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Ubersicht:

e Mono- und Kokulturen aus Haut und Mundschleimhaut
* Primarkulturen aus Tumorgeweben

« 3D-Hautaquivalente

* Ex-vivo Wundheilungsmodelle

» Ex-vivo Hautinfektionsmodelle

* Ex-vivo Mundschleimhautinfektionsmodelle

 In-vitro Haarfollikel



Anzucht und Untersuchung von
Mono- und Kokulturen




« Humane Keratinocyten aus interfollikularer Epidermis
und Haarfollikeln

e Humane Fibroblasten aus Dermis und Haarfollikeln
« Humane dermale Papille -Zellen

« Humane Melanocyten aus Epidermis und Haarfollikeln
(+ Innenohr Schaf und Maus)

« Humane Gingivazellen aus Mundschleimhaut
 Melanomzellen

 Merkelzelltumorzellen

 Diverse Zell-Linien (CHO, Hybridoma, MDCK,
HaCaT, A431 etc.)



Anwendungsgebiete:

» Allgemeine Charakterisierung der Wirkung
von neuen Substanzen, Medizinprodukten
und Arzneimitteln

* Wundheilung sexperimente
* Infektion sexperimente

e FUr den Kunden speziell entwickelte Anwendungen



Auswerte-Parameter:

* Morphologie
 Proliferation /Apoptose

» Diverse Marker auf Immunfluoreszenz- /Immunoblotebene
* Diverse Marker auf RNA-Ebene (inkl. Real-Time PCR)

e Diverse Marker im ELISA

e Kundenorientierte Auswerteparameter



Herstellung und Untersuchung von
3D-Hautaqguivalenten

Betelligte Zellen:
Keratinocyten
Fibroblasten




Anwendungsgebiete:

» Allgemeine Charakterisierung der Wirkung
von neuen Substanzen, Medizinprodukten
und Arzneimitteln

 Wundheilung sexperimente

e Infektion sexperimente



Auswerte-Parameter:

* Morphologie

 Proliferation /Apoptose

e Diverse Marker auf Immunfluoreszenz- /Immunoblotebene
* Diverse Marker auf RNA-Ebene (inkl. Real-Time PCR)

e Diverse Marker im ELISA

e Kundenorientierte Auswerteparameter



Porcines Ex-vivo Wundhellungsmodell
(Patent Nr. DE10317400)



Herstellung des Ex-vivo Wundheilungsmodells

Punch biopsy
>
@ 6 mm

>

Entfernung von Epidermis
und oberen Teil der Dermis
in einem zentralen Bereich
Schweinehaut (von zum
Verzehr geschlachteten

Schweinen)

Applikation von Zellen,
Substanzen oder
Wundauflagen

Epidermis

Dermis







Modifikationsmaoglichkeiten:

« Art und Zeitpunkt der Applikation der Wundauflage etc.

* Versorgung des Modells mit Nahrstoffen
« Zeitpunkt der Versuchsauswertung
e Infektion

 Kundenorientierte Modifikationen

 Ubertragung auf ein menschliches Modell
fur ausgewéahlte Testungen



Auswerte-Parameter:

* Wundheilungsfortschritt  und allgemeine Morphologie

0: keine Wundheilung

1: kleine Wundzunge

2. grosse Wundzunge

3: geschlossenes Sheet, einschichtig
4: geschlossenes Sheet, mehrschichtig

 Proliferationsrate am Wundrand / regenerierende Epidermis
* Apoptoserate am Wundrand / regenerierende Epidermis

e Differenzierung smarker, Marker ftr die Barriere funktion etc.



gute Wundhellung




schlechte Wundheilung




Wirkung von Substanz X in verschiedenen
Konzentrationen auf die Wundheilung

4 0 1%
, R T M 0,1%
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00,001%

T B Kontrolle Lactat hoch

1
- O Kontrolle Lactat niedrig
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B EGF-Positivkontrolle
1 O NacCl.-Kontrolle

Wundheilungsfortschritt
N

n=28a

1% gegen Lactat hoch: p=0,0017
0,1% gegen Lactat hoch: p=0,0048
0,01% gegen Lactat niedrig: p=0,0921
0,001% gegen Lactat niedrig: p=0,0017
0,001% gegen EGF: p=0,2920
0,001% gegen NacCl: p=0,0335



Wieso Schweiln?



e Ahnliches Stratum corneum

* Perkutane Absorption sehr ahnlich zwischen Mensch und Schwein
e Ahnliche Morphologie und Histologie

¢ VViele Marker verwendbar in Immunhistochemie und Immunoblot

e |dentische Lokalisation der Proteine

Schwein Mensch
MIB Prol. Zellen Prol. Zellen
CK 1-10 ++ ++
CK 14 e +
DPmix ++ ++
Connexin 43, Cx 26 + +
Mel 5 Melanocyten Melanocyten
Occludin, CI1, Z0O-1 ++ ++
[3-Catenin, Actin ++ ++




* Moglichkeit, grof3e Testreinen durchzufihren, da
Gewebe in grol3eren Mengen erhaltlich ist

» Gute Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Individuen, da:

- gleiche Entnahmestelle

- gleiches Alter

- I.d.R. keine Vorerkrankungen

- gleiche Prozessierung von der Entnahme bis zur Verarbeitung

« Kein Tierversuch, da die Haut von Schweinen
stammit, die fUr den Verzehr geschlachtet wurden



Porcines Infektionsmodell
(Patent Nr. DE10317400)



Schematische Zeichnung des Modells:

Punch biopsy
Q ’
@ 6-8 mm

Schweinehaut (von zum
Verzehr geschlachteten
Schweinen)

1. Infektion mit verschiedenen Bakterien- oder Pilzstammen
(Pseudomonas aeruginosa, Stapylococcus aureus, Candida albicans)

2. Optional: Applikation von Antibiotika / Antimykotika / Antiseptika

|

Epidermis

Dermis

3. Evaluation



Infizierte Modelle in Kultur



Modifikationsmoglichkeiten:

e Art und Zeitpunkt der Infektion

* Versorgung des Modells mit Nahrstoffen
« Zeitpunkt der Versuchsauswertung
 Verwundung des Modells

e Barriereschadigung 1m Modell (  Neurodermitis etc.)



Auswerte-Parameter:

e Grad der Infektion
 Proliferationsrate

e Apoptoserate

» Histologische Marker

e Kundenorientierte Auswerteparameter



Beispiel: Auswertung des Grads der Infektion

1. Schritt: Infektion der Schweinehautmodells; Inkubation

2. Schritt: Behandlung mit
Antimykotikum/Antibiotikum/Antisepitkum; Inkubation

3. Schritt: Abklatschen des Modells auf eine Agarplatte,
Inkubation

4. Schritt: Auswertung



Beispiel: Histologische Auswertung der Haut:

Control S. epidermidis S. aureus S. aureus (wt)

Claudin 1

Z0-1

Verlust von Tight-Junction Molekilen wahrend der Infektion mit S. aureus



Porcines Mundschleimhautmodell

Infektion mit Candida albicans

Behandlung mit Antimykotika



Auswerte-Parameter:

e Candidadichte nach Abklatsch

* Morphologie des Modells
* Proliferation / Apoptose

e Kundenorientierte Parameter



In-vitro Studien an
humanen Haarfollikeln



Auswerte-Parameter:

e Haarschaftverlangerung

* Haarschaftdicke
 Proliferationsrate / Apoptoserate

e Kundenorientierte Auswerteparameter



Wir freuen uns auf Ihren Auftrag!

Sprechen Sie uns an oder schreiben Sie mir eine Malil:

PD Dr. Johanna Brandner
Fon: +49-(0)40-7410-55819
Fax: +49-(0)40-7410-52655
Email: brandner@uke.de

Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Venerologie



