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Vernetzte Kollagenmatrix zur Herstellung eines Hautiquivalentes

Die vorliegende Erfindung betrifft eine vernetzte Kollagenmatrix zur Herstellung
eines Hautéquivalentes,'ein Dermiséquivalent, ein Epidermisaquivalent und ein
Hautaquivalent auf der Basis einer solchen Kollagenmatrix sowie Verfahren zur
Herstellung der Kollagenmatrix und des Dermis-, Epidermis- bzw.

Hautaquivalentes.

Hauttypische Vollhautmodelle, die auch als in vitro-Hautaquivalente bezeichnet
werden, kénnen insbesondere in der Dermatologie und in der Allergologie als
Testhaut verwendet werden, um Substanzen, beispielsweise potentielle
Arzneimittel oder Kosmetika, oder Agenzien, wie Licht und Warme, auf ihre
pharmakologischen oder kosmetischen Wirkungen, insbesondere Reiz-,
Toxizitats- und Entzindungswirkungen, und auf ihre Vertraglichkeit zu
untersuchen. Ein  solches System kann dariber hinaus fur Vvielfaltige
immunologische, histologische und molekularbiologisché Fragestellungen
eingesetzt werden. Dazu zahlen zum Beispiel Studien zur Wundheilung und zur
Penetration und Resorption von Substanzen. Die Untersuchungen
beziehungsweise Tests von Substanzen an solchen Vollhautmodellen bieten
gegenuiber Tierversuchen und Versuchen mit menschlichen Probanden
wesentliche Vorteile, da die damit erzielten Ergebnisse reproduzierbarer sind und

die Untersuchungen kostengiinstiger und schneller durchgefihrt werden kénnen.

Zur Prufung von Rohstoffen und Produkten sind in den letzten Jahren zumeist
humane Zellkulturen als in vitro-Systeme verwendet worden. Eine
Weiterentwicklung der Zellkulturtechnik stellen organdhnliche humane Gewebe
oder bioartifizielle Konstrukte und Cokultursysteme dar. Die damit gewonnenen
Ergebnisse lassen sich noch besser auf den Menschen Ubertragen als die an

Einzelzellkulturen gewonnenen Ergebnisse.

Die EP 0 197 090 B1 offenbart ein Verfahren zur Bildung eines Hautaquivalents,
wobei durch Mischen einer sauren Kollagenlésung mit kontraktilen Zellen,

beispielsweise Fibroblasten, ein hydratisiertes Kollagengitter hergestellt wird.
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Nach Neutralisierung des pH-Wertes werden in dem Kollagengitter
Kollagenfibrillen ausgeféllt. Die kontraktilen Zellen lagern sich an das
Kollagengitter an und bewirken dessen Kontraktion, wobei sich ein
Dermisaquivalent bildet. Durch das Einbringen von Haut-Stanzbiopsien in das
Kollagengitter kénnen Keratinozyten aus den Stanzbiopsien auf der Oberflache

des Dermisdquivalentes wachsen, wobei sich ein Hautédquivalent bildet.

In der EP 0 285 474 B1 wird ein Hautaquivalent offenbart, das ein aus Kollagen
und Fibroblasten erhaltenes Dermisdquivalent und ein mehrschichtiges
Epidermisaquivalent umfaRt. Dabei wird das Dermisécjuivalent mit einem
menschlichen oder tierischen Explantat, beispielsweise einem Haarfollikel,

beimpft, um das Epidermiséaquivalent zu erhalten.

Die EP 0 020 753 B1 beschreibt ein Verfahren zur Bildung von Gewebe,
insbesondere Hautgewebe, wobei ebenfalls Fibroblasten in ein hydratisiertes
Kollagengitter eingebracht werden und sich nach Kontraktion des Kollagengitters
ein Gewebe bildet. Auf dieses Gewebe kénnen zuvor in vitro kultivierte Ke-
ratinocyten oder aus Vorhaut isolierte Keratinozyten aufgebracht werden, wobei

sich ein Hautersatz bildet.

Aus der EP 0 418 035 B1 ist ein Gewebedaquivalent bekannt, das ein hydratisiertes
Kollagengitter, welches mittels eines kontraktilen Agens wie Fibroblasten
kontrahiert wird, und ein Kollagengel, welches mit einem permeablen Element in
Kontakt steht, umfasst. Dabei wird das Gemisch aus Kollagen und kontraktilem
Agens auf das Kollagengel aufgetragen, wobei durch den Kontakt zwischen
Kollagengel und permeablem Element, beispielsweise einer
Polycarbonatmembran, die radiale oder laterale Kontraktion des Kollagengitters
unterbunden wird, so dass das Gitter nur bezuglich seiner Dicke kontrahiert. Nach
Bildung des Dermisaquivalents kénnen dann Keratinozyten ausgeséat werden,

wobei sich ein Hautéquivalent bildet.

Ferner offenbart das US-Patent Nr. 5,861,153 ein Hautaquivalent, das aus einem

Epidermisaquivalent auf einem Trager besteht, wobei das Epidermiséquivalent
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Keratinozyten und induzierte oder nicht induzierte Vorlaufer von Langerhans-
Zellen umfasst. Bei dem Trager kann es sich um ein Fibroblasten enthaltendes
Kollagengitter handeln oder um von der Epidermis befreite Dermisabschnitte,
kiinstliche Membranen, einen Subkutanersatz auf der Basis von Kollagen oder

synthetische Materialien.

Das US-Patent Nr. 4,963,489 beschreibt ein in vitro hergestelltes Stroma-Gewebe,
wobei die Stromazellen, beispielsweise Fibroblasten, ein Grundgerist umhillen,
das aus einem biologisch vertraglichen Material, beispielsweise Cellulose, besteht.
Das beschriebene System 1aBt sich unter anderem zur Herstellung eines
dreidimensionalen Hautkultursystems verwenden, wobei Keratinozyten und
Melanocyten auf dem Dermisédquivalent, das heisst der dreidimensionalen Stroma-

Tragermatrix, ausgebracht werden.

Das US-Patent Nr. 5,755,814 beschreibt ein Hautmodellsystem, das sich sowohi
als in vitro-Testsystem als auch fiir therapeutische Zwecke einsetzen lasst. Das
System umfasst eine dreidimensionale vernetzte Matrix von unléslichem Kollagen
mit darin enthaltenen Fibroblasten und stratifiziete Schichten differenzierter
Epidermiszellen, wobei eine Epidermiszell-Schicht in direktem Kontakt zu der
Oberflache: der Kollagen-Matrix steht. Die Vernetzung der Matrix kann sowohl
mittels thermischer Behandlung unter Wasserentzug als auch durch chemische

Mittel, beispielsweise Carbodiimid, erfolgen.

In dem US-Patent Nr. 5,882,248 ist ein Verfahren zur Bestimmung der Wirkung
chemischer Substanzen oder Agenzien auf ein menschliches Hautmodellsystem
gemal US-Patent Nr. 5,755,814 beschrieben. Die Wechselwirkung zwischen dem
Hautmodellsystem und den =zu testenden Substanzen wird anhand der
Freisetzung von Stoffen durch Zellen des Hautmodellsystems sowie der
Wirkungen auf Stoffwechsel, Proliferation, Differenzierung und Reorganisation

dieser Zellen bestimmt.

In der WO 95/10600 ist dariber hinaus ein Verfahren beschrieben, mit dem ein

Epidermisaquivalent gewonnen werden kann. Dieses Epidermisdquivalent kann
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fur pharmazeutische und/oder kosmetische Sonnenbrdunungs-Tests verwendet

werden.

Die internationale Patentanmeldung WO 01/092477 offenbart ein Verfahren zur
Differenzierung und/oder Vermehrung isolierter dermaler Fibroblasten, wobei die
Fibroblasten in einer dreidimensionalen gelartigen Matrix kultiviert werden und
sich dort vermehren kénnen. Diese Matrix enthalt neben den zu kultivierenden
Fibroblasten ein aus einer Kollagenldsung konstituiertes Gerust aus
menschlichem oder tierischem Kollagen, also gewebetypische Matrixproteine.
Durch das Verfahren soll ein organoides in vitro-Hautmodell erhalten werden, das
aus zwei gewebetypischen Schichten, namlich einem Dermisdquivalent und einem
Epidermisaquivalent, aufgebaut ist. Das organotypische Hautmodell soll sowohl

histologisch als auch funktionell weitgehend der nativen Haut entsprechen.

Bei den bekannten Hautmodellen wirkt sich nachteilig aus, dass diese zumeist nur
aus einer oder mehreren epidermalen Schicht(en) aus Keratinozyten bestehen. In
den Fillen, in denen eine stratifizierte Epidermis erhalten wird, werden haufig
Gewebe-Explantate eingesetzt, die die Gefahr einer Kontamination mit Erregern in
sich bergen, was bei einer spateren Verwendung des Hautdquivalents als
Testhaut zu Ergebnisverfalschungen filhren kann. Sofern die beschriebenen
Hautmodelle einen Dermalteil besitzen, besteht dieser haufig aus spongiésem,
quervernetztem Material, das neben Kollagen auRerdem noch andere nicht-
hauttypische Materialien enthalten kann. Sofern bei den im Stand der Technik
beschriebenen Hautaquivalenten der Dermalteil nur aus Kollagen und
Fibroblasten besteht, ist er einem undefinieten Schrumpfungsprozess
unterworfen, der auf eine starke Schrumpfung des Kollagengels und einen
Flussigkeitsaustritt daraus zuriickzufiihren ist. Dies fuhrt dazu, dass die im Stand
der Technik beschriebenen Hautédquivalente sich nur in beschrianktem MaRe als
Testhaut definierter Groe eignen und die damit erhaltenen Ergebnisse sich nur
bedingt auf native menschliche Haut (bertragen lassen. Herkémmliche
Hautagivalente mit einem Dermalteil aus Kollagen und Fibroblasten sind zudem
aufwendig in der Herstellung, da ein Kollagengel eingesetzt wird, das sich nur

schwer verarbeiten 1aRt. Die Gelldsung mull namlich in der Kélte, also am besten
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auf Eis, angeriihrt werden und auch kalt pipettiert werden, da sie nur so fliissig
bleibt. AnschlieRend wird die Gellésung erwadrmt, z.B. auf 37° im Brutschrank. Nur
unter diesen Bedingungen und dem richtig eingestellten pH-Wert kommt es zur
Gelierung. Je warmer die Gellésung wird, umso schwerer lasst sie sich
verarbeiten. Wird das Gel zu stark erwarmt, besteht zudem die Gefahr, dass das
Kollagen denaturiert und das Gel somit unbrauchbar wird.

SchlieRlich bleibt noch festzustellen, dass die aus dem Stand der Technik
bekannten Hautmodelle hinsichtlich ihrer Hautahnlichkeit suboptimal sind.
Insbesondere die Expression des bedeutsamen dermalen
Differenzierungsmarkers Elastin ist in den bekannten Hautmodellen - im

Gegensatz zu naturlicher Dermis - nicht zu beobachten.

Das der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegende technische Problem besteht
also darin, ein mdéglichst weitgehend nativer menschlicher Haut entsprechendes
humanes in vitro-Vollhautmodell sowie Verfahren und Mittel zu dessen Herstellung
bereit zu stellen, das sowoh! eine Epidermisschicht als auch eine Dermisschicht
besitzt, das die oben genannten Nachteile des Standes der Technik Uberwindet
und sich als Testhaut beispielsweise zur Untersuchung pharmakologischer und

kosmetischer Wirkungen sowie zur Hautvertraglichkeitsprifung einsetzen lasst.

Dieses Problem wird erfindungsgemaf geldst durch ein Verfahren zur Herstellung

eines Ganzhautmodells, das dadurch gekennzeichnet ist, dass man

a) aus kollagenhaltigem Gewebe schwer l6sliches Kollagen gewinnt,

b) das schwer Isliche Kollagen mittels einer Mischvorrichtung in eine homogene
Kollagensuspension tiberfihrt,

c) die Kollagensuspension lyophilisiert und so eine erste Matrix A erzeugt,

d) die erste Matrix A einer Vernetzung unterzieht und so eine zweite, mechanisch
stabilisierte Matrix B erzeugt,

e) Fibroblasten auf die zweite Matrix B einséat und wachsen IaRt,

f) Keratinozyten auf die zweite Matrix B einsat und wachsen |alt und schliellich

g) die in und auf der Matrix B wachsenden Fibroblasten und Keratinozyten bis zur
volistandigen Ausbildung des dermalen und des epidermalen Teils des

Ganzhautmodells weiter kultiviert.
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Vorteilhafterweise 148t sich die in Schritt b) erhaltene Kollagensuspension - ganz
im Gegensatz zu den im Stand der Technik eingesetzten Kollagengelen - bei

Raumtemperatur problemlos giefRen und pipettieren.

Das erfindungsgemaf® erhaltliche Ganzhautmodell &Rt sich im Vergleich zu
Modellen aus dem Stand der Technik gut handhaben, da es besonders robust ist.
AuBerdem haftet das erfindungsgemaf erhéltliche Ganzhautmodell gut am Boden
der KulturgefaRe, so dass es nicht zur vorzeitigen Ablésung des noch nicht
vollstandig ausgebildeten Hautmodells kommt, wodurch das Modell unbrauchbar

wiirde.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung bedeutet der Begriff
"Kultivieren" ein, vorzugsweise in vitro stattfindendes, Aufrechterhalten der
Lebensfunktionen von Zellen, beispielsweise Fibroblasten oder Keratinozyten, in
einer . geeigneten Umgebung, beispielsweise unter Zu- und Abfuhr von
Stoffwechseledukten und -produkten, insbesondere auch eine Vermehrung der

Zellen.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter Fibroblasten
naturlicherweise vorkommende, insbesondere in der Dermis vorkommende
Fibroblasten, gentechnisch verdnderte Fibroblasten oder aber aus
Spontanmutationen hervorgegangene Fibroblasten oder deren Vorlaufer

verstanden. Die Fibroblasten kénnen tierischer oder menschlicher Herkunft sein.

Unter ,schwer lslichem Kollagen“ wird erfindungsgemaf grobfaseriges Kollagen
verstanden, das im wassrigen Medium iUber mehrere Stunden hinweg keine
sichtbare oder nur geringe Quellung bzw. keine oder nur geringe Gelbildung,
insbesondere keine Gelbildung, zeigt. Schwer I6sliches Kollagen wird
vorzugsweise aus den Sehnen von Tieren, insbesondere voﬁ Saugetieren,
bevorzugt von Pferden, Schweinen oder Rindern, ganz besonders bevorzugt aus
den Achillessehnen oderder Haut von Rindern, insbesondere aus den

Achillissehnen von Rindern, gewonnen.
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Die Uberfiihrung in eine homogene Kollagensuspension kann mit oder in jeder aus
fachmannischer Sicht geeigneten Mischapparatur erfolgen, vorzugsweise in einem

statischen Mischer oder mit einem Ultra Turrax.

Die Kollagensuspension wird nun in Behéltnisse gegeben, deren Dimensionen
denen der gewilinschten Matrices entsprechen, z. B. in die Kavititen einer
Mikrotiterplatte.

Vor dem Befiillen der Behaltnisse, z. B. der Kavitaten einer Mikrotiterplatte mit der
Kollagensuspension kénnen die GefaRe mit verschiedenen Agenzien beschichtet
werden, um im folgenden die Haftuhg der lyophilisierten Kollagenmatrix an die
GefaBwand zu verbessern. Geeignete Agenzien sind beispielsweise Kollagen,
Gelatine, Polylysin, Fibrin bzw. Fibrinogen/Thrombin oder Fibronectin. Hierbei
benetzt man zunachst die inneren GefdaRwandungen mit Ldsungen oder
Suspensionen der Agenzien, trocknet die GefalRe, so dass sich eine Schicht der
Agenzien auf der inneren GefaRfliche bildet und fillt dann erst die

Kollagensuspension ein.

Die Lyophilisierung (Gefriertrocknung) in Schritt c) erfolgt in diesen Behaltnissen.
Wenn das Einfrieren mit geringer Abkuhlgeschwindigkeit erfoigt, so werden grofte
Eiskristalle erhalten, die Konzentrationsunterschiede und Entmischung im Produkt
bewirken. Durch ein langsames, ausgepragtes Eiskristallwachstum entstehen
besonders groRe Eiskristalle, die, wenn ein Temperaturgradient beim Einfrieren
vorgelegen hat, in Richtung des Gradienten ausgerichtet sind. In diesem Fall
werden Produkte erhalten, die von einer groBlumigen Saulen- bzw. Kaminstruktur
durchzogen sind. Allerdings ist bei diesen gro gewachsenen Strukturen die
spezifische Oberflache verkleinert, so dass das Rekonstitutionsverhalten negativ

beeinfluflt sein kann.

Aus diesem Grunde wird Ublicherweise bei der Gefriertrocknung biologischen

Materials darauf geachtet, eine mdéglichst schnelle Abkiihlung zu bewirken.



WO 2006/018147 PCT/EP2005/008478

8

Uberraschenderweise hat die Anmelderin jedoch festgestellt, dass eine langsame
Abkiihlung der Kollagensuspension wahrend des Lyophilisierungsprozesses
vorteilhafte Auswirkungen auf die Beschaffenheit der Matrices A und B hat.
Erfindungsgemal bevorzugt ist eine Abkuhlrate von bis zu 50 °C pro Stunde,
insbesondere 5 °C bis 40 °C pro Stunde, vorzugsweise 10 °C bis 30 °C pro
Stunde, besonders bévorzugt 15 °C bis 25 °C pro Stunde, ganz besonders
bevorzugt von 18 °C bis 23 °C und noch starker bevorzugt von 20 °C bis 22 °C.

Solche bevorzugt erhéltlichen Lyophilisate weisen ein Hautchen an der
Produktoberflache auf.

Vorteilhafterweise bildet dieses Hautchen an der Oberflache der lyophilisierten
Matrix Poren aus, die fur die nachfolgende Besiedelung mit Fibroblasten
besonders gute Bedingungen bieten, da sie ein langsames Einwandern der
Fibroblasten in die Matrix fordern. Schnellere Abkiihlungsraten wéhrend des
Lyophilisationsprozesses fithren hingegen haufig zu einer offenporigen Matrix mit
JKratern in der Oberflaiche, die die Fibroblasten in der gegebenen
Kultivierungszeit nicht komplett mit neusynthetisierter extrazellularer Matrix
ausfullen kénnen. Ausgeséte Keratinozyten kénnen in diese Krater hineinfallen, in
ihnen aggregieren und ausdifferenzieren, wodurch die Schichtung und damit die

Differenzierung des Hautmodells empfindlich gestért werden kann.

Die Vernetzung in Schritt d) kann mit Hilfe jedes dem Fachmann geeignet
scheinenden physikalischen oder chemischen Vernetzungsverfahrens erfolgen.
Uberraschenderweise hat die Anmelderin gefunden, dass sich Glutaraldehyd trotz
seiner cytotoxischen und apoptotischen Eigenschaften bevorzugt als Vernetzer fir
das erfindungsgemafe Verfahren eignet. Die Vernetzung kann jedoch auch durch
physikalische Verfahren wie UV-Bestrahlung und dehydrothermale Vernetzung
(DHT) erfolgen.

Als chemische Vernetzungsreagenzien sind erfindungsgeméal bifunktionale
Substanzen geeignet, deren Gruppen mit den Aminogruppen der Lysin- und
Hydroxylysinresten auf verschiedenen Polypeptidketten der Kollagenfasern

reagieren. Weiterhin kann auch die Aktivierung der Carboxylgruppen der freien
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Glutamin- und Asparginsaurereste, gefolgt von einer Reaktion mit den
Aminogruppen einer anderen Polypeptidkette, zu einer erfindungsgeméafen
Vernetzung der Kollagenfasern fihren.

Eine Vernetzung zwischen zwei Kollagenfasern kann erfindungsgemaf auch
durch eine Reaktion der Aminogruppen mit Diisocyanaten oder durch die
Ausbildung von Acylaziden erfolgen.

Gangig und im Sinne der vorliegenden Erfindung einsetzbar ist auch die
Vernetzung mit Carbodiimiden wie z.B. EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl)-
carbodiimid) unter Beteiligung von N-Hydroxysuccinimid.

Erfindungsgemal sind auch Vernetzungsreaktionen mit homo-bifunktionalen
Vernetzungsreagenzien, die mit Aminogruppen reagieren moglich, beispielsweise
mit p-Benzochinon, Dimethyladipimidat, Dimethylpimelinidat, Dimethylsuberimidat,
1,4-Phenylendiisothiocyanat, Polyoxyethylen-bis (imidazolyl carbonyl),
bis[Polyoxyethylen-bis(imidazolyl-carbonyl)] und Suberinsaure-bis(N-
hydroxysuccinimidester); ebenso wie der Einsatz eines biologischen
Vernetzungsagens, insbesondere mit Enzymen, bevorzugt Transglutaminase, das
Peptidketten miteinander verkniipfen kann, oder Lysyl-Oxidasen (EC 1.4.3.13).
Weitere Vernetzungsmoglichkeiten sind beispielsweise in der EP-A2-0898973

aufgefiihrt, auf die hiermit in vollem Umfang Bezug genommen wird.

Die Gewinnung und Kultivierung der Fibroblasten und Keratinozyten erfolgt nach
der Fachwelt bekannten Verfahren, die gemal den gewiinschten Eigenschaften

des herzustellenden Hautmodells angepasst werden kénnen.

Erfindungsgemall ist dariiber hinaus in einer bevorzugten Ausfiihrung
vorgesehen, dass vor, wahrend oder nach der Aussaat der Keratinozyten in Schritt
f) auch andere Zelltypen und/oder andere Zellen anderer Gewebetypen humanen
als auch tierischen Ursprungs, z. B. von Saugetieren, und/oder deren
Vorlauferzellen auf der Matrix ausgesdt werden kénnen, zum Beispiel
Melanocyten, Macrophagen, Monocyten, Leukocyten, Plasmazellen, neuronale
Zellen, Adipocyten, induzierte und nicht induzierte Vorlduferzellen von
Langerhans-Zellen, Langerhans-Zellen sowie andere Immunzellen,

Endothelzellen, Zellen aus Tumoren der Haut bzw. hautassoziierter Zellen,
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insbesondere Sebocyten bzw. Talgdrisengewebe oder Talgdriisenexplantate,
Zellen der Schweilldriisen bzw. Schweilldriisengewebe oder
Schweildriisenexplantate, Haarfollikelzellen oder Haarfollikelexplantate; sowie
Zellen aus Tumoren anderer Organe bzw. aus Metastasen. Es kénnen auch
Stammzellen unterschiedlicher Herkunft, gewebespezifische Stammzellen,
embryonale und/oder adulte Stammzellen, in das Hautmodell eingebaut werden.
Mit Hilfe des erfindungsgemaRen Verfahrens wird somit ein organoides in vitro-
Hautmodell erhalten, das aus zwei gewebetypischen Schichten, namlich einem
Dermisaquivalent und einem Epidermisdquivalent, aufgebaut ist. Das
organotypische Hautmodell entspricht sowohl histologisch als auch funktionell

weitgehend der nativen Haut.

Durch die Vernetzung der Matrix A wird erreicht, dass das auf und in der Matrix B
heranwachsende Dermisaquivalent im Verlauf der Kultivierungsdauer keinem oder
nur einem sehr geringen Schrumpfungsprozess unterworfen ist. Dadurch werden
Hautaquivalente mit definiertem Durchmesser, einheitlicher Oberflache und einem
definierten Abschluss zum Rand des Kuiturgefales erhalten. Durch die
einheitliche GréRe und einheitliche Beschaffenheit des als Testoberfliche
verwendeten Vollhautmodells (Ganzhautmodells) wird erreicht, dass bei Tests von
Substanzen auf pharmakologische und/oder kosmetische Effekte die Qualitat der

Ergebnisse gesteigert wird und die Testergebnisse reproduzierbarer werden.

Die zur Kultivierung der Fibroblasten vorgesehene vernetzte Matrix B enthalt also
die zu kultivierenden Fibroblasten und ein aus einer, vorzugsweise frischen,
Kollagensuspension menschlichen oder tierischen Ursprungs neu konstituiertes
Kollagengeriist mit einer Konzentration von etwa 5 bis 50 mg Kollagen pro ml
Matrix, entspr. 0,5 % bis 5 % Kollagen. Bevorzugt ist der Bereich von 8 bis 25,
entsprechend 0,8 % bis 2,5 % Kollagen, insbesondere von 8 bis 12 mg Kollagen
pro ml Matrix, entsprechend 0,8 % bis 1,2 % Kollagen.

Das Kollagengeriist wird aus einer, vorzugsweise zellfreien, sauren Suspension
von schwer ldslichem Kollagen gewonnen, wobei die Proteinkonzentration der

Suspension vorzugsweise 5 bis 15 mg/ml, entsprechend 0,5 bis 1,5 Gew.-%,
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betragt. Der pH-Wert der Kollagenlésung betragt 0,1 bis 6,9, vorzugsweise 2,0 bi‘s
5,0, bevorzugt 3,0 bis 4,5 und insbesondere 3,5 bis 4,0.

Zur - Kultivierung der Fibroblasten-haltigen Matrix wird die Matrix B mit einer
Lésung, enthaltend ein Zellkulturmedium (vorzugsweise DMEM-Zellkulturmedium),
Puffer (beispielsweise Hepes-Puffer), Serum (vorzugsweise fotales Kélberserum
(FCS), normales Kilberserum (NCS), normales Lammserum (NLS), definiertes
Serum oder Serumersatzprodukte) und vorzugsweise 1-6 x 10°Matrix

Fibroblasten, insbesondere vorkultivierten Fibroblasten, versetzt.

Zur weiteren Stabilisierung der Matrix B kann Fibronectin und/oder Laminin,
vorzugsweise humanes Fibronectin und/oder Laminin, auf die Matrix bzw. in das
Kulturmedium gegeben werden. Bei Fibronectinen handelt es sich um in
Fibroblasten produzierte Struktur- beziehungsweise Adhésionsproteine, deren
Funktion in vivo in der Bindung an andere Makromolekile, beispielsweise
Kollagen, und in der Anheftung von Zellen an Nachbarzellen besteht. Laminin ist
ein Protein der Basalmembran, an das Zellen adhérieren kénnen. Durch die
Zugabe von Fibronektinen und/oder Laminin zur Fibroblasten-Kollagenmatrix wird
also die Bindung der Fibroblasten sowohl an Kollagen als auch untereinander
begiinstigt. Beide Proteine konnen entweder direkt in die Matrix eingearbeitet
werden bei deren Herstellung oder nach dem Vernetzungsschritt der Matrix in
geloster Form, z.B. in Kulturmedium gelost, zugegeben werden. Dies kann vor

oder parallel zur Zellaussaat erfolgen.

Die anschlieRende Kultivierung der Fibroblasten in der Kollagenmatrix erfolgt
vorzugsweise in Submers-Kultur. Im Zusammenhang mit der vorliegenden
Erfindung wird unter einer ,Submers-Kultivierung" oder einer ,Submers-Kultur" ein
Verfahren zur Kultivierung von Zellen verstanden, wobei die Zellen mit einer
Nahriésung bedeckt sind. Die Fibroblasten enthaltende Matrix B wird also
bevorzugtermaBen mit Zellkulturmedium Gberschichtet und im Temperaturbereich
von etwa 30 °C bis etwa 40 °C inkubiert.
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Zusatzlich zu der beschriebenen Methode zur Kultivierung eines erfindungsgeman
erhaltenen Vollhautmodells kann das Modell durch Veranderungen der
Kultivierungsbedingungen, z.B. durch Mediumkomponenten dahingehend
optimiert werden, dass es eine bessere Barrierefunktion erhalt, die der in vivo-
Situation noch naher kommt. Diese ist wichtig z. B. fur die Durchfihrung von
Penetrationsstudien, aber auch fur Herstellung von Produkten, die die
Barrierefunktion der Haut verbessern. Dariber hinaus gibt es medizinisch
relevante Stérungen der Barrierefunktion, sei es durch Umweltfaktoren (Kontakt
mit Detergenzien) oder genetisch bedingt. Hautmodelle mit optimierter
Barrierefunktion wéaren hier wichtig.

Die Verbesserung der Barrierefunktion kann durch veranderte Kulturbedingungen
(z.B. Luftfeuchte, Temperatur), durch chemische Komponenten im Medium
(Ceramide, Vitamin C) oder durch genetisch verdnderte Keratinozyten erreicht
werden.

Die Veranderung der Barrierefunktion kann durch die Messung der elektrischen
Kapazitat der Oberflache (surface electrical capacitance) gemessen werden.
Ausfilthrliche Angaben zur Verbesserung der Barrierefunktion finden sich
beispielsweise in der US-A1-20020168768, auf deren Offenbarung hiermit in

vollem Umfang Bezug genommen wird.

Zur Verbesserung des Fibroblastenwachstums im Dermisdquivalent kénnen dem
Kulturmedium Faktoren zugefiigt werden, die im Falle einer Kokultivierung von
Fibroblasten und Keratinozyten von den Keratinozyten freigesetzt werden.
Beispielsweise kann der konditionierte Kulturiiberstand (d.h. der Mediumuberstand
von kultivierten Keratinozyten und/oder Kokulturen von Keratinozyten mit anderen
Zelitypen, wie z.B. Endothelzellen, Immunzellen oder Fibroblasten) verwendet

werden.

In einer weiteren vorteilhaften Ausfihrungsform der Erfindung werden die
Fibroblasten in der Matrix B, wie vorstehend beschrieben, so kultiviert, dass
anschlieBend ein Dermisdquivalent gewonnen werden kann. Dies geschieht
vorzugsweise durch ein Verfahren zur Herstellung eines Dermiséaquivalentes, das

dadurch gekennzeichnet ist, dass man
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a. aus kollagenhaltigem Gewebe schwer I8sliches Kollagen gewinnt,

b. das schwer Iésliche Kollagen mittels einer Mischvorrichtung in eine
homogene Kollagensuspension uberfiihrt,

c. die Kollagensuspension lyophilisiert und so eine erste Matrix A erzeugt,

d. die erste Matrix A einer Vernetzung unterzieht und so eine zweite,
mechanisch stabilisierte Matrix B erzeugt, v

e. Fibroblasten auf die zweite Matrix B einsdt und wachsen a4t und
schlieRlich

f. die in und auf der Matrix B wachsenden Fibroblasten bis zur vollstandigen

Ausbildung des Dermisaquivalentes weiter kultiviert.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem
,Dermisaquivalent" eine Bindegewebe-artige Schicht aus Kollagen und

Fibroblasten verstanden, die weitgehend der nativen Dermis entspricht.

Das so erhaltene Dermisaquivalent kann fur Screening- und Diagnoseverfahren
verwendet werden, insbesondere zur Untersuchung der Wirkungen chemischer
Substanzen,Pflanzenextrakten und Metallen, beispielsweise potentieller
Arzneimittel oder Bestandteile von Kosmetika, oder anderer Agenzien
(physikalische GroRen), wie Licht oder Warme, Radioaktivitat, Schall,
elektomagnetische Strahlung, elektrische Felder und auch zur Untersuchung der
Phototoxizitat, also der schadigenden Wirkung von Licht unterschiedlicher
Wellenlange, auf Zellstrukturen. Das  erfindungsgemall  hergestellte
Dermisaquivalent kann auch zur Untersuchung der Wundheilung eingesetzt
werden. Es eignet sich auch zur Untersuchung der Wirkung von Gasen,
Aerosolen, Rauch, Stauben auf die Zellstrukturen bzw. den Stoffwechsel oder die
Genexpression.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter dem Begriff
,Agens" oder , Agenzien" insbesondere auf die Haut oder Hautzellen wirkende
physikalische Mittel wie Licht, Warme, oder dhnliches, verstanden. Die Erfindung
betrifft daher auch Screening- und Diagnoseverfahren unter Verwendung der

erfindungsgemaf hergestellten Dermiséquivalente.
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Eine bevorzugte Ausfihrung der Erfindung umfasst die Behandlung des
Dermisdquivalents in An- und Abwesenheit der zu untersuchenden Substanz
und/oder des iu untersuchenden Agens und den Vergleich der beobachteten
Auswirkungen auf die Zellen oder Zellbestandteile des Dermisaquivalents.

Eine weitere bevorzugte Ausfihrung der Erfindung umfasst ein Verfahren zur
Untersuchung der Penetration von Substanzen unter Verwendung des
erfindungsgemal hergestellten Dermisédquivalents und unter Verwendung eines
erfindungsgeméalen Ganzhautaquivalents, das aus einem Dermisaquivalent und

einem Epidermisdquivalent besteht.

Eine besonders bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft auch ein
vorgenanntes Verfahren zur Kultivierung dermaler Fibroblasten und epidermaler
Keratinozyten in einer Matrix zur Herstellung eines aus Dermiséquivalent und
Epidermisdquivalent bestehenden Ganzhautédquivalentes. Dabei werden ein bis
drei Wochen, vorzugsweise 10 bis 14 Tage, nach der vorstehend beschriebenen
Herstellung und Inkubation der Fibroblasten enthaltenden Kollagen-Matrix

Keratinozyten auf die Matrix ausgesat.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter ,Keratinozyten"
Zellen der Epidermis, die verhornendes Plattenepithel bilden, gentechnisch
veranderte Keratinozyten oder aus Spontanmutationen hervorgegangene
Keratinozyten oder deren Vorlaufer verstanden, die tierischer oder menschlicher
Herkunft sein kénnen. Da die Ausbildung einer gut differenzierten Epidermis mit
intakter Verhornung in starkem Mafle vom Anteil basaler Stammzellen in den
verwendeten Keratinozyten abhéangt, kann es sich bei den gemal Schritt f) des
erfindungsgemalen Verfahrens auf die Matrix ausgesédten Keratinozyten um
weitgehend  undifferenzierte  Keratinozyten-Stammzellen aus  humanem
Biopsiegewebe handeln. Es ist aber auch méglich, Zelllinien oder bestimmte
differenzierte Zellen einzusetzen. Alternativ zu den normalen Haut-Keratinozyten
kénnen auch Schleimhautkeratinocyten oder Darmepithelzellen auf die Matrix

aufgebracht werden:
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Vorzugsweise handelt es sich dabei um vorkultivierte Zellen, besonders bevorzugt
um Keratinozyten in der ersten oder in der zweiten Zellpassage, es ist aber auch

der Einsatz von Zellen aus héheren Passagen mdéglich..

Die Aussaat der Keratinozyten auf die Matrix erfolgt vorzugsweise in einem
Zellkulturmedium, besonders bevorzugt in DMEM/F12-Medium das etwa 1 bis 30
% fotales Kalberserum, NCS, definiertes Serum oder Serumersatzprodukte und
verschiedene Additive in wechselnden Konzentrationen enthédlt, die die
Proliferation und Differenzierung der Zellen férdern. Anschlieend wird die Matrix
bevorzugtermallen mit DMEM-Medium, enthaltend insbesondere EGF aus der
Maus oder auch vergleichbare Praparate aus anderen Tieren, epidermalen
Wachstumsfaktor (hREGF) (z. B. in einer Konzentration von 0,2 pg/l Medium), und
beispielsweise 0,8 mM CacCl,, uberschichtet und einer vorzugsweise 1 - bis 10-

tagigen, vorzugsweise 3- bis 7-tdgigen Submers-Kultivierung unterworfen.

Eine volistandige Differenzierung der Keratinozytenschichten wird beispielsweise
durch eine Airlift-Kultur in DMEM ohne hEGF und BPE (bovine pituitary extract)
erreicht. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einer
LAirlift-Kultur" eine Kultur verstanden, wobei die Héhe des Nahrmedienspiegels
genau auf die Hoéhe der Matrix abgestimmt ist, wahrend die Keratinozyten oder
durch die Keratinozyten gebildeten Zellschichten Giber dem Nahrmedienspiegel
liegen und vom Nahrmedium nicht bedeckt werden, das heisst die Kultivierung
erfolgt an der Grenzschicht Luft-Nahrmedium, wobei die Versorgung der Kulturen
von unten her erfolgt. Dazu werden z. B. die Hautmodelle aus einer
Mikrotiterplatte gehoben und auf Filterpapiere gesetzt, die auf metallenen
Abstandshaltern in Petrischalen ruhen. Das Medium wird in den Petrischalen so
hoch eingefiillt, dass es das Filterpapier nicht vollstandig bedeckt, dass aber ein
Flussigkeitskragen um die Basis der Hautmodelle vorhanden ist (Air-Liquid-
Interface). Der Zeitraum der Airlift-Kultur kann durch den Fachmann in
gewlnschter Weise variiert werden. Typischerweise betragt er etwa 1 bis 4
Wochen. Wahrend dieses Zeitraumes entwickelt sich ein hauttypisches, aus

Dermisaquivalent und Epidermisaquivalent bestehendes in vitro-Vollhautmodell.
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Das erfindungsgemaRe Verfahren zur Herstellung eines in vitro-Ganzhautmodells
kann vorteilhafterweise so modifiziert werden, dass vor, wahrend oder nach der
Aussaat von Keratinozyten weitere Zelltypen, wie Melanocyten, Macrophagen,
Monocyten, Leukocyten, Plasmazellen, neuronale Zellen, Adipocyten, induzierte
und nicht induzierte Vorlauferzellen von Langerhans-Zellen, Langerhans-Zellen
andere Immunzellen, Endothelzellen sowie Zellen aus Tumoren der Haut bzw.
hautassoziierter Zellen auf der Matrix ausgesat und weiter kultiviert werden
kénnen. Die genannten Zellen kénnen sowohl humanen als auch tierischen

Ursprungs sein.

Die Erfindung betrifft daher auch ein hauttypisches in vitro-Vollhautmodell,
insbesondere ein  humanes in vitro-Vollhautmodell, das nach dem
erfindungsgeméalen Verfahren und einem gegebenenfalls anschlieRenden
und/oder vorausgehenden Kultivierungsverfahren herkémmlicher Art hergestellt
wurde und das im epidermalen Anteil mindestens eine proliferative Zellschicht,
einige differenzierende Zellschichten und mindestens eine verhornte Zellschicht
umfasst, wobei das Epidermisdquivalent Stratum basale, Stratum spinosum,
Stratum granulosum und Stratum corneum umfasst und wobei zwischen dem
Dermisaquivalent und dem Epidermisaquivalent eine Basalmembran, bestehend
aus den charakteristischen BM-Proteinen wie beispielsweise Laminin und
Kollagen IV enthalten ist und wobei daruber hinaus hauttypische Proteine wie
Transglutaminase, Involucrin, Kollagen IV, Laminin, Filaggrin, Fibronectin, Ki-67,

Cytokeratin 10 und insbesondere Elastin exprimiert werden.

Der Stressmarker Cytokeratin 6 wird hierbei jedoch nur in geringem Umfang
exprimiert, was darauf hindeutet, das sich die Zellen in dem erfindungsgeméaRen in
vitro-Vollhautmodell in einem relativ stressarmen Zustand befinden. Starke CK6 —
Expression findet man in der Haut z.B. wadhrend der Wundheilung bzw.

Regeneration.

Das proliferative Verhalten sowie die Differenzierung der dermalen und

epidermalen Zellen kann durch das Anlegen von elektrischen bzw.
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elektromagnetischen Feldern an das Dermismodell oder Vollhautmodell wéahrend

der Kultivierungsphase modifiziert werden.

Aufgrund der Komplexitat des hergestellten Hautmodells kann dieses gezielt fur
verschiedene Fragestellungen der chemisch-pharmazeutischen Industrie und der
kosmetischen Industrie verwendet werden. Insbesondere eignet sich das
erfindungsgemaR hergestelite Hautaquivalent zur Produktprifung, beispielsweise
im Hinblick auf Wirksamkeit, unerwiinschte Nebenwirkungen, beispielsweise
Reiz-, Toxizitats- und Entziindungswirkungen oder allergieauslésende Wirkungen,
oder Vertraglichkeit von Substanzen. Dabei kann es sich um Substanzen handeln,
die potentielle Verwendung als Arzneimittel, insbesondere als Dermatika, finden
sollen, oder um Substanzen, die Bestandteil von Kosmetika sind, oder auch um

Konsumguter, die mit der Haut in Beriihrung kommen, wie z.B. Waschmittel etc.

Das erfindungsgemal hergestellte Hautaquivalent kann beispielsweise auch fir
Studien zur Resorption, zum Transport und/oder zur Penetration von Substanzen
verwendet werden. Darliber hinaus eignet es sich auch zur Untersuchung anderer
Agenzien (physikalische GréRen), wie Licht oder Warme, Radioaktivitat, Schall,
elektomagnetische Strahlung, elektrische Felder beispielsweise zur Untersuchung
der Phototoxizitat, also der schadigenden Wirkung von Licht unterschiedlicher
Wellenlange, auf Zellstrukturen. Das erfindungsgemaR hergestelite Hautédquivalent
kann auch zur Untersuchung der Wundheilung eingesetzt werden. Es eignet sich
auch zur Untersuchung der Wirkung von Gasen, Aerosolen, Rauch, Stauben auf
die Zells_trukturen' bzw. den Stoffwechsel oder die Genexpression.

Die Wirkungen von Substanzen oder Agenzien auf menschliche Haut lassen sich
beispielsweise anhand der Freisetzung von Stoffen, beispielsweise Cytoki-nen
oder Mediatoren, durch Zellen des humanen oder tierischen Hautmodellsystems,
sowie der Wirkungen auf Genexpression, Stoffwechsel, Proliferation,
Differenzierung und Reorganisation dieser Zellen ermitteln. Unter Verwendung
von Verfahren zur Quantifizierung der Zellschadigung, insbesondere unter
Verwendung eines Vitalfarbstoffes, wie eines Tetrazoliumderivates, kénnen

beispielsweise cytotoxische Wirkungen auf Hautzellen nachgewiesen werden. Die
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Tests von Substanzen oder Agenzien an dem erfindungsgeméen humanen
Hautéquivalent kénnen sowohl histologische Verfahren als auch immunologische

und/oder molekularbiologische Verfahren umfassen.

Eine bevorzugte Ausfiilhrungsform der Erfindung umfasst daher Verfahren zur
Untersuchung der Wirkung, insbesondere der pharmakologischen Wirkungen, von
Substanzen oder Agenzien auf menschliche Haut unter Verwendung des
erfindungsgemal hergestellten humanen Hautéquivalentes. In einer besonders
bevorzugten Ausfuhrungsform wird dabei ein XTT-Tetrazoliumreduktionstest
(EZ4U-Test) oder Alamar Blue (Resazurinreduktionstest, Fa. Promega)
durchgefuhrt. EZ4U ist ein nicht-toxisches wasserlgsliches gelbes Tetrazoliumsalz,
das von lebenden Zellen zu intensiv gefarbten Formazanen reduziert werden
kann. Die Reduktion erfordert intakte Mitochondrien und der Test kann daher zum
Nachweis der Vitalitit von Zellen eingesetzt werden. Erfindungsgemal
einsetzbare Vitalitatsassays, die auch auf der Basis von Tetrazoliumverbindungen
ruhen, sind z. B. der MTT-, MTS- bzw. der WST-1-Test. Diese werden als Testkits
u. a. von der Firma Roche angeboten. Der Nachweis der Vitalitat der Zellen kann
auch Uber die Freisetzung der Lactatdehydrogenase (LDH) aus Zellen mit
geschadigter Zellmembran erfolgen. Mit Trypanblau kénnen Zellen mit
geschadigter Zellmembran selektiv angefarbt werden.

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung umfasst ein Verfahren
zur Untersuchung der Penetration von Substanzen, wobei sowohl ein erfin-
dungsgemill hergestelltes Dermiséquivalent als auch ein erfindungsgemaf
hergestelltes Hautaquivalent mit den zu untersuchenden Substanzen behandelt
werden und die bei beiden Systemen erhaltenen Ergebnisse miteinander

verglichen werden.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden die
Wirkungen chemischer Substanzen oder anderer Agenzien auf spezielle
Hauttypen untersucht. Dabei werden Zellen definierter Hauttypen, beispielsweise

Hauttypen mit wenig Pigmenten und/oder Hauttypen mit vielen Pigmenten, zur
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Etablierung erfindungsgemaRer Hautiquivalente eingesetzt und diese werden im

Hinblick auf die Wirkung von Substanzen oder Agenzien getestet.

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird das
erfindungsgemall  hergestellte  Hautdquivalent als  Modellsystem  zu
Untersuchungen von  Hautkrankheiten und zur Entwicklung neuer
Behandlungsmdéglichkeiten fir Hautleiden verwendet. Beispielsweise kénnen
Zellen von Patienten mit einer bestimmten genetisch bedingten oder erworbenen
Hautkrankheit  verwendet werden, um daraus  patientenspezifische
Hautmodellsysteme zu etablieren und daran die Wirksamkeit bestimmter

Therapien und/oder Medikamente zu untersuchen und zu beurteilen.

Gemall einer bevorzugten Ausfuhrungsform kann das erfindungsgeman
hergestellte Hautaquivalent mit Mikroorganismen, insbesondere pathogenen
Mikroorganismen besiedelt werden. Insbesondere bevorzugt ist eine Besiedelung
mit pathogenen oder parasitédren, insbesondere auch humanpathogenen
Mikroorganismen. Unter Mikroorganismen sind im erfindungsgeméafien Sinne
insbesondere Pilze, Bakterien und Viren zu verstehen.

Bevorzugt sind die Mikroorganismen dabei ausgewahlt aus Pilzen oder
pathogenen und/oder parasitdren Bakterien. Insbesondere bevorzugt sind als
Pilze die Spezies der Gattung Candida, Malassezia und Trichophyton,
insbesondere bevorzugt Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes und
Malassezia furfur. Als pathogene und/oder parasitdare Bakterien sind insbesondere
Staphylococcus aureus bevorzugt.

Mit einem solchermallen besiedelten Hautdquivalent kann sowohl der Prozess der
Besiedelung, insbesondere der Infektionsprozess, durch den Mikroorganismus
selbst als auch die Antwort der Haut auf diese Besiedelung untersucht werden.
Weiterhin ist es mit einem solchen Hautaquivalent mdéglich, die Wirkung von vor,
wahrend oder nach der Besiedelung aufgebrachten Substanzen auf die
Besiedelung selbst oder auf die Auswirkungen der Besiedelung auf das

Hautaquivalent zu untersuchen.
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Die Erfindung betrifft auch eine vernetzte Matrix, in der die vorgenannten Kulti-
vierungsverfahren  durchgefilht werden kénnen. Die erfindungsgemaf
vorgesehene Kombination aus Matrix und darin kultivierten Fibroblasten kann, wie
vorstehend beschrieben, zur Herstellung eines Dermisdquivalentes, eines
Epidermisaquivalentes  und/oder eines organoiden Vollhautmodells verwendet

werden.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur

Herstellung eines Epidermismodells, das dadurch gekennzeichnet ist, dass man

a. aus kollagenhaltigem Gewebe schwer Igsliches Kollagen gewinnt,

b. das schwer l6sliche Kollagen mittels einer Mischvorrichtung in eine homogene
Kollagensuspension uberfihrt, ’

c. die Kollagensuspension lyophilisiert und so eine erste Matrix A erzeugt,

d. die erste Matrix A einer Vernetzung unterzieht und so eine zweite, mechanisch
stabilisierte Matrix B erzeugt,

e. Keratinozyten in die zweite Matrix B einsat und wachsen lat und schliellich

f. die in und auf der Matrix B wachsenden Keratinozyten bis zur vollsténdigen

Ausbildung des Epidermismodells weiter kultiviert.

In diesem Fall werden - anders als bei dem erfindungsgemafRen Verfahren zur
Herstellung des Ganzhautmodells - nur Keratinozyten auf die Matrix ausgesat, die
als Gerist bzw. Trager fur das Epidermismodell fungiert, und unter solchen
Bedingungen kultiviert, dass die Keratinozyten zunachst proliferieren und sich
dann so differenzieren, dass eine aus allen 4 Schichten bestehende Epidermis
gebildet wird. Die Matrix wird vorzugsweise mit Proteinen der extrazellularen
Matrix bzw. der Basalmembran vorbehandelt, um eine bessere Adhéasion der
Keratincoyten an das Matrixmaterial zu erreichen und um den Zellen die durch
diese Proteine vermittelten Signale zu bieten. Beispiele fur erfindungsgemafl
geeignete Proteine sind Kollagen IV bzw. Kollagene anderer Typen, Fibronectin
und Laminin. Das so gebildete Epidermismodell ist ein weiterer Gegenstand der
vorliegenden Erfindung und kann wie das Vollhautmodell auch fir vielseitige Tests

eingesetzt werden.
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Bevorzugte Zellkulturmedien sind DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium),
M199 und Ham'’s F12-Medium. Jedoch kann auch jedes andere beliebige
Zellkulturmedium verwendet werden, welches die Kultivierung von Fibroblasten
ermdglicht. Als Serum wird vorzugsweise fotales Kélberserum (FCS), aber auch
NCS sowie Serumersatzprodukte verwendet und als Puffer zum Beispiel Hepes-
Puffer. Der pH-Wert der Lésung aus Zellkulturmedium, Puffer und Serum betragt
in bevorzugter Ausfiihrung 6,0 bis 8,0, beispielsweise 6,5 bis 7,5, insbesondere
7,0

Erfindungsgemal kann das Medium weitere Faktoren, beispielsweise Hormone,
Wachstumsfaktoren, Adhéasionsmittel, Antibiotika, Selektionsmittel, Enzyme und
Enzyminhibitoren und &hnliche enthalten.

Zur Verbesserung des Keratinozytenwachstums im Epidermisédquivalent kénnen
dem Kulturmedium Faktoren zugefiigt werden, die im Falle einer Kokultivierung
von Fibroblasten und Keratinozyten von den Fibroblasten freigesetzt werden.
Beispielsweise kann der konditionierte Kulturiiberstand (d.h. der Mediumiiberstand
von kultivierten Fibroblasten und/oder Kokulturen von Fibroblasten mit anderen
Zelltypen, wie z.B. Endothelzellen, Immunzellen oder Keratinozyten) verwendet

werden.
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Die folgenden Figuren und Beispiele erlautern die Erfindung, ohne sie jedoch

darauf einzuschranken:

Beispiel 1:
Herstellung der Matrix A:

In ein 1000 ml Becherglas werden 700 ml vollentsalztes Wasser gegeben, das mit
875 ul konzentrierter Essigsdure (Eisessig) angesaduert wird. Mit Hilfe eines
handelsublichen Magnetriihrers mit Ruhrfisch wird die Lésung gerihrt. In die
rotierende Wassersaule hinein werden 7,0 g Rindersehnenkollagen auf einmal
eingertihrt. AnschlieBend wird das Gemisch vom Rihrer genommen und fir 4
Stunden ohne Riuhren bei Raumtemperatur belassen. Alle 30 Minuten wird der
pH-Wert des Gemisches kontrolliert. Der pH sollte in einem Bereich zwischen pH
3,5 und 4 liegen. Ebenfalls alle 30 Minuten wird die Suspension fir 1 Minute mit
hoher Geschwindigkeit geriihrt. Es muss darauf geachtet werden, dass dabei die
Temperatur der Suspension nicht ansteigt. SchlieBlich wird die Suspension fir 3
Minuten mit hoher Geschwindigkeit gertihrt und hierdurch homogenisiert. Um eine
EnNé}mung durch den Homogenisationsprozess zu vermeiden, wird die
Suspension auf Raumtemperatur gehalten. Man erhédlt eine milchig-tribe
Kollagensuspension. Um evtl. vorhandene Luftblasen aus der Suspension zu
entfernen, kann sie bei 400 UpM (= 24,73 g) fur 1 Minute bei 20 °C zentrifugiert
werden (Hettich Universal 16 R, Rotordurchmesser 138 mm). Die Blasen
entweichen dann ohne Schaumbildung

Mit einem Dispenser wird die Suspension in die Vertiefungen einer Zellkulturplatte
mit 24 Vertiefungen pipettiert. Die gefillte Platte wird anschlieBend in die Hand
genommen, leicht gekippt und nach allen Seiten gedreht, damit die Gellosung die
Wand der Vertiefungen auch oberhalb der Matrixoberflache benetzt. Durch diese
Verfahrensweise wird die Haftung der Matrices in den Vertiefungen verbessert.
Die so behandelten gefiillten Platten werden direkt in den Lyophilisator gestellt

und im Geréat eingefroren.
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Die in die Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen eingefiilite Kollagensuspension
wird in einem Lyophilisator mit temperierbaren Stellflichen eingefroren und

anschlieRend bei Unterdruck getrocknet.

Ausgehend von einer Temperatur der Gellésung von 20°C betragt die Einfrierrate
18 °C bis 23 °C pro Stunde. Der gesamte Gefriertrocknungsprozess dauert ca. 20-
27 Stunden.

Beispiel 2:
Vernetzung der Matrix A zur Herstellung der Matrix B

Um eine mdglichst groRe und ebene Oberfliche der Hautmodelle zu erhalten,
werden die Kollagenmatrices vor der Einsaat der Fibroblasten chemisch fixiert.
Als Fixiermittel wird Glutaraldehyd (GA) eingesetzt: CsHgO,, MG = 100,12.

Auf jede Matrix von 24 Matrices A in einer Zellkulturplatte mit 24 Kavitaten wird
mit einer Pipette vorsichtig Glutaraldehydlésung gegeben. Die Lésung wird
langsam am inneren Rand der Vertiefung herunterlaufen gelassen, um die
Matrixoberflache nicht zu beschéadigen. Die Glutaraldehydlésung benétigt mehrere
Minuten, um in das Innere der Kollagenschwamme einzudringen. Die
zunehmende Durchtrankung macht sich in einer Farbanderung der Matrices von
rein weil zu grau bis fahlgelb bemerkbar. AnschlieRBend wird der Deckel auf die
Zellkulturplatten gesetzt und der Rand mit Parafilm luftdicht verschlossen, um eine
Verdunstung der Lésung zu vermeiden. Die behandelten Platten werden

lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden gelagert.

Die Vernetzung der Matrices einschlieBlich Waschen und Aquilibrieren kann in
einem Zeitraum von vorzugsweise 5 Tagen, jedoch mindestens 4 Tagen,

durchgefiihrt werden.
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Beispiel 3:

Herstellung eines Dermisaquivalents

Vor der Aussaat auf die vernetzten Collagen-Matrices werden Fibroblasten einer
geeigneten Passage in Zellkulturflaschen mit Fibroblastenmedium vorkultiviert.
Nach Erreichen der gewiinschten Zelldichte wird das Kulturmedium abgesaugt.
Die Zellen werden durch Zugabe einer Trypsinlésung in die Kulturflaschen vom
Gefalboden abgelost, mit Kulturmedium gewaschen und abzentrifugiert. Nach
Bestimmung der Zellzahl wird die Zelisuspension auf eine Konzentration von 1-
6x10° Fibroblasten/ml eingestelit.

Aus den Vertiefungen der Mikrotiterplatte, die die mit Fibroblastenmedium
aquilibrierten Matrices enthalten, wird das Medium so weit abgesaugt, das die
Matrices feucht bleiben. Auf die Oberflaiche der Matrices wird jeweils 1 ml
Fibroblastenmedium, enthaltend jeweils 1-6x10° Fibroblasten, pipettiert, ohne die
Oberfliche dabei zu verletzen. Nach Beendigung der Einsaat wird der
Plattendeckel aufgesetzt und die Platte waagerecht in den Inkubator gestelit. Die
Kultivierung der Fibroblasten auf der Matrix erfolgt bei 37° und 5 % v/v CO,. Das
Kulturmedium wird in regelméafigen Intervallen gewechselt. Nach 2-4 Wochen ist

das Dermismodell fertig entwickelt.

Beispiel 4.
Herstellung eines Vollhautmodells

Vor der Aussaat auf die vernetzten Collagen-Matrices werden Fibroblasten einer
geeigneten Passage in Zellkulturflaschen mit Fibroblastenmedium vorkultiviert.
Nach Erreichen der gewiinschten Zelldichte wird das Kulturmedium abgesaugt.
Die Zellen werden durch Zugabe einer Trypsinlésung (oder einer anderen zur
Ablésung adhéarenter Zellen geeigneten Lésung) in die Kulturflaschen vom
GefaBboden abgel6st, mit Fibroblastenmedium gewaschen und abzentrifugiert.
Nach Bestimmung der Zellzahl wird die Zellsuspension auf eine Konzentration von
1-6x10° Fibroblasten/ml eingestellt.

Aus den Vertiefungen der Mikrotiterplatte, die die mit Kulturmedium aquilibrierten
Matrices enthalten, wird das Medium so weit abgesaugt, dass die Oberflaiche der
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Matrices feucht bleibt. Auf die Oberfliche der Matrices wird jeweils 1 ml
Fibroblastenmedium, e.nthaltend jeweils 1-6x10° Fibroblasten, pipettiert, ohne die
Oberflache dabei zu verletzen. Nach Beendigung der Einsaat wird der
Plattendeckel aufgesetzt und die Platte waagerecht in den Inkubator gestellt. Die
Kultivierung der Fibroblasten auf der Matrix erfolgt bei 37° und 5 % CO.. Das
Kulturmedium wird in regelméBigen Intervallen gewechselt.

Nach einer Kultivierungszeit der Fibroblasten von 2-4 Wochen werden die
Keratinozyten auf das Dermismodell ausgesat. Dazu werden Keratinozyten einer
geeigneten Passage in Zellkulturflaschen mit Keratinozytenmedium vorkultiviert.
Nach Erreichen der gewiinschten Zelldichte wird das Kulturmedium abgesaugt.
Die Zellen werden durch Zugabe einer Trypsinldésung in die Kulturflaschen vom
GefaRboden abgelést, mit Kulturmedium (Keratinozytenmedium) gewaschen und
abzentrifugiert. Nach Bestimmung der Zellzahl wird die Zellsuspension auf eine
Konzentration von 1-6x10° Keratinozyten/ml eingestellt. Aus den Vertiefungen der
Mikrotiterplatte, die die Dermiséaquivalente enthalten, wird das Medium so weit
abgesaugt, dass die Oberflaiche der Dermisaquivalente feucht bleibt. Auf die
Oberflache der Dermismodelle wird jeweils 1 ml Keratinozytenmedium, enthaltend
jeweils 1-6x10° Keratinozyten, pipettiert, ohne die Oberflache dabei zu verletzen.
Nach Beendigung der Einsaat wird der Plattendeckel aufgesetzt und die Platte
waagerecht in den Inkubator gestellt (Submerskultur). Die Kultivierung der
Fibroblasten und Keratinozyten auf der Matrix erfolgt 3-7 Tage bei 37° und 5 %
CO,. Das Kulturmedium wird in regelméaRigen Intervallen gewechselt.

Nach Ablauf der 3-7-tdgigen Submerskultur wird das Keratinozytenmedium aus
den Vertiefungen abgesaugt. Die noch unfertigen Vollhautmodelle werden aus den
Vertiefungen herausgeholt und auf Filterpapiere gesetzt. Die Filterpapiere liegen
auf metallenen Abstandhaltern jeweils in einer Petrischale. Nachdem die
unfertigen Vollhautmodelle auf dem Filterpapier platziert sind, wird die Petrischale
mit Kulturmedium (Airlift-Medium; Air-Liquid-Interface-Medium) so weit gefiillt,
dass das Medium den oberen Rand des Filterpapiers erreicht und sich um die
Basis der Hautmodelle verteilt. Die Oberfliche der Hautmodelle wird nicht von
Kulturmedium bedeckt (Airlift-Kultur oder Air-Liquid-Interface). In Abhangigkeit
vom gewiinschten Differenzierungsgrad werden die Hautmodelle 1-4 Wochen in
der Air-Liquid-Interface belassen. Das Kulturmedium wird in regelmaBigen

Intervallen gewechselt.
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Die Zusammensetzung der 3 unterschiedlichen Kulturmedien finden sich in den

folgenden Tabellen:

Fibroblasten:

Endkonzentratio
n
DMEM (Glutamax I)
FCS 10%
Penicillin G 100 Ul/ml
Gentamicin 25 pg/mi
Ascorbyl-2-phosphat |1 mM
Keratinozyten:
Endkonzentratio
n
DMEM (Glutamax 1)
HAM F 12
Fetal Clone Il 10%
EGF 10 ng/ml
Hydrocortisone 0,4 pg/ml
Insulin 0,12 Ul/ml
Choleratoxin 10" M
Tri-lodothyronine 2*10° M (5
Hg/ml)
Adenine 2,43 ug/mi
Penicillin G 100 Ul/mi
Gentamicin 25 ug/ml
Ascorbyl-2-phosphat |1 mM
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Air-Liquid-Interface:

Endkonzentratio
n
DMEM (Glutamax I)
HAM F 12
Hydrocortisone 0,4 yg/mi
Insulin 0,12 Ul/ml
Penicillin G 100 Ul/ml
Gentamicin 25 pg/ml
BSA 1,6 mg/mi
Ascorbyl-2- 1mM
phosphat
Beispiel 5:

Nachweis von Elastin im Vollhautmodell

Fertig ausdifferenzierte Hautmodelle werden direkt aus der Air-Liquid-Interface
entnommen, im Kryostaten eingefroren und geschnitten (Schnittdicke 8 ym). Die
Schnitte werden fiir 10 Minuten in —20°C kalten Aceton fixiert und anschlieBen mit
TBS (TRIS-buffered saline) mehrmals gewaschen. Der anti-Elastin-Antikdrper
(rabbit; Fa. Novotec) wird 1:40 mit TBS verdiinnt, auf die Schnitte aufgetropft und
fur 60 Minuten auf diesen belassen. AnschlieBend werden die Schnitte dreimal fur
jeweils 5 Minuten in TBS gewaschen. Als sekundérer Antikdrper wird ein goat-anti-
rabbit-Antikérper mit Alexa-Konjugat (Fa. Molecular Probes) in einer 1:20-
Verdiinnung eingesetzt. Um die hohe Eigenfluoreszenz der Collagenmatrix zu
blockieren, wird die Verdinnung des sekundéren Antikérpers in einer O,1% Evans
Blue-L6sung angesetzt. Der sekundare Antikdrper wird auf die Schnitte aufgetropft
und auf diesen fur 60 Minuten belassen. Danach werden sie dreimal fir jeweils 5
Minuten mit TBS gewaschen. Zum Schluss werden die antikdrper-markierten
Schnitte in DAKO Faramount Einbettmedium eingedeckelt. Als Negativ-Kontrolle
werden Schnitte ohne den ersten Antikérper inkubiert.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung eines Ganzhautmodells, dadurch gekennzeichnet,
dass man

a. aus kollagenhaltigem Gewebe schwer Igsliches Kollagen gewinnt,

b. das schwer l6sliche Kollagen mittels einer Mischvorrichtung in eine
homogene Kollagensuspension iiberfiihrt,

c. die Kollagensuspension lyophilisiert und so eine erste Matrix A erzeugt,

d. die erste Matrix A einer Vernetzung unterzieht und so eine zweite,
mechanisch stabilisierte Matrix B erzeugt,

e. Fibroblasten auf die zweite Matrix B einsat und wachsen |aRt,
Keratinozyten auf die zweite Matrix B einsdt und wachsen lalt und
schlieBlich

g. die in und auf der Matrix B wachsenden Fibroblasten und Keratinozyten
bis zur vollstdndigen Ausbildung des dermalen und des epidermalen Teils

des Ganzhautmodells weiter kultiviert.

2. Verfahren zur Herstellung einer Kollagenmatrix, dadurch gekennzeichnet, dass
man
a. aus kollagenhaltigem Gewebe schwer lgsliches Kollagen gewinnt,
b. das schwer losliche Kollagen mittels einer Mischvorrichtung in eine
homogene Kollagensuspension uberfihrt,
c. die Kollagensuspension lyophilisiert und so eine erste Matrix A erzeugt,
d. die erste Matrix A einer Vernetzung unterzieht und so eine zweite,

mechanisch stabilisierte Matrix B erzeugt.

3. Verfahren zur Herstellung eines Dermisaquivalentes, dadurch gekennzeichnet,
dass man
a. aus kollagenhaltigem Gewebe schwer lésliches Kollagen gewinnt,
b. das schwer l6sliche Kollagen mittels einer Mischvorrichtung in eine
homogene Kollagensuspension iberfuhrt,

c. die Kollagensuspension lyophilisiert und so eine erste Matrix A erzeugt,
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d. die erste Matrix A einer Vernetzung unterzieht und so eine zweite,
mechanisch stabilisierte Matrix B erzeugt,

e. Fibroblasten auf die zweite Matrix B einsat und wachsen lasst und
schlieBlich

f. die in und auf der Matrix B wachsenden Fibroblasten bis zur

vollstandigen Ausbildung des Dermisaquivalentes weiter kultiviert.

4. Verfahren zur Herstellung eines Epidermisdquivalentes, dadurch
gekennzeichnet, dass man

a. aus kollagenhaltigem Gewebe schwer |8sliches Kollagen gewinnt,

b. das schwer lésliche Kollagen mittels einer Mischvorrichtung in eine
homogene Kollagensuspension tberfuhrt,

c. die Kollagensuspension lyophilisiert und so eine erste Matrix A erzeugt,

d. die erste Matrix A einer Vernetzung unterzieht und so eine zweite,
mechanisch stabilisierte Matrix B erzeugt,

e. Keratinozyten auf die zweite Matrix B einsat und wachsen laft und
schlieBlich

f. die in und auf der Matrix B wachsenden Keratinozyten bis zur

vollstandigen Ausbildung des Epidermisdquivalentes weiter kultiviert.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass
das es sich bei dem schwer [8slichen Kollagen um ein grobfaseriges Kollagen
handelt, das im wassrigen Medium Uber mehrere Stunden hinweg keine
sichtbare oder nur geringe Quellung oder Gelbildung zeigt, vorzugsweise um
schwer losliches Kollagen aus den Sehnen von Tieren, insbesondere von
Saugetieren, bevorzugt von Pferden, Schweinen oder Rindern, ganz

besonders bevorzugt aus den Achillessehnen von Rindern.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass der Lyophilisierungsprozels in Schritt c) mit einer
Abkuihlrate von bis zu 50 °C pro Stunde, insbesondere 5 °C bis 40 °C pro
Stunde, vorzugsweise 10 °C bis 30 °C pro Stunde, besonders bevorzugt 15 °C
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bis 25 °C pro Stunde, ganz besonders bevorzugt von 18 °C bis 23 °C und noch
starker bevorzugt von 20 °C bis 22 °C pro Stunde durchgefuhrt wird.

7. Ganzhautmodell, erhéltlich nach einem Verfahren gemafR Anspruch 1

8. Ganzhautmodell nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass hauttypische

Proteine, insbesondere Elastin, exprimiert werden.

9. Ganzhautmodell nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass es
mit Mikroorganismen, insbesondere pathogenen Mikroorganismen besiedelt

wird.

10.Ganzhautmodell nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die
Mikroorganismen ausgewahlt sind aus Staphylococcus aureus sowie Spezies

der Gattung Candida, Malassezia und Trichophyton.

11. Kollagenmatrix, erhéltlich nach einem Verfahren gemaf Anspruch 2.

12.Dermisaquivalent, erhaltlich nach einem Verfahren gemaf Anspruch 3.

13.Epidermisaquivalent, erhaltlich nach einem Verfahren gemal Anspruch 4.

14. Verwendung einer Kollagenmatrix gemal Anspruch 11 zur Herstellung eines
Dermisaquivalentes, eines Epidermisaquivalentes oder eines

Ganzhautmodells. .

15.Verwendung eines Ganzhautmodells gemaR Anspruch 7 bis 10, eines
Dermisaquivalentes gemall Anspruch 12 oder eines Epidermisdquivalentes
gemall Anspruch 13 zur Produktprifung, insbesondere im Hinblick auf
Wirksamkeit, unerwiinschte Nebenwirkungen, Reiz-, Toxizitats- und
Entzindungswirkungen  oder  allergieauslésende  Wirkungen, oder

Vertraglichkeit von Substanzen.
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