanten Veranderung von CD86. Der ECsg
betragt 3059 pumol/L.

In den Tabellen 5-1 und 5-2, sowie der Abbildung 5-1 sind die Resultate des LCSA zum
Vergleich mit dem GPMT und dem LLNA aufgefihrt (Kreiling et al. 2008). Von den acht
Substanzen, die sowohl im LCSA als auch im GPMT untersucht worden sind, stimmen
nur die Resultate fur Olsaure zwischen den Versuchsmethoden nicht tberein. Diese
Substanz ergibt im LCSA ein positives, im GPMT ein negatives Ergebnis. Linolsaure

konnte im GPMT aufgrund von mehreren positiven Reaktionen in der Kontrollgruppe
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nicht untersucht werden (Kreiling et al. 2008). Squalen ist im LCSA aufgrund
mangelnder Loslichkeit nicht beurteilbar. Arachidonsédure und Linolensaure sind im
GPMT nicht untersucht worden. Insgesamt ergibt die Untersuchung der ungesattigten
Verbindungen im LCSA einen hohen Grad an Ubereinstimmung mit dem GPMT, wenn
nur Substanzen mit einem ECsp unter 1000 umol/L als potenziell sensibilisierend
eingestuft werden. Eine Diskrepanz zwischen den Ergebnissen beider
Versuchsmethoden liegt bei Olsdure vor. Wahrend im GPMT nur 2 von 10
Versuchstieren Reaktionen zeigen, fihren im LCSA bereits Konzentrationen von unter
10 pmol/L zu deutlicher Induktion der CD86-Expression (Kreiling et al. 2008).

Im Vergleich mit dem LLNA (Kreiling et al. 2008) fuhren die ungesattigten Fettsauren
Olsaure, Linolsdure und Linolensaure sowohl zu einer starken Stimulation der
Lymphknoten im LLNA, als auch zu einem Anstieg von CD86 bei bereits geringen
Konzentrationen im LCSA. Bernsteinsdure und Fumarsaure erreichen im LLNA nur
Stimulationsindizes (SI) von 1,3 bzw. 2,3 (Kreiling et al. 2008) und vermdgen CD86 im
LCSA nicht signifikant zu induzieren. Undecylensaure stimuliert die Immunzelle in
beiden Versuchen, jedoch in geringerem MalRRe als die anderen ungesattigten
Fettsduren. Abbildung 5-1 |asst die Diskrepanz zwischen den beiden
Versuchsmethoden bei Octinol und Maleinsaure erkennen. Diese beiden Substanzen
bewirken erst in hohen Konzentrationen einen Anstieg von CD86 im LCSA (ECsp: 1002
bzw. 1983 umol/L). Im LLNA hingegen erweist sich Maleinsdure als die Substanz,
welche zur starksten Stimulation der Lymphknoten fuhrt (SI: 16,1; Kreiling et al. 2008).
Der Effekt von Octinol liegt nur geringfligig darunter (Sl: 11,2).
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Tabelle 5-1. Vergleich der Ergebnisse im LCSA, LLNA und GPMT (Kreiling et al.

2008).
LCSA (ECso LLNA*

Testsubstanzen in umol/L) Sl EC3 (in %) GPMT**
Arachidonsaure 2 - nicht untersucht -
Linolsaure 3 9,1 14,1 nicht beurteilbar***
Olsaure 5 14,9 10,5 2/10
Linolenséaure 10 10,3 9,5 nicht untersucht****
Undecylensaure 247 4.4 19,4 4/10
Octinol 1002 11,2 4,3 0/10
Maleinsaure 1983 16,1 3,5 0/10
Fumarsaure**++* (1514) 2,3 - 0/10
Bernsteinsaure - 1,3 - 0/10
Squalen nicht lgslich 8,2 7,1 2/10
Sl Maximale Lymphknotenstimulation im LLNA im Vergleich zur Gruppe der

Negativkontrollen.
EC3: Nachtraglich kalkulierte Konzentration, die im LLNA rechnerisch zu einem

*

*%*

*k%k

*kkk

*kkkk

Anstieg der Lymphknotenstimulation auf das Dreifache fuhrt.

Resultate im LLNA werden als positiv erachtet, wenn ein Stimulationsindex
(SI) von mindestens 3 erreicht wird (Kreiling et al. 2008).

Resultate im GPMT werden als positiv erachtet, wenn bei mindestens 3 von
10 Versuchstieren reproduzierbare Hautreaktionen nachweisbar sind (Kreiling
et al. 2008).

Resultate fur Linols&ure nicht auswertbar, da viele positive Reaktionen in der
Kontrollgruppe (Kreiling et al. 2008).

Fur Linolensaure konnte in der Studie von Kreiling et al. (2008) aus
technischen Griinden kein Re-Challenge durchgefiihrt werden.

Fumarsaure fuhrt im LCSA nur in einer Konzentration (2000 pmol/L) zu einem
geringgradigen Anstieg der CD86-Expression.
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Tabelle 5-2. Theoretische Kategorisierung der Testsubstanzen nach den
Ergebnissen im LCSA, LLNA und GPMT. Vergleiche dazu Kreiling et al.
2008. Fur den LCSA werden hier nur Ergebnisse mit einem ECs, unter

1000 pmol/L als positiv bewertet.

Testsubstanzen LCSA LLNA

GPMT

Arachidonsaure + nicht untersucht
Linolsaure + +
Olsaure +

Linolensaure +
Undecylensaure +
Octinol -
Maleinsaure --*
Fumarsaure --* -
Bernsteinsaure -- -
Squalen nicht beurteilbar +

+ + + + +

nicht untersucht
nicht beurteilbar

nicht untersucht

+  positiv
--  negativ

*  Die ECso-Werte von Octinol, Maleinsaure und Fumarsaure liegen tber
1000 pmol/L (1002, 1983 bzw. 1514 uymol/L) und werden hier daher als

negativ gewertet.

60



mLCSA 1/EC50
BLLNA 1/EC3
OLLNA S1/100

Abbildung 5-1. Grafischer Vergleich des ermittelten Sensibilisierungspotenzials von
sechs der zehn Testsubstanzen im LCSA und LLNA. Hierbei zeigt sich eine
Diskrepanz zwischen beiden Versuchsmethoden bei Octinol und Maleinsaure, sowie
in geringerem Mal3e bei Octinol. Zur Darstellung werden die Kehrwerte des ECsg
(LCSA) und EC3 (LLNA) sowie der hundertste Teil des SI (LLNA) verwendet. Die
Balkengrof3e basiert auf einer logarithmischen Skala.
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5.2 Diskussion der Substanzen

Die vier ungesattigten Fettsduren Arachidonsaure, Linolsaure, Linolenséure und
Olsaure demonstrieren in den hier vorliegenden Untersuchungen gréReres Potenzial
zur Induktion von CD86 und Zytotoxizitat als die anderen Testsubstanzen. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen im LLNA, in dem eine deutliche Stimulation der
Lymphknoten beobachtet werden kann (Kreiling et al. 2008). Im GPMT konnten keine
Ergebnisse zu Linolsdure und Linolensaure gewonnen werden (siehe Tabelle 5-1), so
dass Olsaure die einzige der Fettsauren ist, zu der Daten aus dem GPMT vorliegen
(Kreiling et al. 2008). Linolsaure konnte bei der genannten Studie nicht untersucht
werden, da es zu vermehrten positiven Reaktionen in der Kontrollgruppe kam. Hier
zeigte sich im Tierversuch eine Stéranfalligkeit, die die Gewinnung von verwertbaren
Resultaten verhinderte. Bei den Versuchen mit Linolensaure im GPMT konnte aus
technischen Grinden kein Re-Challenge durchgefuhrt werden (Kreiling et al. 2008).
Olsaure wiederum filhrte bei zwei von zehn Versuchstieren zu reproduzierbaren
Hauterscheinungen, wéahrend fir eine Bewertung als ,sensibilisierend“ Reaktionen bei
mindestens 30 % der Versuchstiere benotigt werden (OECD 1992b).

Ungesattigte Fettsduren spielen eine wichtige Rolle bei Entziindungsreaktionen. So
hemmen mit der Nahrung aufgenommene Q-3-Fettsauren (zum Beispiel in Fischol) die
Entzindungsaktivitdt, worauf die gesundheitsfordernde Wirkung zurickgefihrt wird
(Rangel-Huerta et al. 2012). Fettsduren beeinflussen das inflammatorische Geschehen
auf verschiedenen Wegen. Sie sind metabolische Vorlaufer der Eicosanoide
(Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene), verandern die Zusammensetzung und
Eigenschaften der Zellmembranen (einschliel3lich der Oberflachenmolekile), und
modulieren Uber die sogenannten Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR)
die Genexpression (Zurier 1993; Hwang 2000). Des Weiteren sind sie in der Lage die
Proteinkinase C zu aktivieren (Murakami und Routtenberg 1985) und Uben Einfluss auf
die monozytare Sekretion von Zytokinen aus (Baldie et al. 1993). Auch die Hemmung
des entziindungsfordernden Transkriptionsfaktors NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-

chain-enhancer' of activated B-cells) ist beschrieben worden (Draper et al. 2011).
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Physiologisch koénnen diese ungesattigten Fettsauren in Phospholipiden der
Zellmembranen gefunden werden (Khaw et al. 2012). Durch Phospholipasen werden
sie aus der Zellmembran freigesetzt und dienen als Vorlaufer fir Eicosanoide (Alvarez
et al. 2010). Je nachdem welche Fettsauren von den Zellen verwendet werden
entscheidet sich, welche Eicosanoide resultieren und ob die inflammatorische oder anti-
inflammatorische Wirkung Uberwiegt. Ein Zusammenhang zwischen der Aktivitat der
Cyclooxygenase 2 (COX-2) und der Expression von CD86 dendritischer Zellen wird
angenommen (Lambrechts et al. 2011). Dabei ist zu bedenken, dass der Metabolismus
von Eicosanoiden in dendritischen Zellen noch wenig untersucht worden ist (Peters-
Golden et al. 2005).

In unseren Untersuchungen fuhrten vier der ungesattigten Fettsauren zu Induktion von
CD86 und Zytotoxizitat bei den niedrigsten Konzentrationen aller hier getesteten
Substanzen. Dabei ist unklar, in welchem Mal3e eine vermehrte Synthese von
Eicosanoiden eine Rolle spielt, oder ob Veranderungen der Zellmembranen bzw. der
Genexpression mittels Aktivierung von PPAR hauptsachlich verantwortlich sind. Die
Rolle der Kohlenstoff-Doppelbindungen bleibt dabei unklar. Ein Effekt auf die
Zellmembranen, zum Beispiel mittels Beeinflussung der sogenannten lipid rafts®, ist
denkbar. Es handelt sich bei diesen um nanometergroBe Ansammlungen von
Cholesterol und Sphingolipiden, die fiir Rezeptormolekile und die Fluiditat der
Zellmembranen von Bedeutung sind (Shaikh 2012). Weitere Untersuchungen, zum
Beispiel der Konzentrationen von Prostaglandinen oder anderen Eicosanoiden, kdnnten
hier auf Basis des LCSA angestrebt werden, um den Zusammenhang zwischen

ungesattigten Fettsdauren und der Expression von CD86 aufzuklaren.

Bei einer Literaturrecherche mit der Literaturdatenbank PubMed konnten keine Berichte
Uber Sensibilisierung durch die hier verwendeten Fettsauren gefunden werden
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/ - Zugriff am 04.05.2013). Die irritative Wirkung
bei Hautapplikation dieser Fettsduren ist bekannt (Ben-Shabat et al. 2007; Stillman et al.
1975).

Neben den Substanzen, die von Kreiling et al. (2008) im LLNA und GPMT untersucht
worden sind, wurde im LCSA zusatzlich Arachidonsaure in die Untersuchungen

aufgenommen. Die ihr verwandten ungeséttigten Fettsduren Olsaure, Linolsdure und
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Linolensaure zeigen Auswirkungen im LCSA auf CD86-Expression und Vitalitdt bei
niedrigeren Konzentrationen als andere untersuchte Substanzen. Bisher sind keine
Untersuchungen von Arachidonsédure mit dem LLNA oder GPMT publiziert worden
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ - Zugriff am 04.05.2013). Die Wirkungen
hinsichtlich Induktion der CD86-Expression und Irritation liegen im gleichen
Konzentrationsbereich wie bei Ols&aure, Linolsdure und Linolensaure. Die kalkulierten
Werte fur ECsp und ECsoy, liegen mit 2 bzw. 7 pmol/L unterhalb der anderen Substanzen.
Arachidonsaure ist der potenteste Induktor von CD86 und Zytotoxizitat im LCSA unter

den Testsubstanzen.

In unseren Untersuchungen erreicht Linolsdure die zweitniedrigsten ECso- und ECsgo-
Werte nach Arachidonsaure. Im LLNA ist die Wirkung mit einem Sl von 9,1 und einem
EC3 von 14,1 % schwacher als die von Linolensaure und Olsaure (Kreiling et al. 2008).
Die Untersuchungen im GPMT konnten nicht ausgewertet werden, da es zu einer
hohen Zahl von positiven Reaktionen in der Kontrollgruppe gekommen ist. Linolséure ist
starker irritativ als Olsaure und Linolensdure (Ben-Shabat et al. 2007; Stillman et al.
1975).

Von den hier untersuchten ungesattigten Fettsauren ergibt sich fur Linolensaure ein
ECso von 10 umol/L. Dieser liegt hoher als der von Arachidonsaure, Linolsaure und
Olsaure, aber mit Abstand unterhalb der anderen Testsubstanzen. Im LLNA erreicht
Linolensaure den niedrigsten EC3 (9,5 %) aller ungesattigten Fettsauren (Kreiling et al.
2008). Der SI liegt mit 10,3 zwischen Olsaure und Linolsaure. Im GPMT konnten aus

technischen Grunden kein Re-Challenge durchgefiihrt werden (Kreiling et al. 2008).

Linolensaure ist eine essenzielle Q-3-Fettsaure (Stark et al. 2008). Fur diese Gruppe
von Fettsduren wird eine antiinflammatorische Wirkung und Verminderung des Risikos
fur kardiovaskulare Erkrankungen angenommen (Allayee et al. 2009). Andere
Untersuchungen haben eine Verminderung von CD86 durch die Q-3-Fettsduren
Eicosapentaensaure und Docosahexaensdure in einer Kultur von humanen
dendritischen Zellen (Wang et al. 2007) und eine Verhinderung der Hochregulierung
von CD86 durch Docosahexaensaure in dendritischen Zellen aus dem Knochenmark
von Mausen ergeben (Kong et al. 2010). Moglicherweise fuhrt Linolensdure hier zu

einer von den anderen Q-3-Fettsduren (Eicosapentaensaure bzw. Docosahexaensaure)
64



verschiedenen Wirkung. Auch gibt es Hinweise, dass Linolensdure moglicherweise
nicht dieselben gunstigen Wirkungen fur Herz und Kreislauf wie andere Q-3-Fettsauren
hervorruft (Wang et al. 2006). Diese Einschatzung ist jedoch nicht unumstritten
(Mozaffarian 2005; Pan et al. 2012).

Im LLNA ist Olsaure in der Lage, mit einem maximalen Sl von 14,9 die zweitstarkste
Stimulation der Lymphknotenzellen nach Maleinsaure auszuldésen (Kreiling et al. 2008).
Der kalkulierte EC3 liegt bei 10,5 %. Im GPMT ist eine Hautreaktion jedoch nur in zwei
von zehn Meerschweinchen reproduzierbar. Im LCSA wird ein deutlicher Anstieg von
CD86 bei niedrigen Konzentrationen gemessen (ECsp: 5 pmol/L).

Undecylensaure ist die einzige der untersuchten Substanzen, die in allen drei
Testverfahren ein positives Ergebnis vorweist. Sie ist die einzige positive Substanz im
GPMT mit reproduzierbaren Hautreaktionen bei vier von zehn Meerschweinchen
(Kreiling et al. 2008; siehe Tabelle 5-1). Im LLNA zeigt sie die schwéchste aller positiven
Reaktionen (SI: 4,4 und EC3: 19,4 %). Im LCSA steigt der Oberflachenmarker CD86
erst bei Konzentrationen an, die deutlich Gber denen der anderen ungesattigten

Fettsauren liegen (ECso: 247 pmol/L).

Undecylensaure ist eine einfach ungesattigte Fettsaure, die aus Rizinusdl gewonnen
wird. Sie ist Bestandteil von verschiedenen Kosmetikprodukten, einschlie3lich Anti-
Schuppen Shampoos. Undecylensaure wird auch zur Behandlung kutaner
Pilzinfektionen und Onychomykosen verwendet (Chretien et al. 1980; Rehder und
Nguyen 2008). Hautirritative Eigenschaften von Undecylensaure sind dokumentiert
worden (Pappinen et al. 2005). Des Weiteren wurden vereinzelte Falle von allergischer
Kontaktdermatitis beschrieben (Anguita et al. 2002; Gelfarb und Leider 1960).

Octinol und Maleinséure fiilhren im LLNA zu einer ausgepragten Stimulation der
Lymphknoten (SI: 11,2 bzw. 16,1). Die entsprechenden EC3-Konzentrationen liegen bei
4,3 bzw. 3,5 % (Kreiling et al 2008). Im GPMT konnten jedoch bei keinem der
Versuchstiere Hautreaktionen ausgeldst werden. Im LCSA wurde zwar ein Anstieg von
CD86 beobachtet, der jedoch erst bei hoheren Konzentrationen zum Tragen kommt
(ECso Uber 1000 pmol/L). Dabei bleibt offen, ob diese invitro hergestellten
Konzentrationen in der menschlichen Haut bei den Ublichen Expositionen tberhaupt
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erreicht werden koénnen. Die Tatsache, dass eine Sensibilisierung erst unter hohen
Konzentrationen eintritt, konnte fur die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen LLNA
und GPMT verantwortlich sein (siehe Tabelle 5-1 und Abbildung 5-1; Kreiling et al.
2008). Im Vergleich mit den Ergebnissen im GPMT und LCSA erscheint es moglich,

dass Octinol und Maleinsaure im LLNA falsch-positiv sind.

Fumarsaure und Bernsteinsdure sind als einzige der Testsubstanzen in allen drei
Testverfahren negativ. Im LLNA werden nur Sl von 2,3 bzw. 1,3 erreicht (Kreiling et al.
2008). Im GPMT kann mit keiner der beiden Substanzen eine Hautreaktion ausgeldst
werden. Ebenso zeigt sich im LCSA kein signifikanter, reproduzierbarer Anstieg von
CD86. Lediglich Fumarsaure zeigt bei einer Konzentration (2000 umol/L) einen

geringgradigen Anstieg der CD86-Expression auf das 1,35-fache (siehe Abbildung 4-7).

Squalen ist im LLNA positiv (SI: 8,2 und EC3: 7,1 %), fuhrt im GPMT aber nur bei zwei
von zehn Versuchstieren zu reproduzierbaren Hautreaktionen (Kreiling et al. 2008). Im
LCSA kann diese Substanz mangels Loslichkeit im Medium nicht untersucht werden.
Auch die Verwendung verschiedener Losungsmittel konnte hier keine Abhilfe schaffen.

Squalen kommt in Nahrungsmitteln vor, zum Beispiel in Olivendl (Newmark 1997) und
wird als Adjuvans fur Impfstoffe angewendet (zum Beispiel in MF59). Untersuchungen

im Patch-Test konnten keine Sensibilisierung hervorrufen (Anonym 1982).

5.3 Korrelation von ECs¢ & ECsqe

Untersuchungen von Textilfarbstoffen im LCSA haben keine Korrelation zwischen dem
Anstieg von CD86 und der Zytotoxizitat ergeben (Sonnenburg et al. 2012). Bei den
Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung kann jedoch festgestellt werden, dass die
Zytotoxizitdt der CD86-induzierenden Substanzen mit erhéhten CD86-Werten korreliert
(siehe Abbildungen 4-1 bis 4-9).
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5.4 Limitationen des LCSA

Bei der Durchfuihrung und Auswertung des LCSA missen einige Limitationen beachtet
werden. Speziell betreffen diese die Wahl des Biomarkers, die Ldslichkeit der

Testsubstanzen und die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die in vivo-Situation.

Als Biomarker fur das Sensibilisierungspotenzial wird im LCSA CD86 verwendet. Dieser
ist bereits ausfuhrlich untersucht worden und zeigt Potenzial fiur die Verwendung in
Sensibilisierungstestmethoden (Dos Santos et al. 2009). Dieses Oberflachenmolekl
wird im Rahmen der Aktivierung und Reifung von dendritischen Zellen vermehrt
exprimiert und dient beim Kontakt mit T-Zellen als ko-stimulatorisches Signal (Ryan et al.
2007). CD86 vermittelt jedoch nicht nur immunogene Signale Uber Bindung an CD28,
sondern auch tolerogene Signale Uber das zytotoxische T-Lymphozytenantigen 4
(CTLA4) (Reis e Sousa 2006). Auch scheinen metallische Kontaktallergene wie Nickel
keine Auswirkung auf CD86 zu haben, so dass in diesem Fall die alternativen

Parameter IL-6 und CCL4 herangezogen werden mussen (Schreiner et al. 2008).

Im Rahmen unserer Untersuchungen zeigen sich bei Squalen Probleme mit der
Loslichkeit im Medium. Versuche mit verschiedenen Losungsmitteln wie DMSO, Ethanol
und Methanol resultieren stets in der Bildung von makroskopisch sichtbaren Mizellen
bis hinunter zu Konzentrationen von 10 pmol/L in der Zellkultur. Daher kann die
tatsachliche Konzentration von Squalen an der Zelloberflache nicht eingeschatzt
werden. Eine mogliche Erklarung dafir besteht darin, dass Squalen als einzige der
getesteten lipophilen Substanzen Uber keine Hydroxyl-Gruppe verfiigt. Dies fuhrt zu
einer verminderten Loslichkeit in polaren Losungsmitteln wie zum Beispiel Wasser
(Renard et al. 2005).

Im Gegensatz zum zellreichen, geschichteten Milieu der Epidermis bestehen in vitro-
Tests wie der LCSA in erster Linie aus Zellsuspensionen. Die Zellen befinden sich in
direktem Kontakt mit dem wassrigen Medium; eine extrazellulare Matrix bildet sich nicht
in der gleichen Form wie im Organismus. Die raumliche Organisation der Gewebe und
der Einfluss anderer Zelltypen als Keratinozyten und dendritische Zellen werden nicht

durch den Versuchsaufbau erfasst. Eine Folge davon kodnnte zum Beispiel die
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Uberschatzung des Sensibilisierungspotenzials von eingeschrankt hautpenetrierenden

Substanzen durch in vitro-Tests sein (Wanner et al. 2010).

5.5 Kategorisierung von sensibilisierendem Potenzial

Zur Kategorisierung einer (toxikologischen) Wirkung werden Grenzwerte benotigt, die
eine Einteilung aller betreffenden Substanzen erlauben. Diese werden in der Regel
nach praktischen Gesichtspunkten festgelegt, um den Vergleich verschiedener

Substanzen zu erlauben.

Nach den ersten Erfahrungen mit dem LCSA sind bereits Schwellenwerte zur
Kategorisierung des sensibilisierenden und irritativen Potenzials vorgeschlagen worden

(Wanner et al. 2010). Beispiele kdnnen der Tabelle 5-3 entnommen werden.

Tabelle 5-3. Vorgeschlagene Einteilung des
Sensibilisierungspotentials anhand der ECsp-
Werte im LCSA (Wanner et al. 2010).

Sensibilisierungspotenzial ECso
schwach > 100 pmol/L
mittel 50 — 100 pumol/L
stark < 50 pmol/L

Bei der Anwendung dieser Einteilung auf die vorliegenden Resultate fallen die
ungesattigten Fettsauren Arachidonsaure, Linolsaure, Olsaure und Linolensaure unter
die Gruppe der ,starken® Kontaktallergene. Undecylensaure, Octinol und
Bernsteinsdure waren hingegen als schwach sensibilisierend einzustufen. Die Ubrigen
Testsubstanzen konnten keinen signifikanten, reproduzierbaren Anstieg von CD86

bewirken.

Bei der Kategorisierung der Ergebnisse der vorliegenden Studie treten jedoch Probleme
auf. Da die niedrigste Kategorie (,schwach sensibilisierend®) als ein ECso groR3er als

100 umol/L definiert ist, werden die unterschiedlich starken Wirkungen von
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Undecylensaure, Octinol und Bernsteinsaure nicht bericksichtigt, obwohl sie mit ECso-
Werten von 247, 1002 und 1983 pmol/L weit auseinander liegen. Auch wird die dermale
Bioverfligbarkeit von potenziellen Kontaktallergenen durch die Grof3e der Molekile und
ihren Verteilungskoeffizienten (in Wasser und Ol) beeinflusst. Diese den Substanzen
inhérenten Eigenschaften bestimmen welche Konzentrationen unter erwartbaren
Expositionen erreicht werden kénnen. Wenn eine Induktion von CD86 nur bei
Konzentrationen beobachtet wird, die jenseits erwartbarer dermaler Konzentrationen
liegt, so wére auch eine solche Substanz als ,nicht sensibilisierend” einzustufen. Dem
tragt die vorgeschlagene Kategorisierung nicht Rechnung (siehe Tabelle 5-3). Unter den
ermittelten ECso-Werten stellt sich insbesondere bei Octinol und Maleinsaure die Frage,
ob die fur den Anstieg von CD86 relevanten hohen Konzentrationen (ECs, von 1002
bzw. 1983 umol/L) unter normalen Umstanden invivo Uberhaupt erreicht werden
konnen. Um diese Fragen zu klaren, sollten die in vitro gewonnenen Erkenntnisse zur
Risikoeinschatzung mit Untersuchungen zur epidermalen Bioverfiigbarkeit (Davies et al.
2011) und Daten zu Konzentrationen der Substanzen in Kosmetika verglichen werden,
soweit diese verfugbar sind.

5.6 Fazit

Die Identifikation von Allergenen mit dem LCSA hat bei den bisher durchgefiihrten
Versuchen eine hohe Ubereinstimmung mit den vorhandenen Daten aus Tierversuchen
und Studien mit menschlichen Probanden gezeigt. Darunter befinden sich verschiedene
bekannte Allergene (TNBS, Zimtaldehyd wund Dinitrochlorbenzol), Prohaptene,
Irritanzien (zum Beispiel Natriumlaurylsulfat und Zink) und Textilfarbstoffe (Schreiner et
al. 2007; Schreiner et al. 2008; Wanner et al. 2010; Sonnenburg et al. 2012). Das
respiratorische Allergen Trimellitsaureanhydrid fuhrt nicht zu einem Anstieg zu CD86
(Wanner et al. 2010). Fur die Identifikation von metallischen Allergenen (Nickel, Cobalt)
haben sich IL-6 und CCL4 als geeignete Alternativen zu CD86 erwiesen (Schreiner et al.
2008).
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Auch die hier untersuchte Gruppe von Substanzen mit ungesattigten
Kohlenstoffverbindungen demonstriert Ergebnisse im LCSA, die weitestgehend mit
denen im GPMT sowie der Literatur vereinbar sind. Eine Ausnahme stellen die
ungesattigten Fettsduren dar. Es sind keine weiteren Berichte dber ein
kontaktallergisches Potenzial dieser Substanzen bekannt. Daher kann ihre starke
Induktion von CD86 als falsch-positives Ergebnis im LCSA angesehen werden. Der
dafur verantwortliche Mechanismus ist unklar und kdnnte zum Beispiel durch die
Messung der Konzentrationen von Eicosanoiden im LCSA naher analysiert werden.
Auch konnte untersucht werden, ob weitere Marker der Reifung dendritischer Zellen in
Gegenwart von ungesattigten Fettsauren vermehrt exprimiert werden, darunter MHC-
(major histocompatibility complex-)Molekile, CD40, CD80 und CD83 (Reis e Sousa
2006). Moglicherweise kann die Spezifitat des LCSA durch die Verwendung anderer
Biomarker als CD86 oder einer Kombination von verschiedenen Endpunkten optimiert
werden. In Frage kommen zum Beispiel CD1a oder Zytokine wie IL-8 (Dos Santos et al.
2009).

Im Vergleich mit dem LLNA und GPMT ist Undecylensaure die einzige der hier
untersuchten Substanzen, die in allen drei Testmethoden zu positiven Ergebnissen fuhrt.
In Anbetracht der vorliegenden Resultate und der geringen Zahl an Fallberichten Uber
Sensibilisierungen handelt es sich am ehesten um ein schwaches Allergen. Des
Weiteren erhartet sich durch die Ergebnisse im LCSA der Verdacht, dass der LLNA
zumindest bei Octinol und Maleinsaure zu falsch-positiven Resultaten fuhrt.
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7 Abkirzungsverzeichnis

7-AAD
BGB
CAS-Nr.
CCL4
CD
COX
CTLA4
DCrC
DMSO
DPRA
DRK
EC3

ECso
ECso%

ECVAM
FCS
FSC
GM-CSF
GPMT
h-CLAT
IL

KC
KGM-2
LCSA
LLNA
MHC
MUSST
N/V
NF-kB
OECD
PBMC
PBS
PPAR
PPD
QSAR
rLLNA
Sl

SSC
TGF-R
TNBS

7-Aminoactinomycin D

Birgerliches Gesetzbuch
Chemical-Abstracts-Service-Nummer
Chemokine (C-C maotif) ligand 4
Cluster of differentiation
Cyclooxygenase

Zytotoxisches T-Lymphozytenantigen 4
Dendritic cell-related cells
Dimethylsulfoxid

Direct peptide reactivity assay
Deutsches Rotes Kreuz

Mittlere effektive Konzentration, die zu einer Proliferation der
lokalen Lymphknotenzellen auf die dreifache Anzahl fihrt (im

LLNA)

Mittlere effektive Konzentration, die zu einem Anstieg der CD86-

Expression um 50 % fuhrt (im LCSA)

Mittlere effektive Konzentration, die zu einem Abfall der Vitalitat um

50 % fuhrt (im LCSA)
European Centre for the Validation of Alternative Methods
Fetal calf serum
Forward scatter
Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Guinea pig maximisation test
Human cell line activation test
Interleukin
Keratinozyten
Keratinocyte growth medium-2
Loose-fit coculture-based sensitization assay
Local lymph node assay
Major histocompatibility complex
Myeloid U-937 skin sensitization test
Nicht verfugbar
Nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer* of activated B-cells
Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung
Peripheral blood mononuclear cells
Phosphate-buffered saline
Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren
p-Phenylendiamin
Quantitative structure—activity relationship
Reduced local lymph node assay
Stimulationsindex (im LLNA)
Side scatter
Transforming growth factor beta
Trinitrobenzolsulfonsaure
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