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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob serumfrei kultivierte und kryokonservierte
KeratinoSens SF Zellen fiir den Einsatz im Assay Ready Format im KeratinoSens™ Assay
gemdl OECD TG 442D geeignet sind. Der Schwerpunkt der Arbeit lag dabei auf der
Optimierung der Kryokonservierung sowie der funktionellen Bewertung der Zellen im Assay
Ready Format. Hierzu wurden unterschiedliche serumfreie Einfriermedien untersucht und mit
einem serumhaltigen Kontrollmedium verglichen. Die kryokonservierten Zellen wurde direkt
nach dem Auftauen im KeratinoSens™ Assay getestet, um den Einfluss der Referenzsubstanzen
gemidll OECD TG 442D zu bewerten. Nicht sensibilisierende Substanzen konnten als negativ
eingestuft werden. Bei den sensibilisierenden Referenzsubstanzen zeigte sich trotz teilweise
erhohter Zytotoxizitét iiberwiegend eine Guideline konforme Induktion, sodass vier von sechs
Referenzsubstanzen als positiv eingestuft wurden. Dadurch konnten die KeratinoSens SF
Zellen im Assay Ready Format die Anforderungen der technischen Uberpriifung nicht
vollstindig erfiillen.

Erginzend wurde die Kultivierung der KeratinoSens SF Zellen bei vier unterschiedlichen
Konzentrationen des Serumersatzproduktes im Bereich von 0,5-2 mL/L untersucht, um
optimale Bedingungen hinsichtlich der Wachstumsraten und Zellviabilititen zu bestimmen.
Dabei wurde eine Arbeitskonzentration von 1 mL/L SimPlaceX festgelegt. Die Ergebnisse der
Langzeitkultivierung zeigten, dass die Zellen unter serumfreien Bedingungen iiber lidngere
Zeitrdume kultiviert werden konnten ohne deutliche Einbriiche der Wachstumsarten und

Zellviabilitiat zu beobachten.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die serumfrei kultivierten und kryokonservierten
Zellen im Assay Ready Format eine grundsitzliche Funktionalitit aufweisen. Gleichzeitig
zeigen sie jedoch eine erhohte zelluldre Belastung, sodass weiterer Optimierungsbedarf besteht,
um die Anforderungen der technischen Uberpriifung gemiB OECD TG 442D vollstindig zu

erfullen.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Historischer Hintergrund der in vitro Toxikologie

In der ersten Hélfte des 20. Jahrhunderts stiitzte sich die toxikologische Sicherheitsbewertung
iiberwiegend auf in vivo-Untersuchungen, also Experimente am lebenden Organismus.
Tierversuche bildeten hierbei die etablierte Standardmethode der wissenschaftlichen
Forschung. Aufgrund ihrer Fahigkeit, komplexe biologische Reaktionen auf Ebene des
Gesamtorganismus abzubilden, galten sie iiber Jahrzehnte hinweg als Goldstandard. Mit der
Entdeckung der HeLa-Zellen Anfang der 1950er-Jahre erfolgte jedoch ein bedeutender
wissenschaftlicher Wendepunkt [1]. Die Etablierung der ersten dauerhaft teilungsfihigen
humanen Zelllinie ermdglichte erstmals eine langfristige Zellkultivierung. Dies stellte einen
wesentlichen Fortschritt dar, da die bis dahin verfiigbaren Zellkulturtechniken auf mortalen
Zellen basierten, die nur kurze Lebenszyklen aufwiesen und zentrale Anforderungen wie
Reproduzierbarkeit kaum erfiillten. Mit der zunehmenden Verbreitung und Relevanz von in
vitro Kulturen stieg auch der Bedarf an essenziellen Zellkulturkomponenten, insbesondere an
fotalem Kilberserum (Fetal Bovine Serum, FBS) [2]. Dieses stellt damals wie heute einen der
wichtigsten Zusatzstoffe der Zellkulturtechnik Sdugetierzellen dar und représentiert zugleich
eine der letzten direkten Verbindungen zwischen in vitro Methoden und der Nutzung von
Tiermaterialien in der modernen Forschung. Aufbauend auf der Kultivierung immortalisierter
Zellen, die aus Gewebeproben gewonnen wurden, gelang in den 1980er-Jahren der Durchbruch
der gentechnischen Immortalisierung gesunder menschlicher Zellen [3]. Dadurch wurden
in vitro Kulturen zunehmend zu einem verlésslichen, reproduzierbaren und ethisch vertretbaren
Forschungswerkzeug. Diese Fortschritte bildeten die Grundlage fiir die Entwicklung moderner,

mechanistisch orientierter Testmethoden.

Parallel zur wissenschaftlichen Kritik an Tierversuchen wuchs in den 1980er und 1990er Jahren
auch der regulatorische Druck, tierfreie Alternativen zu entwickeln. Bereits 1993 trat die EU -
Kosmetikrichtlinie 76/768/EWG mit ersten Einschrankungen fiir Tierversuche in Kraft, die
spéater mehrfach verschérft wurde [4]. Einen entscheidenden Wendepunkt stellte die Einfithrung
der EU-Kosmetikverordnung (EG) Nr. 1223/2009 dar, die seit 2013 ein vollstindiges
Vermarktungsverbot fiir kosmetische Produkte vorsieht, die an Tieren getestet wurden,

unabhéngig davon, ob die Tests innerhalb oder auBlerhalb der EU durchgefiihrt wurden [5].
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Diese regulatorischen Anderungen machten deutlich, dass validierte in vitro Methoden zur

Sicherheitsbewertung dringend benétigt wurden.

Einen wesentlichen Beitrag zur Entwicklung tierfreier Teststrategien leistete der Schweizer
Duft- und Kosmetikhersteller Givaudan, der zu den ersten Unternehmen gehorte, die aktiv an
der Etablierung solcher Methoden arbeiteten. Bereits 2006 begann Givaudan mit der
Entwicklung des KeratinoSens™ Assays, eines zellbasierten Verfahrens, das die Aktivierung
des Nrf2-ARE-Signalwegs in HaCaT-Zellen misst und damit einen zentralen frithen
molekularen Mechanismus der Hautsensibilisierung erfasst [6]. Der KeratinoSens™ Assay baut
konzeptionell auf dem Lokalem Lymphknoten Assay (LLNA) auf, der 1999 als OECD Test
Guideline 429 international standardisiert wurde und lange Zeit, als eines der wichtigsten
in vivo Verfahren zur Identifizierung hautsensibilisierender Substanzen galt. Beim LLNA wird
die Testsubstanz iiber 72 Stunden auf die Ohren von Méiusen appliziert, worauthin die
Proliferation von T-Zellen in den drainierenden Lymphknoten gemessen wird [7]. Eine erhohte
DNA-Synthese, detektiert {iber markierte Nukleotide wie BrdU oder radioaktives Thymin,
weist auf eine sensibilisierende Wirkung hin. Trotz seiner methodischen Relevanz zeigt der
LLNA zugleich die Grenzen klassischer in vivo Ansétze auf, insbesondere im Hinblick auf
ethische Fragestellungen sowie die begrenzte Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den
Menschen. Ungeachtet dessen werden LLNA-Daten bis heute hdufig als Referenz fiir die
Gefdhrdungseinstufung von Testsubstanzen herangezogen [7]. Durch die Aufnahme des
KeratinoSens™ Assays in die OECD Test Guideline 442D im Jahr 2015 gilt diese in vitro
Testmethode als anerkannte, tierversuchsfreie Alternative zum LLNA. [8]. Damit stellt er einen
zentralen Bestandteil moderner Teststrategien dar und ist insbesondere fiir die kosmetische

Sicherheitsbewertung von hoher Relevanz.

Da der KeratinoSens Assay wie alle in vitro Verfahren auf der Kultivierung vitaler und
funktioneller Zellen beruht, riickt im Folgenden zundchst die verwendete Zellkulturtechnik in

den Fokus.
1.2 Zellkulturtechnik und die Role von fetalem Rinderserum (FBS)

Kultivierte Zelllinien weisen gewebespezifische Anforderungen an die Zellkulturbedingungen
auf, weshalb die Zusammensetzung des Kulturmediums entscheidend fiir den Erhalt
zelltypischer Eigenschaften ist [9]. Das Basalmedium bildet dabei die Grundlage und besteht
aus standardisierten Néhrlosungen, die die grundlegenden physiologisch notwendigen

Komponenten fiir das Uberleben und die Proliferation von Zellen in vitro bereitstellen.
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Dazu gehoren essenzielle Néhrstoffe wie Aminosduren, Salze, Vitamine, Glukose und
Pufferstoffe sowie hdufig weitere metabolische Vorstufen [2]. Zur Optimierung der
Kulturbedingungen werden je nach Zelllinie Supplements ergidnzt. Dazu zéhlen unter anderem
L-Glutamin, Natriumpyruvat, 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsdure (HEPES) (zur
Stabilisierung des pH-Werts), Nicht-essenzielle Aminoséduren (NEAA), B- Mercaptoethanol,
Insulin oder weitere wachstumsfordernde Zusdtze. Die Auswahl der Supplemente richtet sich
dabei nach den spezifischen metabolischen und physiologischen Anforderungen der jeweiligen
Zelllinie [2]. In der Zellkulturtechnik stellt FBS neben den zellspezifischen
Kultivierungskomponenten das zentrale Supplement dar. FBS wurde in den 1950er Jahren
entdeckt und ist seit den 1960er Jahren fest in der Zellkultur etabliert [2]. Es handelt sich um
das Blut von Rinderfoten, das unmittelbar nach der Schlachtung trachtiger Muttertiere durch
Herzpunktion gewonnen wird, um das Risiko mikrobieller Kontamination zu minimieren [10].
Bis heute gilt FBS als nahezu unverzichtbare Komponente fiir zahlreiche
Zellkulturanwendungen. Das Serum enthélt eine Vielzahl bioaktiver Molekiile, darunter
Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine sowie Adhésions- und Transportproteine, die
essenziell fiir Proliferation, Uberleben, Adhision und Differenzierung von Zellen sind [2].
Dariiber hinaus weist FBS einen vergleichsweisen geringen Anteil an Antikorpern und
immunaktiven Proteinen auf, wodurch unerwiinschte Zellreaktionen reduziert und eine breite

Einsetzbarkeit in unterschiedlichen Zelllinien erméglicht wird [11].

Trotz dieser Vorteile ist der Einsatz von FBS mit erheblichen wissenschaftlichen und ethischen
Herausforderungen verbunden. Aus wissenschaftlicher Sicht problematisch ist insbesondere die
weiterhin undefinierte Zusammensetzung des Serums. Zwar ist bekannt, welche Komponenten
grundsiétzlich enthalten sein miissen, jedoch lassen sich deren exakte Konzentrationen und
Relationen nicht eindeutig bestimmen. Hinzu kommt eine ausgeprigte Chargenvariabilitit.
Unterschiede in der Konzentration bioaktiver Substanzen konnen die Standardisierung und

Reproduzierbarkeit experimenteller Ergebnisse erheblich beeintrichtigen.

Zudem handelt es sich bei FBS um eine komplexe Mischung zahlreicher, teilweise unbekannter
Molekiile, was unerwiinschte Wechselwirkungen begiinstigen und die Vergleichbarkeit
zwischen Studien weiter einschranken kann [2]. Aus ethischer Perspektive wird insbesondere
die Gewinnung durch Herzpunktion lebender Foten kritisiert, ein Verfahren, das vor allem im
Zusammenhang mit der Massentierhaltung zunehmend in Frage gestellt wird. Gleichzeitig
erschwert die unzureichend definierte Zusammensetzung von FBS die Entwicklung valider

Serumersatzprodukte und treibt die Suche nach definierten Alternativen voran.
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1.3 Serumersatzprodukte als Alternative zu FBS

Die Suche nach Alternativen begann bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts. In den 1970er-
und 1980er-Jahren erfolgte die erste schrittweise Validierung solcher Ersatzprodukte [12].
Systematisch und klinisch relevant wurde das Thema mit der Entwicklung von humanem
Pldittchen Lysats sowie chemisch definierten Medien in den 2000er Jahren [13]. Gerade
chemisch definierte Medien gewinnen zunehmend an Bedeutung, da sie eine hohe
Reproduzierbarkeit und Standardisierung experimenteller Ergebnisse ermdglichen und somit
die Vergleichbarkeit zwischen Studien deutlich verbessern [2]. Vor diesem Hintergrund stellt
das Supplement SimPlaceX, entwickelt von der Firma Scinora, die sich auf serumfreie
Kultivierungsverfahren spezialisiert hat, eine moderne, definierte Alternative zu FBS dar.
SimPlaceX wurde uns im Rahmen einer Kooperation zur Verfliigung gestellt. Es handelt sich
um ein definiertes Proteingemisch, das unter anderem Transportproteine (z. B. Transferrin,
Serumalbumin, Transthyretin, Apolipoprotein B-100), Adhéasionsfaktoren (Fibronectin,
Vitronectin, Laminin-Varianten 511, 411 und 211) sowie Proteaseinhibitoren (Alpha-1-
Antitrypsin, Alpha-2-Makroglobulin, Plasminogenaktivator-Inhibitoren) enthdlt. Dariiber
hinaus umfasst es Spurenelemente, geringe Mengen rekombinanter Wachstumsfaktoren (z. B.
EGF, VEGF), essenzielle Cofaktoren (Vitamine) sowie Hormone wie Insulin [14]. Die
rekombinanten =~ Wachstumsfaktoren werden mithilfe kontinuierlich proliferierender
Hepatozyten-Zelllinien hergestellt. SimPlaceX liegt in lyophilisierter Form vor und wird in

einem definierten Volumen, in unserem Fall 1 mL, im jeweiligen Basalmedium resuspendiert.

Die  Weiterentwicklung der  Zellkulturtechnik sowie der Einsatz  validierter
Serumersatzprodukte ermoglichen die Etablierung serumfreier in vitro Sensibilisierungstests,
die gezielt zelluldre Stressantworten messen. Aufbauend darauf werden im Folgenden die
relevanten molekularen Signalwege und ihre Bedeutung fiir moderne in vitro Testsysteme

beschrieben.

1.4 Bedeutung von oxidativem und elektrophilen Stress in der

Hautsensibilisierung

Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS/RNS) sowie elektrophile Substanzen sind
zentrale Mediatoren zelluldrer Stressreaktionen und spielen eine wesentliche Rolle bei der
Hautsensibilisierung. Oxidativer bzw. elektrophiler Stress entsteht in Zellen durch ein

Ungleichgewicht zwischen Stressfaktoren und den antioxidativen Schutzmechanismen [15].
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Dabei sind ROS/RNS und Elektrophile nicht per se schidlich, sondern erst ihr Uberwiegen
gegeniiber den antioxidativen Schutzsystemen, was zu unspezifischer Proteinoxidation,
Lipidperoxidation, DNA-Oxidation sowie zu kovalenten Modifikationen von Proteinen und
deren funktionellen Gruppen flihren kann. Dariiber hinaus kénnen bei der Detoxifikation von
ROS/ RNS reaktive Zwischenprodukte entstehen, die selbst elektrophile Eigenschaften
besitzen. Elektrophile Substanzen sind elektronenarme Molekiile, welche aufgrund ihrer

Elektronenaffinitit bevorzugt kovalente Bindungen mit nukleophilen Gruppen eingehen [16].

1.5 Der Nrf2-Signalweg als molekulare Grundlage in vifro basierter

Sensibilisierungstests

Unter basalen Bedingungen liegt Nrf2 im Zytoplasma in inaktiver Form vor. Dabei ist Nrf2
iiber spezifische Protein-Protein-Interaktionen an das zytoplasmatische Sensorprotein Kelch
like ECH associated protein 1 (Keapl) gebunden. Dies fiihrt zu einer kontinuierlichen

Ubiquitinierung von Nrf2 und dessen anschlieBendem proteasomalen Abbau (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Nrf2-Keapl-ARE-Signalwegs unter basalen und stressinduzierten Bedingungen
[17].

Links ist der Basalzustand der Zelle dargestellt, in dem Nrf2 kontinuierlich durch den Keap 1-vermittelten proteasomalen Abbau
reguliert wird. Rechts ist der aktivierte Zustand des Nrf2-KeapI-ARE-Signalwegs in Gegenwart oxidativer bzw. elektrophiler
Substanzen gezeigt. Infolge der Aktivierung kommt es zur Freisetzung von Nrf2 und dessen Verlagerung in den Zellkern, was

schlieflich zur ARE-abhdiingigen Genexpression fiihrt.
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Diese Regulation stellt eine posttranslationale Regulation dar, da die Aktivitit von Nrf2 primér
iiber die Stabilitit des Keap1-Nrf2-Komplexes und nicht {iber eine verdnderte Genexpression
gesteuert wird. Unter Bedingungen oxidativen Stresses oder in Gegenwart elektrophiler
Substanzen kommt es zu kovalenten Modifikationen von Keapl, wodurch die Keapl
vermittelte Ubiquitinierung und der proteasomale Abbau von Nrf2 verhindert werden.
Das Nrf2 akkumuliert im Zytosol, wandert in den Zellkern und bildet dort Heterodimere mit
sMaf-Proteinen. Der Nrf2-sMaf-Komplex bindet an ARE-Sequenzen (Antioxidant Response
Element) in den Promotorregionen seiner Zielgene und rekrutiert notwendige Cofaktoren,
wodurch die Bindungsaffinitit der RNA-Polymerase II erhoht wird und die Transkription Nrf2
abhingiger Gene initiiert wird. Somit stellt der Keapl-Nrf2-ARE-Signalweg die zellulédre
Antwort auf oxidativen und elektrophilen Stress dar [18]. Neben der potenziellen Modifikation
von Keapl koénnen elektrophile Substanzen kovalente Addukte mit weiteren zelleigenen
Proteinen bilden. Diese stabilen Proteinmodifikationen kénnen zur Entstehung antigener
Determinanten fithren, die vom Immunsystem als fremd erkannt werden und eine
Immunantwort auslosen. Elektrophile Substanzen sind somit, im Gegensatz zu ROS/RNS,
direkt an der Auslosung hautsensibilisierender immunologischer Reaktionen beteiligt [19].

Dies bildet die molekulare Grundlage fiir in vitro Testsysteme wie den KeratinoSens™ Assay.

1.6 Nrf2-vermittelte Stressantworten in Hautzellen und ihre Messung im

KeratinoSens™ Assay

Beim KeratinoSens™ Assay wird eine immortalisierte humane HaCaT Keratinozytenlinie
verwendet, die ein stabil integriertes Firefly Luciferase Reportergen unter der Kontrolle des
ARE-Signalwegs des AKR1C2-Gens tragt. Das Antioxidant Response Element (ARE) ist ein
cis-regulatorisches Element in der 5’ Promotorregion zahlreicher Phase-II-Detoxifikationsgene.
Bei Aktivierung des Nrf2-abhingigen Signalwegs kommt es zur verstirkten Expression
endogener Phase-II-Detoxifikationsenzyme sowie des exogen integrierten Luciferase
Reportergens. Die exprimierte Firefly Luciferase katalysiert die Oxidation von D-Luciferin in
Gegenwart von ATP und molekularem Sauerstoff, wobei Oxyluciferin in einem angeregten
Zustand entsteht. Beim Ubergang in den energetisch stabileren Grundzustand wird Licht im
sichtbaren Spektralbereich emittiert. Die Aktivierung des Signalwegs ldsst sich indirekt tiber
die Luciferase-Reporteraktivitit bestimmen, da die emittierte Lichtintensitét proportional zur
Menge der exprimierten Luciferase ist und somit die Nrf2-abhingige Transkriptionsaktivitit

widerspiegelt (Abbildung 2) [20].
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Abbildung 2: Der Nrf2-ARE-Signalweg und sein reporterbasierter Nachweises im KeratinoSens™ Assay [21].

Reporterbasierter Nachweis der Nrf2-Aktivierung im KeratinoSens™ Assay. Oxidative oder elektrophile Stresssignale
aktivieren den Nrf2-Keapl-ARE-Signalweg und fiihren zur Translokation von Nrf2 in den Zellkern. Die Bindung von Nrf2 an
die ARE-Sequenzen induziert die Expression des eingebrachten Firefly-Luciferase-Reportergens. In Anwesenheit von

D- Luciferin katalysiert die Luciferase die Bildung von Oxyluciferin unter Emission von Lumineszenz, die als Map3 fiir die Nrf2-
vermittelte Stressantwort dient.

Parallel zur Messung der Reporteraktivitit wird die Zellviabilitit mittels des 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid-Assays (MTT-Assay) liberpriift. Dabei
wird das Tetrazoliumsalz MTT von metabolisch aktiven Zellen zu violettem Formazan
reduziert, wie in Abbildung 3 zu entnehmen ist. Die Absorptionsintensitit des gebildeten
Formazans dient als MaB fiir die metabolische Aktivitdt und Lebensfahigkeit der Zellen und

ermOglicht die Kontrolle potenzieller zytotoxischer Effekte der Testsubstanzen [22].
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Abbildung 3: MTT-Viabilitdtsassay zur Bestimmung der metabolischen Aktivitdt vitaler Zellen.

Metabolisch aktive Zellen reduzieren MTT (gelbe Punkte) intrazelluldr zu Formazan (lila Punkte), dass in der Zelle akkumuliert
und nach der Zelllyse photometrisch gemessen wird [23,24,25].

1.7  Zielsetzung

In vitro Testmethoden wie der KeratinoSens™ Assay sind aus der modernen Toxikologie kaum
wegzudenken. Sie stellen validierte Alternativen zu klassischen Tierversuchen dar und weisen
aufgrund ihrer chemisch definierten Zusammensetzung eine erhdhte Reproduzierbarkeit auf.
Dennoch kommt bei der Kultivierung der fiir den Assay verwendeten Zellen weiterhin FBS
zum FEinsatz, welches einen der letzten verbleibenden Beriihrungspunkte zwischen in vitro und
in vivo Versuchen darstellt. Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, welchen Einfluss eine
serumfreie Kultivierung sowie eine serumfreie Kryokonservierung von Zellen auf deren
Funktionalitit in einem Hautsensibilisierungsassay wie dem KeratinoSens™ Assay gemal
OECD TG 442D haben. Dabei werden die Zellen im Assay Ready Format getestet, sodass die
Zellen unmittelbar nach dem Auftauen direkt im Assays eingesetzt werden. Ergéinzend wurden
Titrationsexperimente des Serumersatzproduktes SimPlaceX sowie eine anschlielende
Langzeitkultivierung der KeratinoSens SF Zellen durchgefiihrt. Diese Untersuchungen dienten
dazu, Riickschliisse auf die Stabilitdt, Reproduzierbarkeit und mogliche Langzeiteffekte

serumfrei kultivierter Zellen zu zichen.
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2 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Kryooptimierung dargestellt. Verglichen wurden drei
Einfriermedien. Ein serumhaltiges Referenzmedium, ein serumfreies hausinternes
Einfriermedium sowie ein serumfreies Einfriermedium mit dem Serumersatzprodukt
SimPlaceX. Die Bewertung erfolgte anhand der metabolischen Aktivitit der Zellen nach dem

Auftauen. Die Fluoreszenz wird als relativer Fluoreszenzwert (RFU) angegeben.
2.1 Optimierung der serumfreien Kultivierungsbedingungen

Da fiir die serumfreie Kultivierung der KeratinoSens SF Zellen ein Serumersatz erforderlich
ist, wurde im nédchsten Schritt die optimale Konzentration von SimPlaceX zur Kultivierung der
Zellen bestimmt. Ziel dieser Untersuchung war es, eine Konzentration zu finden, die ein stabiles
Zellwachstum gewihrleistet und gleichzeitig die Zellviabilitdt erhidlt. Hierzu wurden
KeratinoSens SF Zellen tliber mehrere Passagen in vier unterschiedlichen SimPlaceX
Konzentrationen (0,5-2 mL/L) kultiviert, um Riickschliisse auf das Wachstumsverhalten und

die Zellviabilitit schlieBen zu konnen.
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Abbildung 4: Wachstumsrate der KeratinoSens SF Zellen in Abhdngigkeit von der SimPlaceX Konzentration.

KeratinoSens SF Zellen wurden iiber vier Passagen bei 37 °C und einer CO:-Atmosphdre von 5 % mit vier unterschiedlichen
Konzentrationen des Serumersatzprodukts SimPlaceX kultiviert. Dargestellt ist die Wachstumsrate p (1/Tag) in Abhdngigkeit
von der Konzentration des Serumersatzprodukts SimPlaceX (p = 0,5-2 mL/L). Die Daten sind als Mittelwerte mit zugehérigen
Fehlerbalken (+ Standardfehler des Mittelwerts, SEM) angegeben.
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Abbildung 4 zeigt die Wachstumsrate der KeratinoSens SF Zellen nach der Kultivierung in
unterschiedlichen Konzentrationen von SimPlaceX. Die niedrigste Wachstumsrate wurde bei
der geringsten Konzentration beobachtet und betrug 0,35 1/Tag. Mit steigender SimPlaceX
Konzentration nahm die Wachstumsrate zu und erreichte bei ¢ = 1 mL/L einen Wert von
0,44 1/Tag. Bei hoheren Konzentrationen (¢ = 1,5 mL/L und ¢ = 2 mL/L) blieben die
Wachstumsraten auf einem vergleichbaren Niveau. Die Fehlerbalken weisen insbesondere bei

hoheren Konzentrationen auf eine groBere Streuung der Messwerte hin.
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Abbildung 5: Viabilitit von KeratinoSens SF Zellen in Abhdngigkeit von der SimPlaceX Konzentration.
KeratinoSens SF Zellen wurden iiber vier Passagen bei 37 °C und einer CO:-Atmosphdre von 5 % mit vier unterschiedlichen
Konzentrationen des Serumersatzprodukts SimPlaceX kultiviert. Dargestellt ist die Viabilitit in Abhdngigkeit von der

Konzentration des Serumersatzprodukts SimPlaceX (p = 0,5-2 mL/L). Die Daten sind als Mittelwerte mit zugehorigen
Fehlerbalken (+ Standardfehler des Mittelwerts, SEM) angegeben.

Abbildung 5 zeigt die Viabilitdt (%) der KeratinoSens SF Zellen nach der Kultivierung in
unterschiedlichen Konzentrationen von SimPlaceX. Uber den gesamten Konzentrationsbereich
des Serumersatzprodukts SimPlaceX (¢ = 0,5-2 mL/L) zeigten sich keine ausgeprigten
Schwankungen der Viabilitit. Uber alle untersuchten Konzentrationen hinweg lag die Viabilitit
auf einem hohen Niveau von liber 90 %. Die Fehlerbalken weisen insgesamt nur geringe
Schwankungen der Messwerte auf. Zusammentfassend zeigten die KeratinoSens SF Zellen iiber
alle untersuchten SimPlaceX Konzentrationen hinweg eine vergleichbar hohe Zellviabilitit,

sodass keine nachteiligen Effekte auf die Zellvitalitit festgestellt wurden.
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Unterschiede zwischen den Konzentrationen des Serumersatzprodukts zeigten sich primér in
den Wachstumsraten, wobei ab einer Konzentration von ¢ = 1 mL/L ein stabiles Zellwachstum

zu beobachten war.

2.2 Einfluss der Langzeitkultivierung auf das Wachstum und die Viabilitit

der KeratinoSens SF

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Langzeitkultivierung der KeratinoSens SF Zellen mit
dem Serumersatzprodukt SimPlaceX dargestellt. Neben geeigneten Kultivierungs- und
Kryokonservierungsbedingungen wurde das Verhalten der Zellen iiber mehrere Passagen
hinweg untersucht. Hierzu wurden die Zellen iiber insgesamt 18 Passagen hinweg mit
SimPlaceX bei einer Volumenkonzentration von ¢ = 1 mL/L kultiviert. Untersucht wurde,
inwieweit die Anzahl der Kultivierungstage beziechungsweise der durchlaufenen Passagen einen

FEinfluss auf die Wachstumsrate und die Viabilitit der Zellen hat.
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Abbildung 6: Wachstumskinetik serumfrei kultivierter KeratinoSens SF Zellen iiber mehrere Kultivierungstage.
Wachstumskinetik der serumfrei kultivierten KeratinoSens SF Zellen iiber mehrere Passagen bei 37 °C und 5 % CO: im

Basalmedium DMEM/Ham's F12 in Anwesenheit von SimPlaceX (p = 1 mL/L). Dargestellt ist die Wachstumsrate u (1/Tag) in
Abhdngigkeit von den Kultivierungstagen.
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Abbildung 6 zeigt die Wachstumskinetik der KeratinoSens SF Zellen wéhrend der
Langzeitkultivierung iiber 18 Passagen hinweg. Uber den gesamten Kultivierungszeitraum
schwankte die Wachstumsrate um den im Rahmen der SimPlaceX Titration bei einer
Konzentration von ¢ = 1 mL/L ermittelten Referenzwert mit einer durchschnittlichen
Wachstumsrate von p = 0,42 1/Tag und betrug durchschnittlich p = 0,41 1/Tag. Die
beobachteten Einbriiche der Wachstumsrate an den Kultivierungstagen 18, 25 und 46 gingen

mit einer reduzierten Zellviabilitit einher.
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Abbildung 7: Zellviabilitit serumfrei kultivierter KeratinoSens SF Zellen iiber mehrere Kultivierungstage.
Die Zellviabilitit der serumfrei kultivierten KeratinoSens SF Zellen iiber mehrere Passagen bei 37 °C und 5 % CO: im

Basalmedium DMEM/Ham's F12 in Anwesenheit von SimPlaceX (p = 1 mL/L). Dargestellt ist die Viabilitdt (%) in Abhdngigkeit
von den Kultivierungstagen.

Abbildung 7 zeigt die Viabilitdit (%) der KeratinoSens SF Zellen wihrend der
Langzeitkultivierung iiber 18 Passagen hinweg. Uber den gesamten Kultivierungszeitraum
hinweg schwankte die Viabilitit zwischen etwa 86 % und 96 %, wobei sich eine
durchschnittliche Viabilitit von 92 % ergab. Insgesamt zeigte sich, dass die
Langzeitkultivierung der KeratinoSens SF Zellen bei einer Serumersatzkonzentration von

¢ = 1 mL/L keinen negativen Einfluss auf die Wachstumskinetik hatte.

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum hinweg wurde keine kontinuierliche Abnahme der
Zellviabilitit mit zunehmender Kultivierungsdauer festgestellt. Auch in spédteren
Kultivierungsphasen wiesen die Zellen weiterhin eine hohe Viabilitét auf.
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2.3 Kryooptimierung

Um reproduzierbare Assay Ready Zellen zu erhalten, ist ein kontrollierter und gleichmifBiger
Einfrierprozess der Zellen erforderlich. Serumhaltige Einfriermedien gelten gemill der
OECD TG 442D als Standard fiir die Kryokonservierung von Zellen im KeratinoSens™ Assay
und dienen als etablierte Referenz. Das beschriebene Protokoll sieht dabei den Einsatz eines
Einfriermediums mit 20 % FBS und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) vor [8]. Da der Assay in
der vorliegenden Arbeit serumfrei etabliert werden sollte, wurde von diesem Protokoll
abgewichen und im Vorfeld eine Optimierung der Kryokonservierung durchgefiihrt. Als
Referenz wurde ein etabliertes, serumhaltiges Einfriermedium mit 10 % FBS und 5 % DMSO
als Benchmark herangezogen und mit zwei alternativen, serumfreien Kryomedien verglichen,

um deren metabolische Aktivitit nach der Kryokonservierung zu bestimmen.
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Abbildung 8: Vergleich der Zellviabilitit serumfrei kultivierter KeratinoSens SF Zellen nach Kryokonservierung in
verschiedenen Einfriermedien.

Graphische Darstellung der Zellviabilitdit serumfrei kultivierter KeratinoSens SF Zellen nach Kryokonservierung in fliissigem
Stickstoff (-196 °C). Verglichen wurden drei Einfriermedien, die jeweils 5 % DMSO enthielten: DMEM/Ham's F-12 mit
10 % FBS als Kontrolle (hellgrauer Graph), DMEM/Ham's F-12 ergdnzt mit 1 mL/ L des Serumersatzprodukts SimPlaceX
(grauer Graph) sowie ein hausintern entwickeltes Einfriermedium (dunkelgrauer Graph). Nach dem Auftauen wurden die
Zellen fiir 16 h bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Anschlieffend wurde die Zellviabilitit mittels Resazurin Assay bestimmt,
indem 20 uL Resazurin Working Solution pro Well zugegeben und die 96-Well-Platte fiir weitere 4 h bei 37 °C und 5 % CO:
inkubiert wurde. Die gemessene Fluoreszenz (RFU) diente als Map fiir die metabolische Aktivitit der Zellen.
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Abbildung 8 zeigt die relative Fluoreszenzaktivitit der kryokonservierten KeratinoSens™ SF
Zellen, bestimmt mittels eines Resazurin basierten Assays. Das FBS haltige Referenzmedium
diente dabei als Benchmark und wird hier auf 100 % normiert (linke Sdule). Im Vergleich zur
serumhaltigen Kontrolle zeigten beide serumfreien Einfriermedien eine reduzierte
metabolische Aktivitit. Die geringste Aktivitit wurde beim Einfriermedium mit dem
Serumersatzprodukt SimPlaceX (¢ = 1 mL/L) beobachtet, das eine Abweichung von 36 %
gegeniiber der Referenz aufwies (mittlere Saule). Das hausinterne serumfreie Einfriermedium
zeigte hingegen lediglich eine Abweichung von 9 % und wies damit eine vergleichsweise nahe

metabolische Aktivitdit dem FBS gegeniiber auf (rechte Saule).

Zusammenfassend zeigt sich, dass das hausinterne serumfreie Einfriermedium im Verhiltnis
zur FBS haltigen Referenz die hochste metabolische Aktivitdt aufweist, wahrend das
Einfriermedium mit dem Serumersatzprodukt SimPlaceX eine deutlich reduzierte Zellaktivitat

zeigt.

2.4 Validierung der Referenzsubstanzen im serumfreien KeratinoSens™

Assay

Im KeratinoSens™ Assay wird der Einfluss von Referenzsubstanzen mit unterschiedlich
starkem Hautsensibilisierungspotenzial auf die zu testenden Zellen untersucht. Gemal
OECD TG442D werden diese Substanzen in positive und negative Referenzsubstanzen
eingeteilt: Die positiven Kontrollen (Zimtalkohol, EGDMA ,2-MBT, Metol, MDBGN, DNCB)
sind echte Elektrophile, die den ARE-Signalweg eindeutig aktivieren, wihrend die negativen
Kontrollen (Isopropanol, Glycerol, Salicylsaure, Milchséure) nicht oder nur sehr schwach
elektrophil sind. Letztere konnen minimalen elektrophilen Stress austiben, der jedoch keine
relevante ARE-Aktivierung bewirkt. Substanzen werden im KeratinoSens™ Assay als
sensibilisierend eingestuft, wenn sie in unabhédngigen Experimenten eine statistisch signifikante
Induktion der Luciferase-Aktivitit oberhalb des definierten Schwellenwertes aufweisen. Dabei
muss eine 1,5 fache Induktion zum Basalzustand der Zelle gemessen werden, wéhrend

gleichzeitig die zelluldre Toxizitét nicht unter den Schwellenwert von 70 % fallen darf [8].

Alle Messungen wurden Guideline konform in unabhingigen Doppelbestimmungen

durchgefiihrt, und die Ergebnisse wurden zur besseren Ubersicht gemittelt.
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2.4.1 Salicylsaure

Uber den  gesamten  getesteten  Konzentrationsbereich  zeigte  sich  kein
konzentrationsabhédngiger Anstieg der Induktion nach Applikation der Salicylsdure. Die
Induktionswerte lagen relativ konstant zwischen einer 0,8- und 1,1-fachen Induktion und
blieben zu allen Messpunkten deutlich unterhalb des definierten Schwellenwertes (gestrichelte
Linie). Die Zellviabilitit zeigte liber den gesamten Konzentrationsbereich einen weitgehend
stabilen Verlauf ohne ausgeprigte zytotoxische Effekte. Die Viabilititswerte lagen
iberwiegend zwischen etwa 80 % und 100 % und unterschritten zu keiner Zeit den

Akzeptanzgrenzwert von 70 %.
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Abbildung 9: Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach der Behandlung mit
Salicylsdure im KeratinoSens™ Assay.

Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach Behandlung mit Salicylsdure im
KeratinoSens™ Assay. Serumfreie Zellen wurden zundichst mit 1 mL/L SimPlaceX kultiviert und anschlieflend kryokonserviert.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen im Assay Ready Format mit Salicylsdure in Konzentrationen von 0,98-1000 uM
behandelt. Die Zellviabilitit wurde mittels MTT Assay bestimmt. Die Fold Induktion der Luciferase Aktivitdt (Y1, blau) sowie
die Zellviabilitit (Y2, rot) sind gegen die jeweilige Substanzkonzentration aufgetragen. Die gestrichelte Linie markiert den
Schwellenwert (EC\,s fiir die Luciferase-Aktivitit und 70 % Zellviabilitdt) zur Substanzvalidierung.
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2.4.1 Milchsaure

Uber den  gesamten  getesteten  Konzentrationsbereich  zeigte  sich  kein
konzentrationsabhédngiger Anstieg der Induktion nach Applikation der Milchsdure. Die
Induktionswerte blieben relativ konstant und lagen zwischen einer 0,7- und 1,2-fachen
Induktion, wodurch alle Messpunkte unterhalb des definierten Schwellenwerts (gestrichelte
Linie) lagen. Die Zellviabilitit betrug im Konzentrationsbereich von 1,95 bis 62,5 uM im Mittel
etwa 97 %. Bei hoheren Konzentrationen kam es zu einer Zunahme der Zellviabilitét auf bis zu

130 %.
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Abbildung 10:Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitdt nach der Behandlung mit
Milchsdure im KeratinoSens™ Assay.

Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach Behandlung mit Milchsdure im
KeratinoSens™ Assay. Serumfreie Zellen wurden zundichst mit 1 mL/L SimPlaceX kultiviert und anschliefSend kryokonserviert.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen im Assay Ready Format mit Milchsdure in Konzentrationen von 0,98-1000 uM
behandelt. Die Zellviabilitit wurde mittels MTT Assay bestimmt. Die Fold Induktion der Luciferase Aktivitdt (Y1, blau) sowie
die Zellviabilitit (Y2, rot) sind gegen die jeweilige Substanzkonzentration aufgetragen. Die gestrichelte Linie markiert den
Schwellenwert (ECi,s fiir die Luciferase-Aktivitit und 70 % Zellviabilitit) zur Substanzvalidierung.
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2.4.2 Glycerol

Uber den  gesamten  getesteten  Konzentrationsbereich  zeigte  sich  kein
konzentrationsabhédngiger Anstieg der Induktion nach Applikation von Glycerol. Die
Induktionswerte lagen relativ konstant im Bereich von etwa 0,9- bis 1,2-fachen Induktion und
blieben zu allen Messpunkten deutlich unterhalb des definierten Schwellenwertes (gestrichelte
Linie). Die Zellviabilitit blieb iiber den gesamten Konzentrationsbereich oberhalb des
erforderlichen Schwellenwertes, nahm bis zu einer Konzentration von 250 uM leicht ab und
stieg bei hoheren Konzentrationen wieder geringfiigig an. Bei den Konzentrationen von

250 uM und 500 puM lagen die Viabilitatswerte jedoch nahe am Grenzbereich.
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Abbildung 11: Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach der Behandlung mit
Glycerol im KeratinoSens™ Assay.

Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach Behandlung mit Glycerol im
KeratinoSens™ Assay. Serumfreie Zellen wurden zundichst mit 1 mL/L SimPlaceX kultiviert und anschliefSend kryokonserviert.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen im Assay Ready Format mit Glycerol in Konzentrationen von 0,98-1000 uM behandelt.
Die Zellviabilitit wurde mittels MTT Assay bestimmt. Die Fold Induktion der Luciferase Aktivitit (Y1, blau) sowie die
Zellviabilitit (Y2, rot) sind gegen die jeweilige Substanzkonzentration aufgetragen. Die gestrichelte Linie markiert den
Schwellenwert (ECi,s fiir die Luciferase-Aktivitit und 70 % Zellviabilitit) zur Substanzvalidierung.
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2.4.3 Isopropanol

Uber den  gesamten  getesteten  Konzentrationsbereich  zeigte  sich  kein
konzentrationsabhédngiger Anstieg der Induktion nach Applikation von Isopropanol. Die
Induktionswerte lagen relativ konstant im Bereich einer 0,8- bis 1,1-fachen Induktion und
blieben zu allen Messpunkten deutlich unterhalb des definierten Schwellenwertes (gestrichelte
Linie). Die Zellviabilitdt lag {iber den gesamten Konzentrationsbereich hinweg oberhalb des
geforderten Schwellenwertes von 70 %. Bei niedrigeren Konzentrationen war eine tendenziell

hohere Zellviabilitit zu beobachten.
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Abbildung 12: Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach der Behandlung mit
Isopropanol im KeratinoSens™ Assay.

Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach Behandlung mit Isopropanol im
KeratinoSens™ Assay. Serumfreie Zellen wurden zundichst mit 1 mL/L SimPlaceX kultiviert und anschliefSend kryokonserviert.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen im Assay Ready Format mit Isopropanol in Konzentrationen von 0,98-1000 uM
behandelt. Die Zellviabilitit wurde mittels MTT Assay bestimmt. Die Fold Induktion der Luciferase Aktivitdt (Y1, blau) sowie
die Zellviabilitit (Y2, rot) sind gegen die jeweilige Substanzkonzentration aufgetragen. Die gestrichelte Linie markiert den
Schwellenwert (ECi,s fiir die Luciferase-Aktivitit und 70 % Zellviabilitit) zur Substanzvalidierung.
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2.4.4 EGDMA

Im Konzentrationsbereich von 1,95 bis 31,25 uM kam es zu einer 1,13- bis 1,36-fachen
Induktion gegeniiber dem Basalzustand und lag unterhalb des definierten Schwellenwertes
(gestrichelte Linie). Ab einer Konzentration von 62,5 pM zeigte sich ein deutlicher, steiler
Anstieg der Induktionskurve, wobei an diesem Messpunkt eine etwa 2,6-fache Induktion
beobachtet wurde. Die Zellviabilitit nahm mit steigender EGDMA Konzentration
kontinuierlich ab und unterschritt ab 125 uM den definierten Schwellenwert von 70 %. Beim

weiteren Anstieg der Konzentration sank die Zellviabilitit nahezu vollstindig gegen null.
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Abbildung 13: Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach der Behandlung mit
EGDMA im KeratinoSens™ Assay.

Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach Behandlung mit EGDMA im
KeratinoSens™ Assay. Serumfreie Zellen wurden zundichst mit 1 mL/L SimPlaceX kultiviert und anschliefSend kryokonserviert.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen im Assay Ready Format mit EGDMA in Konzentrationen von 0,98-1000 uM behandelt.
Die Zellviabilitit wurde mittels MTT Assay bestimmt. Die Fold Induktion der Luciferase Aktivitit (Y1, blau) sowie die
Zellviabilitit (Y2, rot) sind gegen die jeweilige Substanzkonzentration aufgetragen. Die gestrichelte Linie markiert den
Schwellenwert (ECi,s fiir die Luciferase-Aktivitit und 70 % Zellviabilitit) zur Substanzvalidierung.
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2.4.5 Zimtalkohol

Im Konzentrationsbereich bis 125 uM lag die Induktion im Bereich einer 0,85- bis 1,14-fachen
Induktion gegeniiber dem Basalzustand und damit unterhalb des definierten Schwellenwertes
(gestrichelte Linie). Bei einer Konzentration von 250 uM zeigte sich ein kurzfristiger Anstieg
der Induktionskurve in den Grenzbereich mit einer etwa 1,4-fachen Induktion Bei hoheren
Konzentrationen traten zytotoxische Effekte auf, die mit einem Abfall der gemessenen
Induktion einhergingen. Die Zellviabilitidt zeigte einen weitgehend parallelen Verlauf zu den
Induktionswerten. Im Konzentrationsbereich bis 125 uM blieb die Viabilitdt oberhalb des
definierten Schwellenwertes. Ab einer Konzentration von 125 uM unterschritt die Zellviabilitat

den Schwellenwert und sank bei 1000 uM nahezu vollstindig gegen null.
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Abbildung 14: Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach der Behandlung mit
Zimtalkohol im KeratinoSens™ Assay.

Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach Behandlung mit Zimtalkohol im
KeratinoSens™ Assay. Serumfreie Zellen wurden zundichst mit 1 mL/L SimPlaceX kultiviert und anschliefSend kryokonserviert.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen im Assay Ready Format mit Zimtalkohol in Konzentrationen von 0,98-1000 uM
behandelt. Die Zellviabilitit wurde mittels MTT Assay bestimmt. Die Fold Induktion der Luciferase Aktivitdt (Y1, blau) sowie
die Zellviabilitit (Y2, rot) sind gegen die jeweilige Substanzkonzentration aufgetragen. Die gestrichelte Linie markiert den
Schwellenwert (ECu,s fiir die Luciferase-Aktivitit und 70 % Zellviabilitit) zur Substanzvalidierung.
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2.4.6 2-MBT

Bei Konzentration bis ca. 1,95 uM lagen der Induktionswerte unterhalb des definierten
Schwellenwertes (gestrichelte Linie). Im Konzentrationsbereichen von 3,9 bis 62,5 uM
iiberschritten die gemessenen Induktionen den dargestellten Messbereich und nahmen bei
hoheren Konzentrationen deutlich ab. Ab Konzentrationen von etwa 150 uM fiel der Graph
unter den Schwellenwert und néherte sich bei steigender Konzentration schlieBlich null an. Die
Zellviabilitit lag bei 1,95 uM oberhalb des definierten Schwellenwertes von 70 %. Mit
steigender Konzentration nahm die Viabilitdt ab und unterschritt den Schwellenwert. Bei einer
Konzentration von 125 uM zeigte sich ein kurzzeitiges Plateau, bevor die Zellviabilitdt bei

weiteren Konzentrationserhohungen nahezu vollstindig gegen null abfiel.
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Abbildung 15: Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach der Behandlung mit
2-MBT im KeratinoSens™ Assay.

Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach Behandlung mit 2-MBT im
KeratinoSens™ Assay. Serumfreie Zellen wurden zundichst mit 1 mL/L SimPlaceX kultiviert und anschlieflend kryokonserviert.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen im Assay Ready Format mit 2-MBT in Konzentrationen von 0,98-1000 uM behandelt.
Die Zellviabilitit wurde mittels MTT Assay bestimmt. Die Fold Induktion der Luciferase Aktivitit (Y1, blau) sowie die
Zellviabilitit (Y2, rot) sind gegen die jeweilige Substanzkonzentration aufgetragen. Die gestrichelte Linie markiert den
Schwellenwert (EC\,s fiir die Luciferase-Aktivitit und 70 % Zellviabilitdt) zur Substanzvalidierung.
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2.4.7 Metol

Bei niedrigen Konzentrationen von Metol bis ca. 2 uM verlauft die Induktion unterhalb des
definierten Schwellenwerts (gestrichelte Linie). Bei hoheren Konzentrationen bis ca. 30 uM
lagen die Induktionswerte oberhalb des dargestellten Messbereichs. Ab einer Konzentration von
ca. 31,25 uM sank der Induktionswert abrupt auf nahezu null, und blieb bei hdheren
Konzentrationen auf diesem Niveau. Die Zellviabilitit nahm bereits bei einer

Anfangskonzentration von 1,95 uM von 124 % Viabilitét auf 1,3 % bei 31,25 uM ab.
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Abbildung 16: Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach der Behandlung mit
Metol im KeratinoSens™ Assay.

Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach Behandlung mit Metol im
KeratinoSens™ Assay. Serumfreie Zellen wurden zundichst mit 1 mL/L SimPlaceX kultiviert und anschlieflend kryokonserviert.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen im Assay Ready Format mit Metol in Konzentrationen von 0,98-1000 uM behandelt.
Die Zellviabilitit wurde mittels MTT Assay bestimmt. Die Fold Induktion der Luciferase Aktivitit (Y1, blau) sowie die
Zellviabilitit (Y2, rot) sind gegen die jeweilige Substanzkonzentration aufgetragen. Die gestrichelte Linie markiert den
Schwellenwert (EC.,s fiir die Luciferase-Aktivitit und 70 % Zellviabilitdt) zur Substanzvalidierung.
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2.4.8 MDBGN

Bei Konzentrationen bis ungefdhr 5 uM lagen die Induktion und Zellviabilitit im Guideline
konformen Messbereich (gestrichelte Linie). Bei steigenden Konzentrationen sanken sowohl

die Induktion als auch die Zellviabilitit gegen null.
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Abbildung 17: Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach der Behandlung mit
MDBGN im KeratinoSens™ Assay.

Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach Behandlung mit MDBGN im
KeratinoSens™ Assay. Serumfreie Zellen wurden zundchst mit 1 mL/L SimPlaceX kultiviert und anschlieffend kryokonserviert.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen im Assay Ready Format mit MDBGN in Konzentrationen von 0,98-1000 uM behandelt.
Die Zellviabilitit wurde mittels MTT Assay bestimmt. Die Fold Induktion der Luciferase Aktivitit (Y1, blau) sowie die
Zellviabilitit (Y2, rot) sind gegen die jeweilige Substanzkonzentration aufgetragen. Die gestrichelte Linie markiert den
Schwellenwert (EC\,s fiir die Luciferase-Aktivitit und 70 % Zellviabilitdt) zur Substanzvalidierung.
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2.49 DNCB

Bei Konzentrationen bis ca. 2 puM befand sich die Induktion knapp unterhalb des
Schwellenwertes (gestrichelte Linie) und wies parallel eine Zellviabilitit von 99 % auf. Kurz
darauf iiberschritt die Induktion den Schwellenwert und verlie den dargestellten Messberiech
bei Konzentrationen von 5-8 uM. Ab Konzentration von 8 puM zeigten sowohl die Induktion
als auch die Zellviabilitét einen deutlichen Abfall, wodurch keine weiteren validen Messpunkte

bestimmt werden konnten.
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Abbildung 18: Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach der Behandlung mit
DNCB im KeratinoSens™ Assay.

Dosis-Wirkungs-Kurve der Zellviabilitit und der Nrf2 induzierten Luciferase Aktivitit nach Behandlung mit DNCB im
KeratinoSens™ Assay. Serumfreie Zellen wurden zundichst mit 1 mL/L SimPlaceX kultiviert und anschliefSend kryokonserviert.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen im Assay Ready Format mit DNCB in Konzentrationen von 0,98-1000 uM behandelt.
Die Zellviabilitit wurde mittels MTT Assay bestimmt. Die Fold Induktion der Luciferase Aktivitit (Y1, blau) sowie die
Zellviabilitit (Y2, rot) sind gegen die jeweilige Substanzkonzentration aufgetragen. Die gestrichelte Linie markiert den
Schwellenwert (ECi,s fiir die Luciferase-Aktivitit und 70 % Zellviabilitit) zur Substanzvalidierung.
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2.4.10 Vergleich der EC1,s und ICso Werte der Referenzsubstanzen gemifl OECD 442D

Im Folgenden sind die im serumfreien KeratinoSens™ Assay ermittelten EC1,s- und ICso-Werte
der untersuchten Referenzsubstanzen dargestellt. Die ECi,s-Wert wurden ausschlieBlich aus
Konzentrationsbereichen berechnet, in denen eine 1,5-fache Induktion bei einer Zellviabilitit
von mindestens 70 % gemessen wurde. Alle Messwerte auflerhalb dieses Bereiches werden als
nicht Guideline konforme Aktivierungen der Luciferase eingestuft. Der ICso-Wert dient
hingegen der Bestimmung der Zytotoxizitit und wird aus dem gesamten gepriiften
Konzentrationsbereich einschlieBlich zytotoxischer Konzentrationen berechnet. Beide
Parameter bilden damit die Grundlage fiir die Bewertung der Sensibilisierungseigenschaften
der Testsubstanzen. Die farblich markierten Spalten beziehen sich ausschlieBlich auf die im
Assay Ready Format bestimmten Messwerte. Griin markierte Felder kennzeichnen eine
Ubereinstimmung der experimentell bestimmten EC1,s- bzw. ICso-Werte mit den in der OECD
TG 442D definierten Referenzbereichen, wihrend rot markierte Felder Abweichungen von

diesen Richtwerten anzeigen [8].

Tabelle 1: Darstellung der EC:,s- und ICso-Werte der untersuchten Referenzsubstanzen unter Einbezug der OECD TG 442D
Richtwerte, der im Assay Ready Format ermittelten Messwerte sowie ergdnzender hausinterner KeratinoSens™-
Referenzmessung.

Referenz- LLNA- EC15 (M) EC15 (uM) EC15 IC50 (uM) ICS0 IC50 (uM)
substanzen Einstufung OECD 442D Assay ready (M) OECD (uM) Referenz*
Richtwert Referenz! 442D Assay
Richtwert ready
Salicylsdure Nicht >1000 >2000 >2000 >1000 >2000 >2000
sensibilisierend
Milchsdure Nicht >1000 >2000 >2000 >1000 >2000 >2000
sensibilisierend
Glycerol Nicht >1000 >2000 >2000 >1000 >2000 >2000
sensibilisierend
Isopropanol Nicht >1000 >2000 >2000 >1000 >2000 >2000
sensibilisierend
EGDMA Schwach 5-125 332 342 > 500 2352 4893
sensibilisierend
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Referenz- LLNA- EC1.5 (M) EC1.5 (uM) EC15 IC50 (uM) IC50 IC50 (uM)
substanzen Einstufung OECD 442D ) OECD 442D Referenz!
Richtwert Assay ready  (uM) Richtwert (V)
Referenz! Assay
ready
Zimtalkohol Schwach 25-175 n A. 912.68 | > 1000 206.2 1297.3
sensibilisierend
2-MBT Moderat 25-250 2.7 35.6 =500 49 469.4
sensibilisierend
Metol Stark <12.5 2.9 1 20-200 11.54 6.5
sensibilisierend
MDBGN Stark <20 n A. 7.4 20-100 9.9 15.3
sensibilisierend
DNCB Sehr stark <125 2.1 1.0 5-20 4.5 3
sensibilisierend

Referenz': Erginzend sind Historische Daten aus KeratinoSens™ Assays aufgefiihrt, bei denen die Funktionalitit
der Zellen direkt aus der serumfreien Kultur bestimmt wurde. Diese Daten dienen ausschlieBlich der Einordnung

und dem Vergleich der im Assay Ready Format bestimmten Ergebnisse.

Im Folgenden beziehen sich alle Angaben auf Konzentrations- und Wertebereichen bei der
Bewertung der untersuchten Testsubstanzen auf, die in der OECD TG 442D validierten
Bereiche. Fiir die nicht sensibilisierenden Testsubstanzen Salicylsdure, Milchsédure, Glycerol
und Isopropanol lagen die ECi;s- und ICso-Werte innerhalb des Guideline konformen
Referenzbereiches und entsprachen den jeweiligen Dosis-Wirkungs-Kurven der Graphen

welche in den Abbildung 9Abbildung 10Abbildung 11Abbildung 12 dargestellt wurden.

Bei Glycerol und Isopropanol wurde im Konzentrationsbereich von 125-250 pM eine
verringerte Zellviabilitit beobachtet, die jedoch weiterhin oberhalb des festgelegten
Schwellenwertes von 70 % lag. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass keine verinderte
Funktionalitit der Zellen vorlag und somit keine erhohte Sensibilisierungsantwort gegeniiber
den untersuchten Substanzen gezeigt wurde. Somit konnten alle vier nicht sensibilisierenden

Substanzen als negativ eingestuft werden.
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Bei der schwach sensibilisierenden Testsubstanz EGDMA lag der ECi.s-Wert von 33,2 uM
innerhalb des definierten Referenzbereichs. Der 1Cso-Wert lag mit 206 pM jedoch deutlich
unterhalb des angegebenen Richtwerts, was auf eine erhdhte Zytotoxizitdt hinweist. Diese
ausgepragte Zytotoxizitit konnte im Zusammenhang mit einem erhohten zelluldren
Stressniveau der Zellen stehen. Trotz der erhohten Zytotoxizitidt konnte fiir EGDMA eine
Guideline konforme Induktion nachgewiesen werden und ist gemadfs OECD TG 442D als positiv
einzustufen. Fiir Zimtalkohol konnten bei Konzentrationen von ca. 0,98 bis etwa 125 uM keine
1,5-fache Induktion beobachtet werden. Die Dosis-Wirkungs-Kurve verlief in diesem Bereich
vergleichbar mit den nicht sensibilisierenden Substanzen. Bei hoheren Konzentrationen
iiberwogen die zytotoxischen Effekte, sodass die Zellviabilitdt unter den Schwellenwert von 70
% fiel (Abbildung 14). Dies wurde durch den ICso-Wert bestitigt, der deutlich unterhalb des
definierten Richtwerts mit 206,2 uM lag. Somit iiberlagerten die zytotoxischen Effekte die
Funktionalitit des Assays, wodurch fiir Zimtalkohol kein ECi,s-Wert bestimmt werden konnte
und somit als nicht bewertbar eingestuft wurde. Die als moderat sensibilisierend eingestufte
Testsubstanz 2-MBT zeigte im serumfreien KeratinoSens™ Assay eine Aktivierung der
Luciferaseaktivitit innerhalb der Guideline konformen Konzentrationsbereichs. Der
ECis- Wert von 2,7 puM lag deutlich unterhalb des in der Guideline definierten
Referenzbereichs von 25-250 uM. Zudem lag der ICso-Wert der Zellen mit 4,9 uM ebenfalls
deutlich unterhalb des angegebenen Grenzwertes, wodurch die steigende Induktion bei hoheren
Konzentrationen vermutlich auf einen verstirkten zytotoxischen Effekt zuriickzufiihren war
(Abbildung 15). Dennoch war die Substanz aufgrund der nachgewiesenen Guideline konformen
Induktion als positiv einzustufen. Die Referenzsubstanz Metol =zeigte ein stark
sensibilisierendes Potenzial. Der ECi,s-Wert lag mit 2,9 uM und der ICso-Wert mit 11,54 uM
deutlich unterhalb des Referenzbereichs der Testsubstanz. Bei hoheren Konzentrationen nahm
die Zellviabilitidt deutlich ab, was auf eine verstirkte zytotoxische Wirkung der Substanz
schlieBen liefl (Abbildung 16). Dennoch kam es zu einer Guideline konformen Bestimmung des
EC.,s-Wertes, wodurch Metol als positiv einzustufen war. MDBGN zeigte im serumfreien
KeratinoSens™ Assay bei niedrigen Konzentrationen eine biologisch messbare Induktion,
welche jedoch unterhalb des relevanten Schwellenwerts lag. Ab einer Konzentration von etwa
5 uM nahm die Zellviabilitidt deutlich ab, sodass zytotoxische Effekte zunehmend die
Funktionalitit des Assays iiberlagerten, was der ICso-Wert von 9,9 uM bestétigt. Infolgedessen
konnte keine 1,5-fache Induktion innerhalb der Guideline konformen Konzentrationsbereichs
nachgewiesen werden (Abbildung 17). Entsprechend ist MDBGN gemil OECD TG 442D als

nicht bewertbar einzustufen.
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Die sehr stark sensibilisierende Referenzsubstanz DNCB erfiillte im serumfreien
KeratinoSens™ Assay die Kriterien fiir eine Guideline konforme Bestimmung des ECi,s-Werts.
Bei h6éheren Konzentrationen trat eine deutliche Abnahme der Zellviabilitit auf, was die
zunehmende Zytotoxizitdt bei steigender Konzentration bestétigte (Abbildung 18). Somit

konnte DNCB als positiv eingestuft werden.
3 Diskussion

Im folgenden Abschnitt werden die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zur Optimierung der
Kryokonservierung sowie zum Einsatz der KeratinoSens SF Zellen im Assay Ready Format
diskutiert. Dariiber hinaus wurden mittels einer Titration des Serumersatzproduktes
Riickschliisse auf eine mogliche Optimierung der serumfreien Kultivierungsbedingungen sowie

der anschlieBenden Langzeitkultivierung der Zellen gezogen.
3.1 Optimierung der serumfreien Kultivierungsbedingungen

Bei der Titration des Serumersatzproduktes zeigte sich, dass die Kultivierung der
KeratinoSens SF  Zellen im Konzentrationsbereich von 0,5-2 mL/L keine deutlichen
Unterschiede in der Zellviabilitit aufwiesen (Abbildung 5). Auch die ermittelten
Wachstumsraten unterschieden sich bei einer Volumenkonzentration von 1 mL/L nur
geringfligig voneinander (Abbildung 4). Dieses Ergebnis bestétigt die in der Literatur
beschriebene Plateaueffekte bei der Verwendung von Serumersatzprodukten in der Zellkultur.
Dabei weisen Zellen hdufig nur innerhalb eines begrenzten Konzentrationsbereichs eines
Serumersatzproduktes optimale Bedingungen fiir die Zellproliferation auf. Dies ist vermutlich
auf ein Uberangebot an essenziellen Wachstumsfaktoren und Nihrstoffen in den
Serumersatzprodukten zuriickzufiihren, die ab einer bestimmten Konzentration nicht mehr
limitierend wirken. Dieser Zusammenhang konnte auch erkldren, weshalb bei einer
Verdopplung der SimPlaceX Konzentrationen von 1 mL/L auf 2 mL/L kein signifikant erhdhtes
Zellwachstum zu beobachtet war [26]. Demzufolge ist davon auszugehen, dass eine weitere
Erhohung der SimPlaceX Konzentration unter den verwendeten Bedingungen keinen

zusétzlichen Nutzen fiir die Kultivierung der KeratinoSens SF Zellen bietet.
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3.2 Einfluss der Langzeitkultivierung auf das Wachstum und die Viabilit:it
der KeratinoSens SF

Fir die Langzeitkultivierung der KeratinoSens SF Zellen wurde die zuvor bestimmte
Arbeitskonzentration von 1 mL/L verwendet. Uber den gesamten Kultivierungszeitraum von
18 Passagen zeigten sich stabile Wachstumsraten, welche die Ergebnisse der SimPlaceX
Titration bestéitigen (Abbildung 6). Die Zellviabilitét blieb kontinuierlich iiber 90 % und zeigte,
dass die zunehmende Kultivierungsdauer keinen negativen Effekt auf die Viabilitét hatte
(Abbildung 7). Wihrend der Kultivierung kam es zum Auftreten vereinzelter Ausreifler der
Wachstumsraten und der zugehdrigen Viabilitdten, welche jedoch scheinbar keinen Einfluss auf
die weitere Zellproliferation hatten. Ahnliche Schwankungen werden in Studien zur
Langzeitkultivierung von Zellen unter serumfreien Bedingungen beobachtet und lassen sich
vermutlich durch adaptive zelluldre Prozesse oder passagenabhéngige Effekte erkliaren [26].
Fiir eine vollstindige Bewertung moglicher Langzeitauswirkungen der Funktionalitdt der
Zellen sind weiterfithrende Funktionalititsassays erforderlich. So konnte bestimmt werden, ob
trotz der stabilen Wachstumsraten und Zellviabilititen, Verdnderungen der Signalantwort auf

zelluldren Stress im Assay Format zu beobachten sind.
3.3 Kryooptimierung

Die Ergebnisse der Kryooptimierung zeigten, dass die hochste metabolische Aktivitit der
Zellen bei dem serumhaltigen Einfriermedium bestimmt werden konnte (10 % FBS). Knapp
darunter lag das hausinterne Einfriermedium, welches eine vergleichsweise gute
Kryoprotektionsfunktion aufwies. Das Einfriermedium, welches aus dem serumfreien
Kulturmedium mit 5 % DMSO bestand, zeigte hingegen eine deutlich reduzierte Zellaktivitét.
Die hohere metabolische Aktivitit in Anwesenheit von FBS bestitigt die schiitzende Wirkung
der enthaltenen Serumproteine wihrend des Gefrier- und Auftauprozesses. Die von
Baust & Gao (2009) veroffentlichte Arbeit bestétigt diese Beobachtungen, da sie beschreibt,
dass serumfreie Kryokonservierung mit einer eingeschrinkten Funktionalitit der Zellen
verbunden sein kann und sich Zellen im KeratinoSens™ Assay empfindlicher verhalten konnen
[27]. Somit hat die Wahl des Einfriermediums einen erheblichen Einfluss auf die metabolische
Aktivitdt der KeratinoSens SF Zellen nach dem Kryoprozess. Fiir die Kryokonservierung der
serumfreien Assay Ready Zellen wurde das hausinterne Einfriermedium verwendet. Dieses

zeigte unter serumfreien Bedingungen die hochste metabolische Aktivitit der Zellen.
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Ein serumhaltiges Einfriermedium wurde bewusst nicht eingesetzt, da das Ziel dieser Arbeit

die Untersuchung eines vollstindig serumfreien Assay Ready Formats war.

3.4 Validierung von Referenzsubstanzen im serumfreien KeratinoSens™

Assay

Im Rahmen dieser Bachelorarbeit wurde die Funktionalitdt serumfrei kultivierter und
kryokonservierter KeratinoSens SF Zellen im KeratinoSens™ Assay untersucht. Die Zellen
wurden dabei im Assay Ready Format getestet, somit wurden Sie unmittelbar nach dem
Auftauen direkt im Assay eingesetzt, um ihre Funktionalitét direkt nach der Kryokonservierung
zu beurteilen. Historische Daten von KeratinoSens™ Assays zeigen, dass serumfrei kultivierte
Zellen in der Solvent Control erh6hte Induktionswerte im Basalzustand als im Vergleich zur
serumhaltigen Kontrolle aufweisen. In der Studie von Yang et al. (2016) wurde gezeigt, dass
FBS und Albumine (Hauptbestandteil) eine schiitzende und puffernde Wirkung gegeniiber
oxidativem und elektrophilem Stress besitzen. Durch die Reduktion der ROS /RNS und
Elektrophile konnen zytotoxische Effekte verringert werden, sodass das Fehlen der
Serumbestandteile wihrend der Kultivierung und Konservierung zu einem erhohten zelluldren
Grundstress fithren kann [28]. Durch die Zugabe der Testsubstanzen steigt der zelluldre Stress
wodurch zu erwarten ist, dass die Zellen im Assay Ready Format ebenfalls empfindlicher

reagieren werden.

Zusammenfassend konnte bei allen Testsubstanzen ein erhohter zelluldren Grundstress anhand
der Induktionswerte der Solvent Controls beobachtet werden. Gemédf3 OECD TG 442D konnten
trotz dessen die als nicht sensibilisierenden Testsubstanzen im serumfreien
KeratinoSens™ Assay als negativ eingestuft werden. Die als sensibilisierend eingestuften
Testsubstanzen zeigten im Assay Ready Format hingegen bereits bei niedrigeren
Konzentrationen eine erhohte zytotoxische Wirkung, welche sich in niedrigen ICso-Werten
widerspiegelten. Trotz des erhdhten zelluldren Stresszustandes konnten fiir EGDMA, Metol
und DNCB hier Induktionen bestimmt werden, die innerhalb des Referenzbereichs der
Guideline lagen. 2-MBT zeigte allerdings eine erhohte Toxizitdt wodurch der ECi,s-Wert weit
unterhalb des Referenzwertes lag. Trotz der niedrigen 1Cso-Werte konnten Guideline konforme
EC.i,5-Werte bestimmt werden, sodass EGDMA, Metol, DNCB und 2-MBT gemi3 OECD TG
442D als positiv einzustufen waren. Bei Zimtalkohol und MDBGN {iiberwogen hingegen die
zytotoxischen Effekte der Substanzen die Funktionalitit des Assays, sodass keine Guideline
konformen Bestimmungen der ECi,s-Werte moglich waren und diese Substanzen als nicht

bewertbar eingestuft werden.
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Fiir Substanzen, deren Bewertung aufgrund ausgeprigter Zytotoxizitdten nicht moglich war,
siecht die OECD TG 442D eine erneute Priifung mit angepassten Konzentrationsbereichen vor.
Dabei soll untersucht werden, ob unter serumfreien Bedingungen eine Guideline konforme
Induktion gemessen werden kann oder ob die starke Zytotoxizitit die Bestimmung des ECi,s-
Werts dauerhaft verhindert [8]. Durch diese kontinuierlich erhdhten Zytotoxizitdten und teils
nicht bestimmbaren EC.s-Werten konnten die Vorgaben der OECD TG 442D zu den
technischen Uberpriifungen der Testsubstanzen im serumfreien Assay Ready Format nicht
vollstindig erfiillt werden. Dieser erhohte zelluldre Stress war bei allen untersuchten
Substanzen zu beobachten und ist darauf zuriickzufiilhren, dass FBS nicht nur
wachstumsfordernde Eigenschaften besitzt, sondern auch eine schiitzende Wirkung gegeniiber

durch ROS/RNS oder Elektrophile ausgeldstem Stress aufweist [28].

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den in Tabelle 1 dargestellten Referenzdaten des
KeratinoSens™ Assays, zeigt sich, dass sich die nicht sensibilisierenden Substanzen in beiden
Versuchsansitzen vergleichbar verhielten. Die Testsubstanzen mit sensibilisierendem Potenzial
wiesen im Assay Ready Format hingegen ein erhohtes zelluldres Stressniveau im Vergleich zu
den Referenzmessungen auf. Der zytotoxische Einfluss der Testsubstanzen war, somit im Assay
Ready Format mit Ausnahme von DNCB stirker als im KeratinoSens™ Assay der
Referenzmessungen. Daraus ldsst sich schlie3en, dass die im Assay Ready Format verwendeten
Zellen infolge des Kryoprozesses einem erhohten zelluldren Stress ausgesetzt sind und dadurch
empfindlicher auf zusétzliche Belastungen reagieren. Dieses Verhalten wird in der Literatur
bestitigt, wonach kryokonservierte Zellen unmittelbar nach dem Auftauen einen erhdhten
zelluldaren Stress aufweisen, der mit einer erhdhten Empfindlichkeit gegeniiber weiteren

Stressoren einhergehen kann [27].
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3.5 Fazit und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob eine serumfreie Kultivierung und
Kryokonservierung von KeratinoSens SF Zellen fiir den Einsatz im Assay Ready Format geméal
OECD TG 442D geeignet ist. Die nicht sensibilisierende Testsubstanzen Salicylsdure,
Milchsdure, Glycerol und Isopropanol konnten als negativ eingestuft werden. Fiir die
sensibilisierenden Referenzsubstanzen zeigte sich, dass trotz einer erhohten Zytotoxizitét eine
iiberwiegende Guideline konforme Induktion erzielt werden konnte, sodass vier von sechs
sensibilisierenden Substanzen als positiv eingestuft wurden. Somit konnten die Zellen im Assay
Ready Format die technische Uberpriifung nicht vollstindig erfiillen. Zukiinftige Arbeiten
sollten sich auf die weitere Optimierung der serumfreien Kultivierungs- und
Kryokonservierungsbedingungen konzentrieren, um die zelluldre Stressresistenz zu verbessern.
Insbesondere die Anpassung der Kryokonservierung sowie die Optimierung der
Erholungsphase nach dem Auftauen konnten dazu beitragen, zytotoxische Effekte zu
reduzieren. Dariiber hinaus stellt die Verkiirzung der Inkubationszeiten der Testsubstanzen
einen moglichen Ansatz dar, um toxischen Effekten entgegenzuwirken und die Assay Ready

konforme Bewertung weiter zu verbessern.

Die durchgefiihrte Titration des Serumersatzprodukts ermdglichte eine erfolgreiche
Bestimmung einer geeigneten Konzentration fiir die serumfreie Kultivierung der KeratinoSens
SF Zellen. Dabe1 konnten stabile Wachstumsraten und Viabilititen innerhalb des untersuchten
Konzentrationsbereichs erzielt werden. Zukiinftig konnte iiberpriift werden, inwiefern eine
weitere Feinabstimmung der Serumersatzkonzentration, zu einer weiteren Verbesserung der

Zellstabilitdt und Assay Performance fiihren konnte.

Im Rahmen der Langzeitkultivierung zeigte sich, dass die KeratinoSens SF Zellen unter
serumfreien Bedingungen iiber mehrere Passagen hinweg stabile Wachstumsraten und eine
hohe Zellviabilitit aufwiesen. Die erfolgreiche Konzentrationsbestimmung des
Serumersatzprodukts bildete dabei eine wesentliche Grundlage fiir die Langzeitkultur. Fiir die
abschlieende Bewertung der Zellen fiir den Einsatz im KeratinoSens™ Assay sollten jedoch
zusétzliche Funktionalititsassay am Ende einer Langzeitkultivierung durchgefiihrt werden, um

die Einfliisse der Kultivierung auf die Funktionalitit im Assay zu bestimmen.
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4 Material

4.1 Mess- und Kultivierungsgeriite

Die in dieser Arbeit verwendeten Mess- und Kultivierungsgerite fiir die Kultivierung der
KeratinoSens SF Zellen sowie fiir die Durchfiihrung des KeratinoSens™ Assays sind in
Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Ubersicht der fiir den KeratinoSens™ Assay eingesetzten Mess- und Kultivierungsgerite.

Geriite Bezeichnung Hersteller
Mikroskop Nikon ECLIPSE TS100 Nikon
Mikroskop Kamera MikroCam II 12 MP Bresser GmbH
Zellzdhler CytoDirect Mettler-Toledo
Inkubator Steri-Cylcle-i250 Thermo Fisher Scientific
Sterile Sicherheitswerkbank Herasafe KS 12 Thermo Fisher Scientific
Zentrifuge Mega Star 1.6R Thermo Fisher Science
Wasserbad WNE 14 Memmert GmbH + Co KG
Stickstofftank Chronos Messer
Analysenwaage Sartorius CP124 S Sartorius AG
Kiihlschrank Siemens Electronic Siemens Aktiengesellschaft
Gefrierschrank

-20°C TKSS400H GGM Gastro International

-80 °C - 80°C, TSX Series Thermo Fisher Scientific
Mikrotiterplatten Lesegerét Safinre 2 Tecan Trading AG
Mikrotiterplatten Schiittler Tritramax 100 Heidolph Instruments GmbH

& Co. KG

Inkubator Thermo Steri-Cycle Thermo Fisher Scientific

(37 °C, 5 % CO2)

Einfriergefal3 Mr. Frosty Thermo Fisher Scientific
Desktop-Thermodrucker GK420T Zebra Technologies
Corporation
Pipetierhilfe Pipetboy acu 2 INTEGRA Biosciences
GmbH
Elektronische Mehrkanalpipette Eppendorf SE
5-100 pL Xplorer®
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Geriite Bezeichnung Hersteller
50-1200 L Xplorer®
Mechanische Luftpolster Pipette Eppendorfer SE
10-100 puL Research® Plus
20-200 pL Research® Plus
100-1000 pL Research® Plus

4.2 Experimentelle Verbrauchmaterialien

Die fiir die Arbeit der Mess- und Kultivierungsgerite bendtigten Verbrauchsmaterialien zur
Kultivierung der KeratinoSens SF Zellen sowie zur Durchfiihrung des KeratinoSens™ Assays

sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Ubersicht der fiir den KeratinoSens™ Assay verwendeten experimentellen Verbrauchsmaterialien.

Materialien Katalognummer Hersteller
Zellkulturflaschen Sarsteadt AG & Co. KG
T25 83.3910
T75 83.3910
T175 83.3910
Zellkulturplatten Sarsteadt AG & Co. KG
96 well (transparent) 83.3924.300
96 well (weil}) 82.1581.110
Zentrifugenréhrchen VWR International GmbH
15 mL 62.554.502
50 mL 62.547.255
Mikroreaktionsgefifle Sarsteadt AG & Co. KG
2 ml 72.695.500
Mikroreaktionsgefile Sarsteadt AG & Co. KG
(lichtundurchldssig)
1,5 mL 72.695.001
Kryovial Thermo Fisher Sciencific
1,8 mL 368632

41



Material

Materialien Katalognummer Hersteller

Filterpipettenspitzen Sarsteadt AG & Co. KG

transparent, Biosphere® plus

100 pL 70.3030.255
200 pL 70.3030.215
1200 pL 70.3070.255
Serologische Pipetten Sarsteadt AG & Co. KG
1 mL 86.1251.025
2 mL 86.1252.025
5mL 86.1687.010
10 mL 86.1688.010
25 mL 86.1685.020
50 mL 86.1256.001

4.3 Zelllinie

Fir die Kultivierung der fiir den KeratinoSens Assay benétigten Zellen wurden
kryokonservierte Zellen aufgetaut, die zuvor auf die serumfrei kultivierte Variante

KeratinoSens SF umgestellt worden waren.

Tabelle 4: Ubersicht der kultivierten KeratinoSens SF Zelllinie, serumfrei kultiviert und fiir den Assay verwendet.

Zelllinie Interne Lotnummer Zell-1ID

KeratinoSens SF 83-250909FEHO01 1700
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4.4  Zellkulturreagenzien fiir Handhabung und Kryokonservierung

Die fiir die Handhabung und Kryokonservierung der Zellen verwendeten Zellkulturreagenzien

sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Zellkulturreagenzien fiir die Handhabung und Kryokonservierung.

Chemikalien Hersteller Kat. Nr.
Accutase Corning 25-058-CI
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline Capricorn ME061-01
(DPBS)
instaFREEZE acCELLerate ME258-10
Streptomycin/ Penicillin PAN Biotech P06-07100
FBS PAN Biotech P30-5500

4.5 Zellkulturmedien und -zusétze zur Kultivierung der KeratinoSens SF
Zellen

In diesem Abschnitt sind die fiir die Kultivierung der KeratinoSens SF Zellen verwendeten
Zellkulturmedien und -zusitze einschlieBlich Herstellerangaben und Katalognummern

aufgefiihrt.

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Zellkulturmedien und -zusiitze zur Kultivierung der KeratinoSens SF Zellen.

Medien/ Zusiitze Hersteller Kat. Nr.
DMEM/ Ham’s F12 (Phenolrot) Capricorn DMEM-12-HXA
SimPlaceX Scinora 108104-1L
L-Glutamin Capricorn GLN-B
G418 Capricorn G418-Q
Sodium Pyruvat Sigma-Aldrich S8636
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4.6 Serumfreie Medienzusammensetzung

Die Zusammensetzung des serumfreien Kulturmediums fiir die KeratinoSens SF Zellen sowie
die jeweiligen Endkonzentrationen der Zusitze sind Tabelle 7 zu entnehmen.

Tabelle 7: Medienzusammensetzung des serumfreien Kulturmediums fiir KeratinoSens SF Zellen

Basalmedium Zusitze Konzentration
DMEM Ham’s F12 SimPlaceX I mL/L
L-Glutamin 4 mM
G418 0,5 mg/ mL
Sodium Pyruvat 1 mM

4.7 Testsubstanzen des KeratinoSens™ Assays

Die in dieser Arbeit eingesetzten Testsubstanzen sind in Tabelle 8 zusammengefasst. Thr
theoretischer Hintergrund und die Funktion im KeratinoSens™ Assay werden im Methodenteil

néher erldutert.

Tabelle 8: Testsubstanzen zur Klassifizierung nach OECD TG 442D im KeratinoSens ™ Assay.

Testsubstanzen Hersteller Kat. Nr.:

Salicylsdure Sigma-Aldrich 247588
Milchséure Sigma-Aldrich W261106-1KG-K
Glycerol PAN Biotech P04-93100

Isopropanol Capricorn GLN-B
Ethylenglykoldimethylacrylat (EGDMA) Capricorn G418-Q
Zimtalkohol Sigma-Aldrich 108197

2-Mercaptobenzothiazol (2-MBT) Proteintech HZ-1326

4-Methylaminopheolsulfat (Metol) Proteintech HZ-1100
Methyldibromoglutaronitrile (MDBGN) Proteintech HZ-1285

Dinitrochlorbenzol (DNCB) Sigma-Aldrich 138630-100G

44



Methoden

5 Methoden

In diesem Kapitel werden die experimentellen Methoden beschrieben, die fiir die Kultivierung
und Kryokonservierung der KeratinoSens SF Zellen eingesetzt wurden. Dariiber hinaus wird
die Klassifizierung der im KeratinoSens™ Assays verwendeten Testsubstanzen sowie deren

Anwendung im Assay erldutert.
5.1 Kryooptimierung

Einer der wichtigsten Schritte in der Produktion und Lagerung von Zellen ist der
Einfrierprozess. Obwohl jede Zelllinie spezifische Anforderungen an ihr Kultivierungsmilieu
stellt, kann der Einfrierprozess von Sdugetierzellen grundsétzlich generalisiert beschrieben
werden [29]. Aufgrund der Umstellung der KeratinoSens-Zellen auf die serumfreie Variante
KeratinoSens SF wurde eine erneute Validierung verschiedener Einfrierbedingungen

durchgefiihrt.

Hierbei wurden ein hausinterne Einfriermedium sowie das serumfreie Kulturmedium im
Vergleich zu einem FBS haltigen Kontrollmedium als potenzielle Einfriermedien untersucht.
Fiir eine optimale Kryoprotektion befanden sich die Zellen wéhrend des Einfrierprozesses in
der exponentiellen Wachstumsphase. Fiir jede Einfrierbedingung wurden die Zellen auf eine
Dichte von > 4 x 10¢ Zellen expandiert. Bevor die Zellen im Einfriermedium resuspendiert
werden, wird DMSO in einer Konzentration von 5% (v/v) hinzugeben, welches als
Kryoprotektika die Eiskristallbildung im intra- und extrazelluldren Raum unterbinden soll [30].
AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf drei 15 mL Réhrchen verteilt, zentrifugiert und der
Uberstand vorsichtig iiber dem Zellpellet entfernt. Das Zellpellet wurde anschlieBend in 4 mL
Einfriermedium resuspendiert. Fiir jede Bedingung wurden anschlieend drei Kryovials mit
jeweils 1 mL Zellsuspension aliquotiert. Zum Einfrieren kam ein Mr. Frosty zum Einsatz, der
zundchst in einem —80 °C Gefrierschrank gelagert wurde, bevor die Proben in den
Fliissigstickstofftank iiberfiihrt wurden. Mr. Frosty ist ein Isopropanol basiertes Einfriergefal,
das ein Temperaturprofil von etwa —1 °C pro Minute erzeugt, was in den meisten Fillen optimal
fiir Sdugetierzellen ist [28]. Um den Einfluss der unterschiedlichen Einfrierbedingungen auf die
Zellviabilitdt zu beurteilen, wurde im Anschluss ein Resazurin basierter Vitalitits-Assay

durchgefiihrt.
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Vorbereitung des Vitalitits-Assays

Im néchsten Schritt erfolgt die Vorbereitung des Vitalitits-Assays. Hierfiir wird das
zellspezifische Assay Medium (Tabelle 7) mit 10 mM HEPES sowie 1 %
Penicillin/Streptomycin ~ supplementiert, um unerwiinschten pH-Schwankungen und

mikrobiellen Kontaminationen vorzubeugen.

Assay - Tag 1

In die 5 mL Eppendorf Tubes werden zunéchst jeweils 3 mL des Assay Mediums vorgelegt.
AnschlieBend werden zwei Kryovials im Wasserbad bei 37 °C fiir 3 min aufgetaut. Danach
werden 2 mL Kulturmedium mit einer serologischen Pipette aufgenommen, um die
Zellsuspension zu entnehmen. Dabei verbleibt etwa 1 mL in der Pipette, um das Kryovial
auszuspiilen. Dieser Schritt wird fiir alle Proben identisch durchgefiihrt. Nach mehrmaligem
vorsichtigem Invertieren der 5 mL Tubes wird jeweils 1 mL der Zellsuspension in 1,5 mL
Eppendorf Tubes iiberfiihrt und bei 300 x g zentrifugiert. Das resultierende Zellpellet kann
nahezu transparent erscheinen, weshalb beim Entfernen des Uberstandes besonders sorgfiltig
gearbeitet werden muss. Das Pellet wird anschlieBend durch leichtes Abklopfen des Rohrchens

auf der Arbeitsflache gelockert, um eine gleichmifBige Resuspension zu ermoglichen.

Jedes Pellet wird in 1.200 pL des serumfreien Kulturmediums resuspendiert. Davon werden
jeweils dreimal 100 pL in drei Wells der 96-Well-Platte iiberfiihrt. Die verbleibenden Wells
werden mit 100 uL DPBS aufgefiillt. Die Inkubation erfolgt {iber 16 h bei 37 °C und 5 %
CO: Atmosphdre.

Tabelle 9 Belegungsschema der 96-Well-Platte fiir die Vitalitdtsmessung mittels Resazurin-Assay. Proben aus Vial A (Kontrolle
im FBS-haltigen Medium), Vial B (serumfreies Medium) und Vial C (hausinternes Einfriermedium) wurden jeweils in
Duplikaten in die entsprechenden Wells (B2—B4/B5-B7, C2—C4/C5—C7 und D2-D4/D5-D7) ausgesdt.

Platten Layout| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B Al A2
C B1 B2
D C1 Cc2
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Assay - Tag 2

Am folgenden Tag werden 20 pL der Resazurin Working Solution zu den inkubierten Zellen
gegeben, worauthin die 96 Wellplatte erneut fiir 4 h bei 37 °C und 5 % CO: Atmosphére
inkubiert wird. Nach Abschluss der Inkubation wird das Fluoreszenzsignal gemessen. Dieses
Signal ist proportional zur metabolischen Aktivitit der Zellen und dient somit als MaB fiir deren

Vitalitit [29].

5.2 Auftauen von Zellen

Das Auftauen kryokonservierter Zellen stellt einen kritischen Schritt in der Zellkultur dar, da es
mafgeblich die Zellvitalitit sowie das anschlieBende Proliferationsverhalten beeinflussen kann.
Um Zellstress und Schédigungen zu minimieren, ist eine standardisierte, zeiteffiziente und
dennoch schonende Durchfiihrung erforderlich [30]. Nach der Entnahme aus dem
flissigstickstoffbasierten Kryolager wurden die Kryovials bis zur Verarbeitung auf Trockeneis
gelagert, um ein unkontrolliertes Auftauen zu vermeiden. Dies ist insbesondere aufgrund der
zytotoxischen Eigenschaften von DMSO im Einfriermedium relevant. DMSO vermindert die
Eiskristallbildung, wéhrend der Kryokonservierung im intra- und extrazellularen Raum der
Zellen, muss jedoch nach dem Auftauen rasch entfernt werden, um zellulire Schiden von
Organellen und der Membran zu verhindern [31]. Das Auftauen erfolgte mit einem Schwimmer
in einem 37 °C warmen Wasserbad, wobei die Dauer abhidngig vom Volumen des Kryovials ist.
2 Minuten bei einem 1 mL Vial und 3 Minuten bei einem 1,8 mL Vial. Parallel dazu wurden in
ein 15 mL Zentrifugenrdhrchen 9 mL (1 mL Vial) oder 8 mL (1,8 mL Vial) Medium vorgelegt.
Nach dem Auftauen wurden ca. 4 mL Medium entnommen, mit der aufgetauten Zellsuspension
in der Pipettenspitze vorsichtig vermischt und anschlieBend vollstindig in das
Zentrifugenr6hrchen iiberfiihrt. Das Kryovial wurde mit 1 mL Medium gespiilt, um verbliebene
Zellen aufzunehmen, und die Zellsuspension ebenfalls in das Rohrchen gegeben. Zur
Entfernung des DMSO wurde die Zellsuspension zentrifugiert, wobei die
Zentrifugationsparameter (300 x g 4 3min) zelllinienspezifisch angepasst wurden, um
mechanische Belastungen zu minimieren. Nach Abnahme des Uberstands wurde das Zellpellet
in frischem Medium resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Zellzahl und
Viabilitdt mithilfe des CytoDirect Systems (Mettler-Toledo), welche im folgenden Kapitel
beschrieben wird. Der gesamte Prozess wurde unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt und
moglichst ziligig abgeschlossen, um eine maximale Zellvitalitit und Kultivierungsfahigkeit

sicherzustellen.
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5.3 Zihlung/ Vitalitatsbestimmung

Die Zellzédhlung und Vitalitdtsbestimmung der kultivierten Zellen erfolgte mit dem CytoDirect
System. Das Messprinzip basiert auf der digitalen holografischen Mikroskopie, bei der optische
Eigenschaften der Probe, insbesondere der Brechungsindex, quantitativ erfasst werden. Wenn
Licht durch ein Medium tritt, wird es im Vergleich zum Vakuum phasenverschoben. Diese
Phasenverschiebung entsteht, weil die elektromagnetische Welle mit den Molekiilen des
Mediums interagieren. Die Teilchen werden angeregt, beginnen zu schwingen und emittieren
die Lichtwelle mit einer Verzogerung. Die Summe dieser mikroskopischen Verzdgerungen
bestimmt den Brechungsindex des Materials. Im CytoDirect-System wird Licht von einer
kohdrenten Quelle durch die Probenkammer geleitet. Dabei werden zwei Messungen
durchgefiihrt, eine Referenzmessung, bei der das Licht ausschlieBlich durch zellfreie Bereiche
des Mediums lauft (Referenzstrahl), und eine Objektmessung, bei der der Strahl Bereiche mit
Zellen durchdringt (Objektstrahl). Die Zellbestandteile wie Zytoplasma, Zellorganellen und
Membranen besitzen jeweils unterschiedliche Brechungsindizes und bewirken dadurch eine
lokale Phasenverschiebung des durch die Zelle hindurchtretenden Lichts. Treffen der
Referenzstrahl und der Objektstrahl anschlieBend auf den Detektor, entsteht ein
Interferenzmuster, das als Hologramm aufgezeichnet wird. Auf Grundlage dieser Informationen
kann das aufgezeichnete Hologramm rechnergestiitzt rekonstruiert werden, wodurch eine
quantitative Auswertung der Zellmorphologie ermdglicht wird. Dies bildet die Basis fiir die

automatische Zellzdhlung sowie die Bestimmung der Zellviabilitét [32].

Fiir die Messung wurden 20 pL Zellsuspension in die Einweg-Messkammer pipettiert, sodass
sich ein gleichméBiger Fliissigkeitsfilm bildete. Die Zellkonzentration wurde auf den vom

Hersteller empfohlenen Bereich von 10* bis 107 Zellen/ mL eingestellt.
5.4 Passagieren adhiarent wachsender Zellen

Der Prozess des Passagierens adhdrenter Zellen begann mit dem vollstindigen Entfernen des
verbrauchten Kulturmediums, gefolgt von einem Waschschritt mit sterilem, calcium- und
magnesiumfreiem DPBS, um Zellreste zu entfernen, die die Aktivitit des Abloseenzyms
beeintridchtigen konnten. AnschlieBend wurde der Waschpuffer vollstindig entfernt, und der
Zellrasen gleichmdBig mit dem enzymatischen Zelllosereagenz Accutase bedeckt. Die
Inkubation erfolgte in drei Schritten: zundchst tiber 15 Minuten, anschlieBend zweimal fiir

jeweils 10 Minuten bei 37 °C in einem Inkubator mit 5 % CO:-Atmosphire.
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Nach jedem Inkubationsschritt wurde die Suspension aus Zellen und Abldsereagenz in ein 15
mL Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt. Nach Abschluss der Ablosung wurde das Kulturgefal mit
zellspezifischem Kulturmedium gespiilt und mikroskopisch iiberpriift, ob der Abldseprozess
vollstindig  abgeschlossen war. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation bei
zelllinienspezifisch angepassten Parametern (300 x g ¢ 3 min). Der Uberstand wurde verworfen,

und das resultierende Zellpellet in frischem Medium resuspendiert.

Zur Bestimmung der Zellzahl, Zellvitalitit und Proliferationskapazitit wurden 20 pL der
resuspendierten Zellsuspension entnommen und mit dem automatisierten Zellanalysesystem

CytoDirect ausgewertet, wie in beschrieben.

Im Folgenden sind die als Standardwerte verwendeten Aussaatdichten der serumfrei
kultivierten KeratinoSens SF Zellen dargestellt, die auf hausinternen Vorversuchen basieren.
Daran anschlieBend wird die Berechnung der erforderlichen Zellzahlen sowie der

Arbeitsvolumina fir eine korrekte Aussaat der Zellen beschrieben.

Tabelle 10: Aussaatdichten der KeratinoSens SF Zellen.

Kultivierungstage Aussaatdichte in ¢/cm?
3 2 X 10*
4 1,2 x 10*

Berechnung der erforderlichen Zellzahl und des Aussaatvolumens:

Jede Zelllinie besitzt spezifische Aussaatdichten, die die Zelldichte auf dem Boden des
Kulturgefdes bei der Aussaat widerspiegeln. Diese Dichten sind entscheidend, um ein
optimales Zellwachstum zu gewéhrleisten. Auf diese Weise wird verhindert, dass die Zellen
wihrend der Kultivierung zu dicht wachsen und infolgedessen beispielsweise durch

Kontaktinhibition ihre exponentielle Wachstumsphase verlassen.

Zur Berechnung des benétigten Volumens der Zellsuspension wird zunéchst die Konzentration

der lebenden Zellen mithilfe des CytoDirect Systems bestimmt:

c
CL Z =X —
ebende Zellen mL
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Die fiir die Aussaat erforderliche Zellzahl ergibt sich aus der Aussaatdichte (Tabelle 9)

multipliziert mit der Kultivierungsflache:

— 2
NGesamtanzahl ausgesahter Zellen — Caussatdichte fiur 3 Tage cm2 X AKultivierungsfléche cm

Das bendtigte Volumen der Zellsuspension berechnet sich anschlieBend durch Division der

Gesamtzellzahl durch die Konzentration der lebenden Zellen:

NgGesamtanzahl ausgesahter Zellen c
VResuspeniderte Zellen = C

CLebende Zellen mL

Jedes Kulturgefd3 besitzt ein definiertes absolutes Kultivierungsvolumen. Bevor dieses
vollstindig in das Gefdll eingebracht wird, muss das Volumen der Zellsuspension hiervon

abgezogen werden:

UKultivierungsvolumen = UKultivierungsvolumen, absolut — VResuspeniderte Zellen

Basierend auf der ermittelten Zellzahl und dem jeweiligen Zellbedarf wurde ein geeignetes
Kulturgefal (T25, T75, T175 oder CellSTACK) ausgewdhlt, in das eine definierte Anzahl an
Zellen ausgesit wurde. AnschlieBend wurde das entsprechende Volumen des Kulturmediums in
das Kulturgefal3 vorgelegt und die berechnete Menge der Zellsuspension hinzugegeben, um
eine gleichmifBige Aussaat zu gewiéhrleisten. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C

und 5 % CO..

Zur Voruntersuchung wurden die Zellen in vier unterschiedlichen SimPlaceX Konzentrationen
(0,5-2 mL/L) kultiviert. Fiir die nachfolgenden Experimente wurde eine Konzentration von

1 mL/L als Arbeitskonzentration festgelegt.
5.5 Einfrierprozess

Zunichst wurden die kultivierten Zellen, wie in Kapitel 48 beschrieben, vom Kulturgefal3
abgeldst und anschlieBend zentrifugiert. Nach dem Abnehmen des Uberstandes wurde das
Zellpellet im Einfriermedium resuspendiert, und die Zellzahl wurde mithilfe des Cytodirect
Systems, wie in Kapitel 5.3 erldutert, bestimmt. Auf Grundlage der gewiinschten Zellzahl pro
Kryovial (5 x 10¢ Zellen/Vial) sowie des erforderlichen Gesamtvolumens (1,8 mL/Vial) wurde

die benotigte Menge an Einfriermedium und Zellsuspension berechnet.
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Um eine zellschiddigende Eiskristallbildung wahrend des Einfrierprozesses zu vermeiden,
wurde dem hausinternen Einfriermedium zusétzlich 5 % (v/v) DMSO zugesetzt. Die Zugabe
von DMSO erfolgte vor der Resuspension der Zellen, da die Mischung von DMSO mit dem
Medium eine exotherme Reaktion verursacht, welche potenziell zellschddigend sein kann.
Nach der Homogenisierung der Zellsuspension wurden die Proben aliquotiert und in
vorbereitete Kryovials tiberfiihrt. Der Einfrierprozess erfolgte kontrolliert unter Verwendung
eines passiven Gefrierhilfesystems (Mr. Frosty), das eine definierte Abkiihlrate von etwa —1 °C
pro Minute gewihrleistet. Hierbei wurden die Zellproben zunéchst bei Raumtemperatur in das
Gefriersystem eingesetzt und anschlieend in einem —80 °C Gefrierschrank abgekiihlt. Nach
Erreichen von —80 °C wurden die Proben zur Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff bei

—196 °C iiberfiihrt.
5.6 KeratinoSens™ Assays

Im Folgenden wird das KeratinoSens™ Assays beschrieben, dass in zwei Versuchsreihen
unterteilt werden kann. Hierfiir werden iiber einen Zeitraum von vier Tagen zwei 96-Well-
Platten mit KeratinoSens SF Zellen kultiviert und mit den Testsubstanzen inkubiert, um
Riickschliisse auf den durch elektrophile Testsubstanzen induzierten oxidativen Stress zu
ziehen. Um auszuschlieflen, dass die gemessene Induktion durch Alterungsprozesse oder andere

unspezifische Effekte verursacht wird, wird parallel ein Zytotoxizitits Assay durchgefiihrt.

Die gemédll OECD TG 442D eingesetzten Referenzsubstanzen zur Klassifizierung potenziell
hautsensibilisierender Stoffe wurden Guideline konform in 1 M Stockldosungen angesetzt.
Anschlieend erfolgte eine Verdiinnung im Verhéltnis 1:5 mit dem jeweils geeigneten
Losungsmittel, um 200 mM Working Solutions zu erhalten [8]. Diese Working Solutions
wurden in geeignete Volumina aliquotiert, in lichtgeschiitzte Mikroreaktionsgefdf3e iiberfiihrt
und bei -20 °C im Gefrierschrank gelagert. Parallel dazu wurden MTT-Losungen (5 mg/mL in
DPBS) fiir den spdteren Assay aliquotiert und ebenfalls bei -20 °C gelagert. Die beiden
Versuchsreihen unterscheiden sich grundlegend am vierten Assay Tag, daher ist die

nachfolgende Beschreibung der ersten drei Assay Tage fiir beide Versuchsreihen représentativ.
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Assay - Tag 1

Zunéchst wird ein Kryovial, wie in Kapitel 5.2 beschrieben, im serumfreien Kulturmedium
aufgetaut. Die Zellsuspension wird anschlieend mit Kulturmedium verdiinnt, sodass nach dem
Aussien von 125 pL pro Well eine Endkonzentration von 1 X 10* Zellen pro Well erreicht
wird. Fiir die MTT-Messung wird eine transparente 96-Well-Platte verwendet, da hierbei die

Absorption bei 570 nm gemessen wird.

Fiir das Luciferase Reportergen Assay kommt eine weile 96-Well-Platte zum Einsatz, um das

Lumineszenz Signal durch Reflexion der weiflen Oberfliche zu verstirken.

Berechnung der Zellkonzentration

Die benotigte Zellkonzentration pro Well wird wie folgt berechnet:

Zellen
1x10* well , Zellen
CZellen pro Well — mL =8 x10 L
0,125—5
well

Die Zellkonzentration der verwendeten Zellsuspension betragt:

Zellen
mL

Czelisuspension — X

Der Verdiinnungsfaktor (VF) der Zellsuspension zum Kulturmedium ergibt sich aus:

_ CZellsuspension

VF =
CZellen pro Well

Das fiir die Aussaat bendtigte Gesamtvolumen ergibt sich aus dem Volumen pro Well,
multipliziert mit der Anzahl der Wells beider 96-Well-Platten, zuziiglich eines

Pipettieriiberschusses:
Vgesamt aussant = 0,125 mL X 2 x 96 well's = 24 mL + 10 % Pipettieriiberschuss

Das benétigte Volumen der Zellsuspension fiir die Aussaat wird aus dem Gesamtvolumen der

Aussaat und dem Verdiinnungsfaktor berechnet:

_ VGesamt Aussaatvolumen
vZellsuspension - VE
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Der verbleibende Anteil wird als Kulturmedium hinzugefiigt:

UKulturmedium = VGesamt Aussaatvolumen — vZellsuspension

Beide Volumina werden in einem Reservoir zusammengemischt. Mit einer 8§ Kanal Multipipette
erfolgt anschlieBend die Aussaat der Zellen auf die beiden 96-Well-Platten. Dabei wird die
Suspension leicht geschwenkt, um eine gleichméBige Zellverteilung zu gewdhrleisten und

Sedimentation zu vermeiden.

Die Platten werden danach fiir 24 Stunden bei 37 °C in einer 5 % CO2-Atmosphire kultiviert.

Assay - Tag 2

Die aus den Working Solutions hergestellten Testkonzentrationen wurden geméill einem
festgelegten Verdiinnungsschema angesetzt. Tabelle 11 zeigt das verwendete Belegungsschema
der 96-Well-Platte einschlieflich der eingesetzten Konzentrationsreihen und der
entsprechenden Kontrollen.

Tabelle 11: Die Wells A12-C12 enthalten die erste Testsubstanz, wihrend die Wells D12-F12 die zweite Testsubstanz enthalten;
diese Wells bilden jeweils den Ausgangspunkt der entsprechenden Verdiinnungsreihen. Die Positivkontrolle EGDMA ist
ebenfalls als Verdiinnungsreihe angelegt, beginnend in den Wells G6, G11 und H11, und dient als Referenzsubstanz. Die Solvent

Control (SC) sowie die Blanks enthalten ausschlieflich das Losungsmittel DMSO. Simtliche Testsubstanzen und Kontrollen
wurden in Triplikaten pipettiert.

Platten layout 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,977 1,953 3,906 7,813 15,625 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
B 0,977 1,953 3,906 7,813 15,625 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
C 0,977 1,953 3,906 7,813 15,625 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
D 0,977 1,953 3,906 7,813 15,625 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
E 0,977 1,953 3,906 7,813 15,625 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
F 0,977 1,953 3,906 7,813 15,625 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
G blank 15,6 31,25 62,5 125 250 15,6 31,25 62,5 125 250 blank
H sC SC SC sC sC SC 15,6 31,25 62,5 125 250 blank

Zunidchst werden 100 uL. DMSO in alle Wells pipettiert, die nicht als Startpunkt einer
Verdiinnungsreihe dienen (Wells A12-F12 sowie G6, G11 und H11). Die Wells G1, G12 und
H12 dienen als Blanks und enthalten ebenfalls ausschlieBlich DMSO.

Im néchsten Schritt werden 200 uLL der Working Solution der ersten Testsubstanz in die Wells
A12-C12 und 200 pL der Working Solution der zweiten Testsubstanz in die Wells D12-F12
pipettiert. Fiir die Positivkontrolle (EGDMA) werden 200 pL in die Wells G6, G11 und H11

pipettiert. Diese bilden den Startpunkt der jeweiligen Verdiinnungsreihe.
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AnschlieBend erfolgt die Verdiinnung der Testsubstanzen und Kontrollen durch Ubertragung

von jeweils 100 pL von rechts nach links im Verhiltnis 1:2.

Dabei wird die Multikanal Pipette in den P/M-Modus (Pipette and Mix) gestellt. Die Losung
wird siebenmal mit einem Mischvolumen von 100 pL durchmischt, um eine mdoglichst
homogene Losung zu gewéhrleisten. Entsprechend dem finalen Plattenschema des Assays
werden die Testsubstanzen iiber zwei Verdiinnungsstufen von der 100x Master Plate auf die 4x
Master Plate verdiinnt. Hierbei werden 10 uLL der 100x Master Plate auf eine leere 96-Well-
Platte tibertragen und mit 240 uL Kulturmedium verdiinnt. Der P/M-Modus der Multikanal-
Pipette wird verwendet, wobei das Volumen siebenmal mit 200 pL durchmischt wird, um eine

homogene Losung zu gewihrleisten.

Im letzten Schritt wird zunichst der Uberstand der beiden Kulturplatten entfernt. AnschlieBend
werden 150 pL. Kulturmedium vorgelegt, und 50 ul. der 4x Master Plate auf die
Kultivierungsplatten pipettiert, um eine 1:4 Verdiinnung zu erzeugen. Danach werden die
Platten abgedunkelt und kurz auf einen Plattenschiittler gestellt, bevor die 48 stiindige
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO: Atmosphére beginnt.

Assay - Tag 4

Lumineszenzmessung der Nrf2/ARE-Signalwegaktivierung

Nach der Inkubation wird der Uberstand der Zellen entfernt und jedes Well mit 125 uL. DPBS
gewaschen. AnschlieBend werden in einem Reservoir DPBS und ONE-Glo™ (Promega) im
Verhiltnis 1:2 gemischt und 100 pL der Losung in jedes Well pipettiert. Das ONE-Glo™
Reagenz liefert D- Luciferin und enthilt die fiir die Luciferase Reaktion erforderlichen
Cofaktoren, einschlieBlich Magnesium. Die 96-Well-Platte wird anschlieBend fiir 20 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zuletzt wird das Lumineszenz Signal mithilfe des
Tecan Safire 2 gemessen und als Mal} fiir die Aktivierung des Nrf2-ARE-Signalwegs

ausgewertet.

Zvtotoxische Absorptionsmessung mittels MTT

Zundchst werden 2,7mL MTT-Losung mit 20 mL Kulturmedium in einem Reserva
zusammengemischt. AnschlieBend wird der Uberstand der 96-Well-Platte entfernt, und 200 puL
der MTT-Losung in jedes Well pipettiert. Die Platte wird mit sealing tape abgedeckt und fiir
4 Stunden bei 37°C und 5% CO: Atmosphére inkubiert. Nach der Inkubation wird der

Uberstand erneut entfernt und 50 pL Isopropanol pro Well zugegeben.
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Die Platte wird anschliefend 30 Minuten im Dunkeln auf einem Plattenschiittler inkubiert,
wobei sich das gebildete Formazan 16st und homogenisiert. AnschlieBend wird die Absorption

bei 570 nm gemessen, um die zytotoxische Wirkung der Testsubstanzen zu beurteilen.

Bestimmung von ECi.s- und ICso-Werte gemill OECD TG 442D

Zur Klassifizierung der eingesetzten Testsubstanzen nach OECD TG 442D werden die
ECi,s- Werte und die ICso-Werte anhand einer linearen Interpolation der gemessenen
Signalwegaktivierung und Zellviabilitdt bestimmt. Um eine Substanz als positiv bewerten zu

konnen miissen die folgenden vier Kriterien erfiillt sein [8]:

¢ Die Induktion der Luciferaseaktivitét betrdgt mindestens das 1,5-fache im Vergleich zur
Kontrolle und ist statistisch signifikant.

e Die Zellviabilitét liegt bei der Konzentration, bei der die 1,5-fache Induktion erreicht
wird (ECi,s), bei mindestens 70 %.

e Der ECi,s Wert liegt bei maximal 1000 uM (bzw. < 200 ug/mL bei Substanzen ohne
definierte molare Masse).

e Es ist ein klarer dosisabhéngiger Verlauf der Luciferaseinduktion erkennbar, alternativ
kann auch ein biphasischer Dosis-Wirkungs-Verlauf vorliegen.

e Die Ergebnisse sind in mindestens zwei von drei unabhingigen Wiederholungen

reproduzierbar.
Der ECi1,s-Wert der Induktion wird anhand der folgenden Formel berechnet.

1'5 - 11,5 min

ECl,S = (Cl,S max — C1,5 min) X ( ) + C1,5 min

11,5 max ~ 11,5 min
Mit:

EC, 5 = Konzentration der Testsubstanz mit 1,5 facher Nrf2 — ARE — Signalwegaktivierung

ICs, = Konzentration der Testsubstanz mit 50 % Reduktion der Zellviabilitat

€15 min = niedrigste Konzentration der Testsubstanz mit einer > 1,5 fachen Induktion

€15 max = hochste Konzentration der Testsubstanz mit einer < 1,5 fachen Induktion

I; 5 min = mittlerer Induktionswert bei der niedrigsten Konzentration mit einer > 1,5 fachen Induktion

I1 5 max = mittlerer Induktionswert bei der héchsten Konzentration mit einer < 1,5 fachen Induktion
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Der 1Cso-Wert wird anhand der folgenden Formel berechnet.

Mit:

ICsy = (Cv max — Cv min) X

(100 — 50) — Vipin

Vmax - Vmin

) Cy min

Cv min = hiedrigste getestete Konzentration mit > 50 % Reduktion der Zellviabilitat

Cv max = hochste getestete Konzentration mit < 50 % Reduktion der Zellviabilitat

V min = Zellviabilitat bei ¢, i, in %

Vimax = Zellviabilitat bei ¢y gy in %

Zuletzt sind die im KeratinoSens™ Assay definierten Referenzsubstanzen aufgefiihrt. Die

gepriiften  Substanzen sowie deren bekannte zytotoxische Eigenschaften und
Sensibilisierungspotenziale sind in Tabelle 9 zusammengefasst.
Tabelle 12: Referenzsubstanzen des KeratinoSens™ Assays gemdf OECD TG 442D
Referenz- Formel Kurzbeschreibung  Zytotoxizitiit Sensibilisierungs-
substanzen potential
Salicylsdure C7HeO3 Salicylsdure ist eine Kann Hautreizungen Nicht sensibilisierend
aromatische verursachen, weist
Hydroxycarbonsdure, die jedoch kein relevantes
in pharmazeutischen und Hautsensibilisierungsp
kosmetischen Produkten otenzial auf.
eingesetzt wird.
Milchsiure CsHsOs Milchsdure ist eine Kann Dbei direktem Nicht sensibilisierend
o organische Hautkontakt  reizend
HBC‘W)LOH Hydroxycarbonsdure mit wirken, zeigt jedoch
OH vielféltigen kein
Anwendungen in  Hautsensibilisierungsp
Lebensmitteln und otenzial.
Kosmetika
Glycerol CsHsOs Glycerol ist ein  Gilt als hautvertrdglich Nicht sensibilisierend
)Oi, dreiwertiger Alkohol, der und zeigt kein
O~ - als Feuchthaltemittel in bekanntes
pharmazeutischen  und Hautsensibilisierungsp
kosmetischen otenzial.
Formulierungen
verwendet wird
Isopropanol CsHsO Isopropanol ist ein Kann hautreizend Nicht sensibilisierend
niedrigmolekularer wirken, gilt jedoch
Alkoholverbindung, die nicht als
als Losungsmittel und in  Hautsensibilisator.

Desinfektionsmitteln
genutzt wird.
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Referenz- Formel Kurzbeschreibung  Zytotoxizitit Sensibilisierungs-
substanzen potential
EGDMA Ci10H1404 EGDMA ist ein Kann Hautreizungen Schwach
bifunktioneller verursachen und weist ~ sensibilisierend
Cj‘)(j\n/\/o% P Wirkstoff, der in der ein .al.ls.g.epréigtes
g Polymer- und Hautsensibilisierungs
Kunststoffherstellung potenzial auf.
verwendet wird.
Zimtalkohol CoH100 Zimtalkohol ~ ist ein  Kannallergische Schwach
aromatischer ~ Alkohol,  Hautreaktionen sensibilisierend
der als Duftstoff in  ausldsen und gilt
Parfiims und Kosmetika 415 schwacher
vorkommt. Hautsensibilisator.
2-MBT C7HsNS: 2-MBT ist eine Kann bei Hautkontakt Moderat
heteroaromatische zu  Sensibilisierung sensibilisierend
Schwefelverbindung die und allergischen
bei der Herstellung von Reaktionen  fiihren
Gummiartikeln als (36).
Vulkanisationsbeschleun
iger und
Alterungsschutzmittel
verwendet wird ().
Metol Ci4aH20N20 Metol ist ein aromatisches Kann Hautreizungen Stark sensibilisierend
S Amin-Derivat, das unter verursachen und weist
anderem in Farbstoff- und ein potenzielles
- Analytik Anwendungen Hautsensibilisierungs
vorkommt. potenzial auf.
MDBGN CsHeBr2N2 MDBGN  ist  eine Kann zu  Stark sensibilisierend
halogenierte organische Hautreizungen  und
Verbindung, die frilher allergischen
als Konservierungsmittel Reaktionen  fiihren
verwendet wurde. (37D).
DNCB CsHsCIN:Os  DNCB ist eine nitrierte  Kann starke allergische ~ Sehr stark
aromatische Verbindung, Hautreaktionen sensibilisierend
die héaufig als  hervorrufen und gilt als
Referenzsensibilisator in  potenter
experimentellen Hautsensibilisator
Modellen eingesetzt
wird.
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