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1 Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie der Haut

Die Haut (Cutis) macht ungefahr % des Gesamtkorpergewichts eines Erwachsenen aus und
ist damit das grof3te Organ des menschlichen Korpers (1,2). Sie besteht aus verschiedenen
Strukturen, die in drei Schichten, von unten nach oben, angeordnet sind: Hypodermis,
Dermis und Epidermis (Abbildung 1). Auferdem sind in diese Strukturen auch die
Hautanhangsgebilde Haarfollikel, Schweil3- und Talgdrusen eingebettet. (1,3) Gemeinsam
bieten diese einen Schutz gegen verschiedene Umwelteinflisse und verhindern gleichzeitig
den Verlust von Wasser und anderen Komponenten an die Umwelt. Neben der
Barrierefunktion Ubt die Haut weitere wichtige Aufgaben, wie Immunabwehr,

Sinnesfunktionen, Stoffwechsel und Regulation der Kérpertemperatur, aus (2,3).

Epidermis
. Stratum
Talgdrise = papillare
Musculus arrector pilis ! ‘ —
‘ A Dermis
apokrine Schweildrise
Haarfollikel | Stratum
reticulare
ekkrine Schweilldrise ~y
dermales GefalRsystem "

Nervenendigung

} Hypodermis

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Haut.

Die Haut setzt sich von innen nach auflen aus den drei Schichten Hypodermis, Dermis und Epidermis
zusammen. In der Hypodermis verlauft das dermale Blutgefaf3system, welches sich zur Dermis und Epidermis zu
einem Kapillarnetzwerk verzweigt. Auch die funktionellen Einheiten der Haut, die Haarfollikel, Schwei3- und
Talgdrisen, haben ihren Ursprung in der Dermis. Daneben sind Nervenendigungen in der Dermis zu finden,

welche ihre Reize Uber Nervenbahnen weiterleiten. Erstellt mit BioRender.com.

Die Hypodermis, auch Subcutis genannt, besteht aus lockerem Bindegewebe, Fibroblasten,
Makrophagen und Adipozyten. Diese Schicht wird von groferen Nervenbahnen und

BlutgefalRen durchzogen, welche Uber ein Kapillarnetz die darliber liegenden Schichten mit
1



Nahrstoffen versorgen. (1,4,5) Bindegewebsfasern und Kollagen der aufliegenden Dermis
verschmelzen mit denen der Hypodermis. Die Dermis ist ein unterstiutzendes und elastisches
Gewebe, das neben Bindegewebe, Kollagen und Zellen die extrazellulare Matrix aufweist.
(1,3,4) Fibroblasten machen in dieser Schicht den groften Teil der Zellen aus. Sie
synthetisieren die verschiedenen Fasern der Dermis (1,3) und sind am
Wundheilungsprozess beteiligt. (1,3,6) Weitere Zellen der Dermis sind zumeist
immunologischer Natur und schlieBen unterschiedliche Untergruppen von T-Lymphozyten
(T-Zellen) und Dendritischen Zellen ein, welche in der Nahe von Epithel und Haarfollikeln
anzutreffen sind. Die Dermis lasst sich in zwei Schichten gliedern: Das tiefliegende Stratum
reticulare und das oberflachliche Stratum papillare. Im Stratum reticulare haben die
Schweilddrisen und Haarfollikel ihren Ursprung. (1) Das dem Stratum reticulare aufliegende
Stratum papillare ist eine dinne Schicht aus losen elastischen Fasern, durchzogen von
Mechanorezeptoren (1,4) sowie Kapillaren, welche die Korpertemperatur regulieren und die
avaskulare Epidermis mit Nahrstoffen versorgen. (4,7) Optimiert wird dieser Mechanismus
durch die sich mit den epidermalen Reteleisten abwechselnden Papillaren der Dermis.
Dadurch vergroRert sich die Oberflache zwischen Dermis und Epidermis und gewahrleistet
gleichzeitig die mechanische Festigkeit der Haut. (1,7) Die zwischen Dermis und Epidermis
befindliche Basalmembran verbindet die Dermis mit der aufliegenden Basalschicht (Stratum

basale) der Epidermis. (1)

Die Epidermis besteht aus mehreren Schichten, die in folgender Reihenfolge zur
Hautoberflache hin organisiert sind: Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum
und Stratum corneum (Abbildung 2). (1,3,8) In der untersten Schicht der Epidermis, dem
Stratum basale, sind die Stammzellen enthalten, die fir die stdndige Erneuerung der
Epidermis verantwortlich sind. (1,4) Die Keratinozyten sind ektodermalen Ursprungs und
durchlaufen einen Differenzierungsprozess, bei dem es zur asymmetrischen Teilung von
Stammzellen im Stratum basale kommt. Eine der beiden Tochterzellen migriert zur
Hautoberflache und differenziert dabei terminal zu einer abgeflachten kernlosen Zelle aus,
dem Korneozyt. Die zweite verbleibt wahrenddessen im Stratum basale. Im Laufe dieses
Prozesses verandert sich die Zelle biochemisch sowie morphologisch und wird schlie8lich
desquamiert. (1,3,9,10) Neben Keratinozyten, sind in dieser Hautschicht Melanozyten und
Merkel-Zellen zu finden. Melanozyten produzieren das Hautpigment Melanin. Das Melanin
wird in das Zytoplasma der Keratinozyten freigesetzt, wo es sich supranuklear sammelt und
so die im Kern enthaltene DNA vor ultraviolettem Licht schitzt. Merkel-Zellen dienen als
intraepidermale Mechanorezeptoren. Das aufliegende Stratum spinosum besteht aus
mehreren Keratinozyten-Schichten. (1,4) Sie synthetisieren Tonofibrillen aus Keratin, welche

einen Teil des Zytokskeletts darstellen. Dies wird durch die Dornverlangerungen der Zellen



beglnstigt, weshalb diese Schicht auch Stachelschicht genannt wird. (4) In dieser Schicht
warten unreife Langerhans-Zellen bis sie in Kontakt mit einem Antigen treten kdnnen. Sie
nehmen im Stratum spinosum exogene Antigene auf, verarbeiten diese und prasentieren sie
anschlielBend den naiven T-Zellen in den Lymphknoten. (1,4,11) Die Zellen des Stratum
granulosums haben ihre terminale Zelldifferenzierung in der obersten Schicht des Stratum
spinosum durchlaufen. lhr Zytoplasma besteht aus Keratohyalin-Granulat, welches Filaggrin
und weitere Proteine beinhaltet, die mit Keratinen der Tonofibrillen verwandt sind. (4) Die
oberste Schicht der Epidermis ist das physiologisch inaktive Stratum corneum, welches aus
15-20 Schichten abgeflachten Korneozyten besteht, die sich regelmafig von der Oberflache
der Haut abldsen. Korneozyten sind anukleatisch und besitzen keine Zellorganellen,
beinhalten daflir aber eine dichte Keratinmatrix. (1,4) Sie sind in einen Lipid-Mix aus
Ceramiden, Cholesterin und Fettsduren eingebettet, die der Epidermis ihre Elastizitat und
Festigkeit verleihen. (5) Wahrend ihrer Differenzierung synthetisieren Keratinozyten
spezifische Proteine wie Filaggrin, Involucrin und Keratin. Aber auch die Stammzellen des
Stratum basale exprimieren entsprechende Proliferationsmarker wie Ki-67 und Proliferating-
Cell-Nuclear-Antigen. (1,9)

Stratum corneum

L oSO SR S S DS s Do DR s o) Stratum granulosum

Langerhans-Zelle — Epidermis
\ Stratum Spinosum

Keratinozyt %

L — Stratum basale

Merkel-Zelle W
Melanozyt Basalisming } Dermis

Abbildung 2: Schematischer Querschnitt der Epidermis.

Die auf der Dermis sitzende Epidermis setzt sich aus vier Schichten zusammen. Die unterste Schicht bildet das
Stratum basale, in dem die teilungsfahigen Keratinozyten sitzen. Diese ist fir die fortlaufende Regeneration der
Haut verantwortlich. Neben Keratinozyten sind hier Melanozyten und Merkel-Zellen zu finden. Melanozyten
schiitzen die Keratinozyten vor ultraviolettem Licht, indem sie Melanin an die umgebenen Keratinozyten abgeben.
Merkel-Zellen weisen mechanosensorische Fahigkeiten auf und geben daher erfasste Druckintensitaten weiter. In
der nachfolgenden Schicht, dem Stratum spinosum, beginnt fir die Keratinozyten die terminale Differenzierung,
bei der vermehrt Keratin eingelagert und Zellorganellen abgebaut werden. Als Bestandteil des Immunsystems
agieren inaktive Langerhans-Zellen als Antigenprasentierende Zellen im Stratum spinosum. Wahrend der
Verhornung sammeln sich im Zytoplasma der Keratinozyten des Stratum granulosums Keratohyalin-Granula an,
welche im Verlauf des Verhornungsprozesses an Gro3e zunehmen. Nach Abschluss des Verhornungsprozesses,
bleiben anukleadre, abgeflachte Korneozyten zurlick, welche die oberste Hautschicht, das Stratum corneum,

bilden. Erstellt mit BioRender.com.

Neben den verschiedenen Zellen umfasst die Haut zwei Struktureinheiten, die exokrinen

Schweil’drisen und die Haarfollikel. (1) Die Schweil3drisen lassen sich in zwei Typen



einteilen: die ekkrinen und die apokrinen Schweilldrisen. Wahrend die ekkrinen
Schweil’drisen ubiquitdr vorkommen, begrenzen sich die apokrinen Schweil3driisen auf die
axillaren und anogenitalen Arealen sowie den Bereich der Brustwarze. Die Talgdrusen und
Haarfollikel kommen, mit Ausnahme von Handflachen, Ful3sohlen und Teilen der Genitalien,
ubiquitar in der Haut vor. Sie liegen schrag in der Haut, wobei ihr tiefster Teil bis in die
Dermis reicht. Die Haarzwiebel sitzt am untersten Bereich des Haarfollikels und enthalt viele
basophile Matrixzellen, die am Haarwachstum beteiligt sind. Die glockenartige Form der
Haarzwiebel umhdillt die follikulare Papille. Der Isthmus reicht bis zur Wulst, dies ist die
Ansatzstelle des Musculus arrector pilis, welcher das Haar aufrecht stehen lasst. Das am
oberen Teil befindliche Infundibulum erstreckt sich bis zur Offnung des Talgdriisengangs
(Abbildung 3). Die Talgdriisen befinden sich zwischen der Hautoberflache, dem Haarfollikel
und dem Musculus arrector pili. Die auliere Schicht bilden Basalzellen, wahrend die
Talgdrise im Inneren mit mehreren Schichten Sebozyten ausgekleidet ist. Diese sind mit
Lipiden beladen und haben ein schaumiges Zytoplasma. Da es sich bei den Talgdrisen um
holokrine Driisen handelt, zerfallen die Sebozyten und bilden dadurch den Talg, welcher

Uber einen kurzen Kanal in den Pilar Kanal abgegeben wird. (1)

Haarschaft

Talgdriise

Infundibulum TIF o

-

Isthmus Musculus arrector pilis

Waulstregion

aulere Wurzelscheide
innere Wurzelscheide

Haarzwiebel — Haarwurzel

Follikulare Papille

Abbildung 3: Schematischer Querschnitt einer Haarfollikel-Einheit.

Die Haarfollikel-Einheit besteht aus der in der Dermis ansassigen follikularen Papille, welche von der Haarzwiebel
umschlossen ist. Hier befindliche Melanozyten geben ihre Pigmente an das entstehende Haar ab. Der Haarschaft
bildet sich durch nach zur Hautoberflaiche wandernde, keratinreiche Zellen. Umgeben ist dieser von einer inneren
sowie aulleren Wurzelscheide. An der aufleren Wurzelscheide sitzt der Haaraufrichtemuskel, der Musculus
arrector pilis, welcher fur die bekannte Gansehaut verantwortlich ist. Um die Haut vor Austrocknung zu schiitzen,
sitzen zwischen dem kleinen Muskel und der Hautoberflache die Talgdrisen, deren Ausfihrungsgang zwischen

Haarwurzel und Haarschaft miindet. Erstellt mit BioRender.com.



1.2 Atiologie und Pathophysiologie der Hidradenitis suppurativa

Dermatosen gehoéren zu den haufigsten nicht-tédlichen Krankheiten weltweit, was dazu fihrt,
dass 30 — 70 % der Menschen im Verlauf ihres Lebens von mindestens einer Hautkrankheit
betroffen sind. (12,13) Eine dieser Dermatosen ist die Hidradenitis suppurativa oder auch
Akne inversa, die im Jahr 1839 erstmals von Velpeau dokumentiert wurde. (14) Der
franzosische Chirurg Verneuil publizierte 1854, dass die Krankheit mit einer Entziindung der
Schweil’drisen zu assoziieren sei und gab ihr den Namen ,Hidrosadenite Phlegmonous®,
englisch Hidradenitis suppurativa. (15) Etwa ein Jahrhundert spater identifizierte Brunsting
die apokrinen Schweil’drisen als Ursprung der Entzindung und widerlegte damit die bisher
angenommene These der Entzindung der ekkrinen Schweildrisen. (16) Der Begriff
Akne inversa wurde von Plewig und Steger 1989 gepragt, um den pathologisch irrtiimlichen
Begriff Hidradenitis suppurativa zu ersetzen. (17) Jedoch spiegeln beide Namen,
Akne inversa und Hidradenitis suppurativa, die pathologischen Prozesse der Krankheit nicht
korrekt wider. Daher wurde beschlossen beide Namen synonym zu verwenden, bis ein der

Pathogenese besser entsprechende Begriff gefunden wird. (18)

Die Hidradenitis suppurativa ist eine multifaktoriell bedingte, chronisch entziindliche
Hauterkrankung der Haarfollikeltalgdrisen mit rezidivierendem Verlauf. (19) Die Pravalenz
erstreckt sich zwischen 0,04 und 4 % der Weltbevdlkerung. (20,21) Das Frauen-Manner-
Verhaltnis liegt bei 3:1 (22,23), wobei Manner haufig schwerer betroffen sind. (22) In der
Regel beginnt die Erkrankung nach der Pubertat und erreicht in der dritten und vierten
Lebensdekade ihren Aktivitatshohepunkt. (22—24) Charakteristisch fur das klinische
Erscheinungsbild dieser Erkrankung sind zum Teil tiefsitzende, schmerzhafte entzindliche
Knoten und Abszesse, bis hin zur Fistelgang- und Sinustraktbildung, was schlieBlich zu
akkordeonartigen Narbenkontrakturen fuhren kann. Involvierte Korperareale bei Mannern
und Frauen sind zumeist auf Achseln, Leisten-, Anal- und Genitalregionen limitiert, wobei
Frauen zusatzlich noch submammér betroffen sein kdnnen. (19) Anhand des klinischen
Erscheinungsbildes wird zwischen drei Schweregraden nach Hurley unterschieden
(Abbildung 4). Diese Einteilung wird fir die Bewertung des Schweregrades im klinischen
Alltag sowie fur die Wahl der geeigneten Therapie herangezogen. (25)
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Abbildung 4: Veranschaulichung der Schweregradeinteilung nach Hurley von Hidradenitis suppurativa
Lasionen.

Anhand der Schweregradeinteilung nach Hurley wird das klinische Bild der Hidradenitis suppurativa Lasionen in
drei Schweregrade (Hurley Stadium | bis Ill) eingeteilt. Beim Hurley Stadium | sind nur einzelne oder mehrere
isolierte Abszesse oder Knoten zu finden, keine Fistelgdnge oder Narben. Betroffene Personen mit dem Hurley
Stadium Il weisen einzelne oder mehrere auseinanderliegende Lasionen mit Fistelgangen auf. Als schwere Form
wird das Hurley Stadium lll bezeichnet, welches sich durch einen flachigen Befall mit multiplen Abszessen,
Fistelgdngen und Narbenstrangen auszeichnet. (25) Die Fotos der Patientinnen und Patienten stehen beispielhaft
fur das klinische Bild der Hidradenitis suppurativa und stammen aus wissenschaftlichen Untersuchungen mit
positivem Ethik-Votum 276/17 und 394/18 aus der Klinik fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie,
Abteilung fur Klinische Forschung.

Die genaue Atiologie und Pathophysiologie der Hidradenitis suppurativa sind noch nicht
vollstandig geklart. Es werden jedoch eine Reihe pradisponierender Faktoren beschrieben,
die genetischer oder lebensstilbedingter Natur sein kénnen. So berichten mehr als 30 % der
Erkrankten von einer positiven Familienanamnese. (26,27) Dariber hinaus wurde bei einer
geringen Anzahl von Patientinnen und Patienten mit Hidradenitis suppurativa eine Mutation
in Genen beobachtet, die fur Untereinheiten der y-Sekretase kodieren. (28) Der Verlust
dieses Genes zeigte in Mausen einen der Hidradenitis suppurativa sehr ahnlichen Phanotyp,
was wiederum die Assoziation zwischen der Beeintrachtigung der y-Sekretase und der
Hidradenitis suppurativa bestarkt. (29,30) Neben der y-Sekretase-Mutationen wurden weitere
Mutationen bei Patientinnen und Patienten mit Hidradenitis suppurativa entdeckt. (31,32)
Darunter ein Gen, welches den pattern recognition Rezeptor Pyrin kodiert und Bestandteil
des Inflammasoms ist. (32) Zu den lebensstilbedingten Faktoren gehéren Adipositas und
Tabakkonsum. Ubergewicht, welches einen der Faktoren des metabolischen Syndroms
darstellt, wird bei 40 - 60 % der von Hidradenitis suppurativa Betroffenen beobachtet. (24,33)
Die weiteren Faktoren des metabolischen Syndroms sind Hypertonie, Hyperglykdmie und

Dyslipidamie. (33) Diese Komorbiditdten werden ebenfalls gehauft bei Hidradenitis



suppurativa Patientinnen und Patienten beobachtet (22—24), bei 40 % der Patientinnen und
Patienten liegt sogar das metabolische Syndrom vor. (33,34) Klinische Daten zeigten
aullerdem, dass zwischen dem Body Mass Index, der Hidradenitis suppurativa und dem
Schweregrad der Erkrankung ein Zusammenhang besteht; eine Gewichtsreduktion bei
Patientinnen und Patienten mit Hidradenitis suppurativa korreliert positiv. mit einer
Verbesserung des Hautbildes. (35) Tabakkonsum ist unter Hidradenitis suppurativa
Erkrankten weit verbreitet. Bis zu 90 % rauchen aktiv oder rauchten friiher. (36) Neben den
physischen Komorbiditaten, treten durch diese stigmatisierende und schmerzhafte Krankheit
auch Angststérungen und Depressionen auf, welche die Lebensqualitat zuséatzlich
betrachtlich vermindern. (22—24) Bis zu dem Zeitpunkt der Diagnose haben die Patientinnen
und Patienten oft einen langen Weg von bis zu zehn Jahren mit oft mehreren Arztinnen und

Arzten aus verschiedenen Teildisziplinen hinter sich. (37,38)

Als histologische Initialerscheinung gelten Hyperkeratose und Perifollikulitis der
Talgdriseneinheit des Haarfollikels, die anschlielend zu follikularen Okklusion sowie
Inflammation und Ruptur des Haarfollikels fihren. (39—41) Extrazellulare Matrix-abbauende
Enzyme, die Matrix-Metalloproteasen, sind vermutlich an der Ausdinnung der
Basalmembran der Haarfollikeleinheit beteiligt, was die Instabilitat des Haarfollikels erhéht.
Auf die Ruptur erfolgt eine verstarkte Entzindungsreaktion aufgrund der Freisetzung von
Keratinfasern, pathogen-associated molecular pattern, Bakterien sowie Talgdriseninhalt.
(42) Pathogen-associated molecular pattern und Bakterienbestandteile aktivieren die pattern
recognition Rezeptoren auf Makrophagen und dendritischen Zellen. Zu diesen zahlen u. a.
das NLRP3-Inflammasom und der Toll-like Rezeptor 2 (TLR2). (43-47) Die Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms flhrt zur Aktivierung der pro-Caspase 1, welche in ihrer aktiven Form
proinflammatorische Prozesse vermittelt und so ma3geblich zur Produktion von Interleukin-
18 (IL-1B) in der Hidradenitis suppurativa beitragt. (43—45) Der in Hidradenitis suppurativa
hauptsachlich von Makrophagen und dendritischen Zellen des dermalen Bereiches
exprimierte TLR2 (46), fihrt nach seiner Aktivierung zur Induktion einer nachgeschalteten
Signalkaskade. Diese aktiviert die Transkriptionsfaktoren nuclear factor "kappa-light-chain-
enhancer’ of activated B-cells (NFkB) und mitogen-activated protein kinase (MAPK), was die
Transkription von Genen proinflammatorischer Zytokine bewirkt (48-50) und somit die
Pathogenese der Hidradenitis suppurativa fordert. Durch den von Makrophagen produzierten
Lipidmediator Leukotrien B4 wandern neutrophile Granulozyten in den Bereich ein und
werden aktiviert. (51) Zusatzlich zur entstandenen Entziindung, besiedeln die Stammzellen
des rupturierten Haarfollikels die galertartigen proliferativen Substanz in den Lasionen der

Dermis. In Folge dessen bilden sich epithelisierte Sinustrakte und Fistelgange.(42) Durch die



anhaltende Entzindung kommt es zur Stérung der Hautarchitektur, zur wiederholten

Abszessbildung, Wunden und zur fibrotischen Narbenbildung. (52)

Das inflammatorische Infiltrat der Hidradenitis suppurativa Lasionen besteht neben
Makrophagen, dendritischen Zellen und neutrophilen Granulozyten (45,46), noch aus
natirlichen Killerzellen, B- und T-Lymphozyten (B- und T-Zellen) bzw. Plasmazellen.
(41,46,53-55) Neutrophile  Granulozyten  phagozytieren  Bakterien, produzieren
proinflammatorische Zytokine und koénnen durch Degranulation antimikrobielle und
zytotoxische Molekile freisetzen. Fur Hidradenitis suppurativa wurde ferner berichtet, dass
die Neutrophilen sogenannte neutrophil extracellular traps bilden, welche auch in anderen
autoinflammatorischen und autoimmunen Erkrankungen wie dem systemischen Lupus
erythematodes oder der rheumatoider Artritis beobachtet werden. (55) Die neutrophil
extracellular traps sind netzartige Strukturen, die sich primar aus der DNA neutrophiler
Granulozyten sowie granuldren und zytosolischen Proteinen zusammensetzen. So sind sie
in der Lage pathogene Mikroorganismen zu binden und abzutéten. (55,56) Im Kontext der
Hidradenitis suppurativa wird die Bildung dieser neutrophil extracellular traps mit dem
Schweregrad, einem Fortschreiten der Erkrankung sowie der Prasenz von Autoantikdrpern
assoziiert. (55) T-Lymphozyten differenzieren im Thymus aus und verlassen diesen
anschliefend Uber die Lymph- und Blutgefale. (57-59) Um ihre Funktionen ausiben zu
kénnen, exprimieren sie verschiedene Oberflachenmolekiile wie den T-Zell-Rezeptor und
das Oberflachenmolekul CD3, welches als Marker fir T-Zellen fungiert. (60) Dartber hinaus
weisen sie je nach Differenzierung das Oberflachenmolekil CD4 oder CD8 auf. (57-59)
CD8-T-Lymphozyten werden auch als zytotoxische T-Zelle bezeichnet, da sie infizierte und
maligne Zellen sofort abtdten. Dagegen werden CD4-T-Zellen auch T-Helfer-Zellen genannt.
(57) Die Prasentation von pathogenen Strukturen durch Antigen-Prasentierenden-Zellen wie
Dendritischen Zellen, B-Zellen und Makrophagen aktiviert die naiven CD4-T-Zellen. Dies
fuhrt zur Differenzierung zu den entsprechenden T-Effektorzellen und deren Proliferation und
damit zur Eliminierung des Pathogens. In Abhangigkeit der vorherrschenden Zytokine am Ort
der Infektion differenzieren und spezialisieren sich die CD4-T-Zellen, was zu einer Pathogen-
angepassten Antwort fuhrt (Tabelle 1). (57,61)



Tabelle 1: Funktionen der CD4-T-Zellen (mod. nach Sabat et al. 2019 sowie Zhu und Zhu 2020)

CD4-T-Helfer-Zell- Zytokine Funktion
Subpopulation

Typ 1 T-Helfer-Zelle Interferon-y Abt6tung von virusinfizierten Zellen

und intrazellularen Pathogenen

Typ 2 T-Helfer-Zelle Interleukin-4, Interleukin- | Botenstoffe der extrazellularen
5 und Interleukin-13 Parasitenabwehr, vermittelt den B-

Zell-Klassenwechsel

Typ 17 T-Helfer-Zelle Interleukin-17A und Induziert antimikrobielle Abwehr am
Interleukin-17F Epithel fur die Rekrutierung und
Aktivierung von neutrophilen
Typ 22 T-Helfer-Zelle Interleukin-22 Wundheilung, Gewebeschutz
Regulatorische T-Zelle | Interleukin-10 und Unterdrickung von Autoimmunitat,
Transforming Growth vermittelt Toleranz
Factor 8

Untersuchungen im Rahmen der Grundlagenforschung zur Hidradenitis suppurativa zeigten
bereits, dass das Immunzellinfiltrat in den Bereichen nahe der Epidermis u. a. CD4-T-Zellen
aufweist. (41,43,62,63) Dagegen zeigten Regionen in gesunder Haut keine CD4(+)-T-Zellen.
(62,63) Die genaue Zuordnung der T-Zell-Subpopulation ist in der Hidradenitis suppurativa
jedoch aufgrund der noch unzureichend aufgeklarten Pathogenese nicht mdglich. Bisher
geht man aufgrund der Zytokine, die in Hidradenitis suppurativa Lasionen erhdht reguliert
sind sowie Zytokinsekretion von T-Zellen in Hidradenitis suppurativa, davon aus, dass die
Hidradenitis suppurativa eine Typ 1- und Typ 17 T-Helfer-Zell-gesteuerte inflammatorische
Hauterkrankung sein kdnnte. Die regulatorischen T-Zellen scheinen trotz hoher IL-10 Level
in Hidradenitis suppurativa eher vermindert vorzukommen. (43,62,64—66) Wahrend die
Funktion der neutrophilen Granulozyten und CD4-T-Zellen in der Pathogenese der
Hidradenitis suppurativa zunehmend aufgeklart wird, bleibt die Rolle der natirlichen
Killerzellen, B-Zellen sowie Plasmazellen vorerst ungewiss. Im Zusammenhang mit den B-
Zellen zeigten Untersuchungen, dass diese vermehrt in der chronischen Phase der
Hidradenitis  suppurativa auftreten. (53,67) Vermutlich tragen sie hier zur

Antikérperproduktion sowie Komplementsystem-Aktivierung bei. (55,67)

Dartber hinaus wurde nachgewiesen, dass proinflammatorische Zytokine wie IL-1B, IL-6, IL-
8, IL-12, IL-17, IL-23, Interferon-y, TNF-a und das entzindungshemmende IL-10 eine grofl3e
Bedeutung bei der abnormen Immunantwort der Hidradenitis suppurativa haben.

(43,44,62,68-71) Eine Untersuchung von ex vivo Hidradenitis suppurativa Lasionen zeigte,




dass IL-1B hauptsachlich Gber das NLRP-Inflammasom in Makrophagen produziert wird (44),
wobei auch lasionale Keratinozyten IL-13 sezernieren koénnen. (63) Obwohl die IL-13
Konzentrationen in Hidradenitis suppurativa im Vergleich zu gesunden Kontrollen und auch
Psoriasis erhoht sind, bleiben die Level des naturlichen IL-1 Rezeptorantagonisten auf einem
ahnlichen Niveau wie bei den gesunden Kontrollen. Die Untersuchung bestatigte weiterhin,
dass Fibroblasten die hochsten IL-1 Rezeptoren Expressionslevel aufweisen und gleichzeitig
eine ausgepragte IL-1pB-Reaktion austben. Vermutlich induziert IL-13 die Synthese von
Matrix-Metalloproteasen in den Fibroblasten und tragt so zum Abbau der extrazelluldren
Matrix bei. Aullerdem beeinflusst IL-13 die Sekretion verschiedener Zytokine (z.B. IL-6) und
Chemokine (z.B. IL-8), welche chemotaktisch auf neutrophilen Granulozyten wirken. (44)
Interleukin-17 wird hauptsachlich von CD4(+)-T-Zellen und neutrophilen Granulozyten unter
Beteiligung von IL-23 sezerniert (45,63), welches in Hidradenitis suppurativa von
Makrophagen exprimiert wird. (62) Als Folge der IL-17 Sekretion produzieren Endothel- und
Epithelzellen sowie Fibroblasten IL-6, IL-8 und den Granulozyten-Kolonie-stimulierenden
Faktor. (72) So ist IL-17 wahrscheinlich an der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten
und Produktion proinflammatrischer Zytokine der Keratinozyten in Lasionen der Hidradenitis
suppurativa beteiligt. (43,55) Die hohen IL-17 Level fUhren auch zur Hochreglation der
antimikrobiellen Peptide S100A8 und S100A9 in lasionaler Hidradenitis suppurativa
Epidermis (45,73), was wiederum eine proentzindliche Zytokin- und Chemokin-Expression
zur Folge hat und die Proliferation von Keratinozyten fordern kann. (74) Das von
Makrophagen produzierte IL-12 in der pappilaren und reticularen Dermis (62) stimuliert die
Produktion von Interferon-y (57) in CD4- sowie CD8(+)-T-Zellen, was die Hypothese zur Typ
1 T-Helfer-Zell-gesteuerte Hauterkrankung stitzt. (63) Interferon-y fungiert als Aktivator von
Makrophagen. Hohe Interferon-y Level werden zudem mit autoinflammatorischen und
Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise entzlindliche Darmerkrankungen und Multiple
Sklerose assoziiert. (69) Als pleiotrophes Zytokin beeinflusst TNF-a eine Vielzahl von Zellen
im Korper. So bewirkt es in der Haut verschiedene Chemokine, tragt zur Endothelaktivierung
bei und begunstigt die Gewebeinfiltration von Immunzellen. (75,76) In der Haut von
Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten wird es hauptsachlich von Makrophagen
und Lymphozyten produziert. Aber auch basale Zellen der Schwei3drisen und Haarfollikel
weisen eine TNF-a Expression auf. (77) Interleukin-10 hat eine entzindungshemmende
Funktion bei Infektionen sowie bei der Einddmmung von Immunreaktionen und spielt daher
eine wichtige Rolle bei der Pravention von Entzindungs- und Autoimmunerkrankungen. Bei
Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten wird IL-10 hauptsachlich von
Makrophagen durch die Induktion von bakteriellen Bestandteilen oder Zytokinen wie TNF-a

produziert. (70) Darlber hinaus kénnte bei den aktiven Raucherinnen und Rauchern der
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Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten das Nikotin daflir verantwortlich sein,
dass die intrazellularen zyklischen Adenosinmonophosphat Spiegel steigen und somit zur
kutanen IL-10 Produktion beitragen. (78,79)

Im Zusammenhang mit der Pathogenese der Hidradenitis suppurativa wird auch die Rolle
des Mikrobioms der Haut diskutiert. Kommensale Bakterien wirken als Schutz gegentber
pathogenen Bakterien. (80) In der Hidradenitis suppurativa werden hauptsachlich
Staphylococcus aureus und Coagulase-negative Staphylococci als pathogene Bakterien
beschrieben (81,82) und eine bakterielle Biofilmbildung mit dem chronischen Bild der
Hidradenitis suppurativa assoziiert. (83) In einem Vergleich zwischen klinisch nicht-
betroffener Haut bei Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten und gesunder Haut
wurde bei der nicht-betroffenen Haut weniger bakterielle Besiedlung und Biofilm detektiert
als bei den gesunden Kontrollen. (84) Folglich wird aktuell davon ausgegangen, dass die

bakterielle Besiedlung und Biofilmbildung sich im Krankheitsverlauf manifestieren.

1.3 Behandlungsmoéglichkeiten der Hidradenitis suppurativa

Aufgrund der noch unzureichend aufgeklarten pathophysiologischen Hintergriinde, die zur
Entwicklung und zum Verlauf der Hidradenitis suppurativa beitragen, gibt es derzeit keine
kausale Therapie, sodass lediglich die Symptome behandelt werden kénnen. Neben der
Behandlung der Schmerzen wird zwischen topischer, systemischer und chirurgischer
Therapie unterschieden. Die Behandlung der Hidradenitis suppurativa sollte aufgrund des
Schweregrades nach Hurley erfolgen und dabei auch die subjektiven Auswirkungen auf
Patientinnen und Patienten berlcksichtigen. Eine medikamentdse Therapie kann entweder

als Monotherapie oder begleitend zu einer operativen MaRnahme erfolgen. (18,85)
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Schweregrad der Hidradenitis suppurativa

Totale Exzision einzelner Knoten und Radikale Exzision lasionaler Areale bis zum
Abszesse subkutanen Fettgewebe

Systemische Behandlung

Topisches Clindamvain 1.  Clindamycin + Systemische Behandlung
P y Rifampicin / Tetracycline Adalimumab/ Infliximab
2. Acitretin

Adjuvante Therapie
Schmerzmanagement
Gewichtsverlust und Tabak Abstinenz

Abbildung 5: Behandlungsalgorithmus zur Behandlung der Hidradenitis suppurativa nach der
Europidischen S1 Leitlinie.

Begleitend zur medikamentésen Therapie sollen die Schmerzen behandelt und die Patientinnen und Patienten
ggf. auf die positive Wirkung von Gewichtsverlust und Tabak Abstinenz auf den Therapieerfolg hingewiesen
werden. Bei einer milden Hidradenitis suppurativa soll topisches Clindamycin empfohlen werden, bei einer
moderaten bis schweren Hidradenitis suppurativa ist die systemische Behandlung mit Clindamycin und
Rifampicin die Therapie der ersten Wahl. Wenn die Therapie unzureichend ist, kann systemisch Adalimumab
oder Infliximab eingeleitet werden. In der operativen Versorgung sollten einzelne Knoten und Abszesse komplett
exzidiert werden, grof¥flachigere Iasionale Areale sollten radikal bis hin zum subkutanen Fettgewebe enthommen
werden. (modifiziert nach Zouboulis et al. 2015)

Als topische Therapie wird beispielsweise 1 %-ige Clindamycin Lésung bei Hurley | und
mildem Hurley Il empfohlen (Abbildung 5). Zusatzlich kann die Clindamycin L&sung
begleitend bei schwereren Verlaufen verschrieben werden. Clindamycin stort die
Proteinsynthese der Bakterien durch die Bindung an die 50s Untereinheit an Ribosomen.
(18,85) Neben der bakteriostatischen Wirkung deuten in vitro Daten auch auf Einflisse

bezuglich Makrophagenfunktion und Neutrophilen Antwort auf Chemokine hin. (86,87)

In der systemischen Behandlung werden u. a. orale Antibiotika, Kortikosteroide, Retinoide
und Biologika eingesetzt. (18,85) Zu den hier empfohlenen Antibiotika gehdren Tetracycline,
die an die 30s ribosomale Untereinheit der Bakterien binden und so die Proteinsynthese
stoppen. (85) Daruber hinaus bestehen Hinweise zu mdglichen immunmodulierenden
Wirkungen der Tetracycline durch die Reduktion von IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a. (88) Die
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Kombination aus Clindamycin und Rifampicin wird als Systemtherapie der ersten Wahl
empfohlen. (18,85) Der Wirkmechanismus liegt in der verminderten bakteriellen Kolonisation
der Haarfollikel (18) durch die bakteriostatische Wirkung von Clindamycin und die bakterizide
Wirkung von Rifampicin (18,85), sowie der Verringerung proinflammatorischer Prozesse.
(18) Rifampicin konnten bereits mehrere immunmodulatorische Effekte mittels in vitro und in
vivo Modellen nachgewiesen werden (89-97), flr die Hidradenitis suppurativa wurde diese
Wirkung jedoch noch nicht genauer untersucht. Zur antiinflammatorischen
immunsuppressiven Therapie mit Kortikosteroiden und Cyclosporin-A liegen nur limitiert
Daten vor, eine Therapie kann jedoch erwogen werden. Als Retinoid kann eine Therapie mit
Acitretin in Betracht gezogen werden. (18,85) Fir die moderate bis schwere Form der
Hidradenitis suppurativa (Hurley Il und lll) kann der zugelassene TNF-a Inhibitor
Adalimumab verordnet werden. Dariliber hinaus wird Infliximab, ein weiterer TNF-a Inhibitor,

fur die Therapie der moderaten bis schweren Form empfohlen.

Unter der chirurgischen Therapie wird die vollstandige Exzision des lasionalen Gewebes
verstanden. Dabei sollten bei Hurley | bis Il einzelne Knoten und Abszesse partiell exzidiert
werden. Eine radikale Exzision der |dsionalen Areale, teils bis ins subkutane Fettgewebe,

wird dagegen bei Hurley Il und Ill empfohlen. (18,85)

1.4 Rifampicin in der Therapie der Hidradenitis suppurativa

Auch wenn die Mehrheit der Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten vom
Schweregrad Hurley | und Il betroffen sind (98), werden die meisten Medikamente flr die
Behandlung der Erkrankung im Hurley Stadium Il und Il empfohlen. (18,85) Auf diese
Arzneimittel sprechen die Betroffenen gut an und zeigen deutliche Verbesserungen
bezlglich des Hautbildes, Schmerzen und Lebensqualitat. (99-103) Jedoch kann die
Einnahme dieser Medikamente auch mit einer Reihe von Nebenwirkungen wie
Leberschadigung, akutes Nierenversagen, gastrointestinale Beschwerden, bakterielle
Resistenzen oder erhdhtes Infektionsrisiko einhergehen (102-105), was eine Therapie in
den leichteren Formen der Hidradenitis suppurativa nicht rechtfertigen wirde. Um den in den
schwereren Formen entstehenden Hautdestruktionen vorzubeugen, mussten effiziente
Medikamente allerdings mdglichst frih eingesetzt werden. (18) Das in der systemischen

Hidradenitis suppurativa Behandlung sehr effizient wirkende Rifampicin kénnte hier in
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anderer Applikationsform zum Einsatz kommen. Rifampicin ist ein semisynthetisches Derivat
des Rifamycin B, ein antimikrobieller Wirkstoff, welcher vom Streptomyces mediterranei
produziert wird (Abbildung 6). (106)

Abbildung 6: Strukturformel von Rifampicin. Erstellt mit Chemograph.

Sein  Wirkungsmechanismus besteht in der Hemmung der DNA-abhangigen RNA-
Polymerase von Bakterien (107,108) und inhibiert so das Wachstum von sowohl Gram-
positiven Bakterien als auch einigen Gram-negativen Bakterien sowie Staphylococcus
aureus, Coagulase-negative Staphylococci (109) und Mycobakterien. (110) Aufgrund seiner
bakteriziden Wirkung gegen Mykobakterien wird es zur Behandlung der Tuberkulose
angewendet. (111-113) Aber auch bei Infektionen mit nichttuberkuldsen Mykobakterien wird
es in Kombination mit anderen antimykobakteriell wirksamen Antiinfektiva eingesetzt (114-
116) sowie bei Infektionen mit dem Mycobacterium leprae. (117,118) Des Weiteren findet
Rifampicin als Prophylaxe-Behandlung bei der Meningokokken-Meningitis Anwendung.
(119,120) In Zusammenhang mit der immunmodulatorischen Wirkung konnte bereits ein
inhibitorischer Effekt auf die Lipopolysaccharid—induzierte IL-18 und TNF-a Sekretion in
verschiedenen Zelllinien von mononuklearen Zellen, BV-2 Mikrogliazellen, RAW 264.7
Makrophagen sowie primaren Mikrogliazellen und Makrophagen nachgewiesen werden. (89—
91) Aulerdem reduzierte die Behandlung mit Rifampicin u. a. die IL-6 und IL-10 Level in
einem in vitro Model fur Parkinson und einem murinen in vivo Model flir den endotoxischen
Schock. (96,97) Bei in vitro Modellen von neurodegenerativen Erkrankungen, Immun-
regulatorischen Modellen sowie in einem Tiermodell zur Multiplen Sklerose konnte gezeigt

werden, dass Rifampicin die TLR2 Expression hemmt. (91-95)

Nach oraler Einnahme auf leeren Magen wird Rifampicin nahezu vollstdndig aus dem
Gastrointestinaltrakt resorbiert. Die Einzelgabe von 600 mg Rifampicin fihrt nach ca. 2 h zu
einer Serumkonzentration von ca. 20 yg/mL, bei dieser Gabe betragt die Halbwertszeit 2,5 h.
Das resorbierte Rifampicin wird zu 80 % an Plasmaproteine, wie Albumin, gebunden

transportiert. Im menschlichen Koérper verteilt sich Rifampicin gut in den verschiedenen
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Geweben, wenn auch im unterschiedlichen Ausmall. Nach der Metabolisierung in der Leber
zu seinem Hauptabbaumetaboliten Desacetylrifampicin, wird es Gber die Galle und den Urin
ausgeschieden. (121,122) Durch seine rotorangene Farbe (106), verfarbt es nach Einnahme
Korperflussigkeiten wie Tranen, Urin und Schweild entsprechend. (123) Da Rifampicin ein
starker Induktor mikrosomaler Leberenzyme ist, induziert es seinen eigenen Stoffwechsel
und den anderer Medikamente, weshalb es hier zu pharmakokinetischen Interaktionen
kommen kann. (121,122) Den grofliten Effekt auf die Expression hat Rifampicin auf das
Zytochrom P450 3A4 in der Leber und im Dunndarm. (124-126) Das Zytochrom P450 3A4
ist essentiell fur die Biotransformation und damit den Metabolismus von mehr als 60 % der
Arzneimittel. Durch die Bindung von Rifampicin an den Pregnan X Rezeptor bildet dieser
einen Heterodimer mit dem Retinoid X Rezeptor, welcher dann am DNA response element
bindet, so die Zytochrom P450 3A4 dNA-Transkription steigert und damit die
Zytochrom P450 3A4 Proteinsynthese. (127) Zu den Arzneimitteln, deren Metabolismus
somit durch die gleichzeitige Einnahme von Rifampicin beeinfluss werden, gehoéren u. a.
Analgetika, Antidepressiva, Medikamente flr die Diabetes Mellitus Therapie, Blutdruck- und

Lipidsenker sowie Glucocortikoide und hormonelle Kontrazeptiva. (128-151)

1.5 Forschung in der Hidradenitis suppurativa

In der Forschung zur Hidradenitis suppurativa werden verschiedene Methoden eingesetzt,
um pradisponierende Faktoren und pathophysiologische Vorgange aufzuklaren oder die
Wirkung von Medikamenten flr die Behandlung der Hidradenitis suppurativa zu untersuchen.
Hierzu zahlen Daten aus Fragebdgen, Kklinischen Studien, wissenschaftlichen
Untersuchungen sowie in vitro und ex vivo Experimenten. (42—
44,46,53,62,70,71,75,100,152—156)

So konnte die Beteiligung verschiedener Hautzellen, Immunzellen und Zytokine am
Entziindungsprozess der Hidradenitis suppurativa belegt werden. (43,46,53,62) In den in
vitro Untersuchungen, der klassischen Monolayer Zellkultur, werden meistens primare Zellen
aus dem Blut oder der Haut von Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten
verwendet (Abbildung 7), welche aus Biopsien oder dem exzidierten |lasionalen Gewebe im
Rahmen der operativen Therapie gewonnen werden. Aufgrund der Epidemiologie der
Hidradenitis suppurativa handelt es sich bei diesen Zellen um adulte Zellen. Damit muss

wahrend der Arbeit mit diesen Zellen beachtet werden, dass diese im Vergleich zu juvenilen
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Zellen oder Zelllinien weniger proliferieren. (157) Aulerdem werden Zelllinien oder gesunde
primare Zellen mit verschiedenen Zytokinen stimuliert, die mit der Pathophysiologie der
Hidradenitis suppurativa assoziiert werden, um so ein inflammatorisches Modell zu
generieren. (44,51,71,152,153) Zu den hierzu verwendeten Zytokinen zahlen u. a. IL-1pB, IL-
6, IL-17A, IL-19, IL-22, TNF-a und Interferon-y. Als Methode stellt die klassische Monolayer
Zellkultur eine wichtige Rolle bei der Aufklarung molekularer Signalwege, zellulare
Morphologie oder der Entwicklung von Arzneimitteln dar. Anhand solcher Modelle konnte
nachgewiesen werden, dass IL-1B malgeblich am Entziindungsprozess der Hidradenitis
suppurativa beteiligt ist, indem es die Expression der Matrix-Metalloproteasen in den
Fibroblasten induziert. (44)

A) Keratinozyten B) Fibrobasten

Abbildung 7: Mikroskopische Aufnahmen von isolierten Keratinozyten und Fibroblasten aus ldasionalen
Hidradenitis suppurativa Gewebe.

Primare A) Keratinozyten und B) Fibroblasten wurden nach der Isolation aus lasionalen Hidradenitis suppurativa
Gewebe in Zellkulturflaschen gesat. Gezeigt werden Aufnahmen von primaren Zellen elf Tage nach der Einsaat,

die mit dem Olympus CKX41 Mikroskop in 20x VergrofRerung aufgenommen wurden.

Fiur die ex vivo Forschung werden humane Hautbiopsien, sogenannte Explantate, aus der
Haut entnommen und anschlieRend ex vivo kultiviert. Dazu werden sie in ein transwell
System Uberfuhrt, bei dem die Epidermis nach oben zeigt. Mit dem Wechsel des
Kulturmediums kénnen die Explantate mehrere Tage kultiviert und je nach Fragestellung
behandelt und untersucht werden (Abbildung 9). Diese ex vivo Explantate bieten ein ideales
Konzept fur die Grundlagenforschung sowie Arzneimittel- und Biomarker-Screening im
Labor, da sie alle Merkmale des urspriinglichen Gewebes aufweisen. (44,75,154,158—-164)
Die Praktikabilitat dieser Modelle fur die Testung topischer Therapeutika wurde bereits in
gesunder Haut getestet, demnach eignen sich die ex vivo Explantate sehr gut fir die
Testung topischer Formulierungen, was den Bedarf von Tiermodellen praklinischen
Untersuchungen ersetzen kénnte. (160) Im Rahmen der Hidradenitis suppurativa Forschung
nutzt man diese ex vivo Modelle, da bisher keine geeigneten Modelle existieren, die das Bild
der entzundlichen Erkrankung umfénglich genug abbilden. Eine Behandlung der Biopsien mit
verschiedenen monoklonalen Antikérpern flhrte beispielsweise zu einer reduzierten mRNA-
und Proteinexpression proinflammatorischer Zytokine wie IL-1B, IL-6 oder TNF-a. Dieser

Effekt spiegelte auch die klinische Erfahrung der Autoren wider. (75) Aber auch in der
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Grundlagenforschung findet dieses Modell Anwendung. (70,154) So zeigte eine Gruppe
bereits vor 10 Jahren, dass lasionale im Vergleich zu perildsionaler bzw. gesunder
Explantate mehr TNF-a, IL-138 sowie IL-10 sezernieren, was somit eine Begrindung liefert,

Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten gezielt mit Biologika zu behandeln. (70)

Auch wenn es bislang keine in vivo Modelle gibt, welche das klinische Bild der Hidradenitis
suppurativa umfassend genug wiedergeben, wurden etablierte Tiermodelle flr andere
Krankheiten wie Akne-ahnliche Erkrankungen auch fur die Eignung als Tiermodell der
Hidradenitis suppurativa diskutiert. Zu diesen Modellen gehdren Hidradenitis suppurativa
beim Hund, Pyodermie beim Deutschen Schaferhund, y-Sekretase-Knockout-Mause sowie
Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor-vermittelte Chlorakne. (165) Erst kirzlich wurde ein Hidradenitis
suppurativa Xenotransplantations Mausmodell etabliert. Dafiir wurden immundefiziente
NOD-scif-gamma-Mause verwendet, die humanes IL-3, Granulozyten- und Makrophagen-
Koloniebildenden Faktoren sowie Stammzellfaktoren exprimieren, und transplantierten
|asionales Hidradenitis suppurativa Gewebe in diese Mause. (166) Ein weiteres Modell
prasentierte wichtige phanotypische Merkmale der Hidradenitis suppurativa, wie
Hyperkeratose, Entziindung des Haarfolikels sowie die erhdhte Expression von TNF-a, IL-18
und IL-23. Die Autoren entwickelten dafir eine Keratin 5-Cre-gesteuerte Epidermis-
spezifische Nicastrin-Knockout-Mutante in Mausen. (30) Jedoch zeigten beide Modelle im
Verlauf der Validierung Defizite auf, sodass weitere Modifikationen an den Modellen fir die

Nutzung in der Forschung ndétig waren.

Ein Zellkulturmodell, das bereits bei anderen entzindlichen Hautkrankheiten wie der
atopischer Dermatitis und Psoriasis Anwendung fand, sind rekonstruierte humane
Hautaquivalente. Je nach Fragestellung werden dafir rekonstruierte humane
Vollhautmodelle, welche die dermalen und epidermalen Schichten aufweisen, oder reine
Epidermismodelle genutzt. (167-170) Fir die Hidradenitis suppurativa gab es bisher keine
Versuche ein Epidermismodell oder gar Vollhautmodell in vitro zu kultivieren, obwohl diese
eine gute Modglichkeit bieten in vivo-nahe Grundlagenforschung zu betreiben und erste
Erkenntnisse zu neuen Therapieoptionen durch eine Behandlung der Modelle zu gewinnen.
Auch wenn die Entzindung der Hidradenitis suppurativa aus der Tiefe der Haut kommt,
stellen Epidermismodelle eine wichtige Option in der Forschung dar. Zum einen wurde die
Bedeutung der Keratinozyten wahrend der Entzindung der Hidradenitis suppurativa erst
kirzlich von Schell et al. 2023 erneut bestatigt. (171) Besonders fir Untersuchungen der
Barrierefunktion der Hidradenitis suppurativa, eignen sich Epidermismodelle hervorragend.
Stérungen der Barrierefunktion ahnlich der Psoriasis wurden bereits beobachtet. (172) Zum

anderen ist die Epidermis der entscheidende Faktor bei der Entwicklung eines Hautmodells,
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besonders im Hinblick auf die Verwendung von primaren Zellen und eine spatere
Entwicklung eines Vollhautmodells. So sind Epidermismodelle etwas einfacher und deutlich
glunstiger herzustellen als die rekonstruierten Vollhautaquivalente. Sie bestehen meist aus
primaren Keratinozyten bestehen, die auf eine semipermeable Membran gebracht und
zundchst submers kultiviert werden. AnschlieRend werden diese Modelle an die
Luftflussigkeitsphasengrenze gehoben, um die terminale Differenzierung der Keratinozyten
zu induzieren (Abbildung 8). Die ex vivo Explantate stellen derzeit das beste Modell fir die
Forschung an der Hidradenitis suppurativa dar, jedoch hat auch dieses Modell seine
Grenzen. Die Operationen finden nicht regelmaRig statt und die Explantate missen direkt in
Kultur genommen werden. Im Unterschied dazu kénnen Experimente durch die Gewinnung
von primaren Zellen aus dem Gewebe fir die Rekonstruktion von Epidermismodellen
flexibler in den Forschungsalltag integriert werden. Die Epidermismodelle kdnnen kultiviert
werden, ohne dass zusatzliche Biopsien notwendig sind, da grof¥flachige Exzisionen von
Hidradenitis suppurativa-betroffenen Arealen eine Saule der Therapie bei schwer betroffenen
Patientinnen und Patienten darstellt. Von dem exzidierten Gewebe werden Proben flr
histologische Untersuchungen genommen, der Rest des Gewebes wird in der Regel als
Operationsabfall entsorgt. So kann primares Material flr die Herstellung solcher in vitro
rekonstruierten Hautaquivalente gewonnen werden. Far die Induktion der entzindlichen
Umgebung der Modelle kdnnen diese gemeinsam mit Hidradenitis suppurativa-assoziierten
Zytokinen kultiviert werden, so wie es auch bei der Kultivierung von Hautmodellen der
atopischen Dermatitis und Psoriasis gehandhabt wird. (158,167-170,173) Dartber hinaus
weisen Epidermismodelle weitere Vorzlige wie beispielsweise die genetische Manipulation

auf und kdnnen ebenfalls als Ersatz von Tiermodellen dienen. (174,175)

1.6 Zielsetzung

Die Hidradenitis suppurativa ist eine chronisch entziindliche Hauterkrankung, deren Atiologie
und Pathophysiologie noch nicht vollstandig geklart sind. (19) Gemal der Einteilung nach
Hurley, gibt es drei Schweregrade der Hidradenitis suppurativa. (25) Von der milden bis
mittelschweren Form der Hidradenitis suppurativa (Hurley | und Hurley IlI) sind ungefahr
80 % der Patientinnen und Patienten betroffen. (98) Dennoch empfehlen die Leitlinien die
meisten Medikamente fiur die Behandlung von Hurley Stadium Il oder lll. (18,85) Diese

medikamentésen Therapien sind hochwirksam (99-103), jedoch ware eine Behandlung der
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milden und mittelschweren Hidradenitis suppurativa aufgrund ihrer systemischen Wirkung,
und damit einhergehenden Nebenwirkungen, unverhdltnismallig. Zudem stellen die
Arzneimittel far Hurley Il und lll nur akute Therapien dar, die aber nicht etwaige

Hautdestruktionen wie Narbenstrange rickgangig machen kénnen. (176)

Daher soll in Kooperation mit dem Institut fir Pharmazeutische Technologie der Goethe
Universitat Frankfurt eine Rifampicin-Nanoformulierung zur Behandlung milder bis
mittelschwerer Hidradenitis suppurativa entwickelt und im Labor der dermatologischen Klinik
praklinisch validiert werden. Da fur die Hidradenitis suppurativa bislang kein valides
Tiermodell entwickelt wurde (30,166,177,178), sollen im Rahmen dieser Dissertation
zundchst verschiedene Zellkulturmodelle von betroffenen Patientinnen und Patienten
etabliert werden. Aus exzidiertem Gewebe sollen dazu primare epidermale und dermale
Zellen isoliert werden, um diese schliellich fir Monolayer Zellkulturversuche sowie zur
Herstellung von Epidermismodellen zu nutzen. Als weiteres Modell sollen ex vivo Explantate
etabliet werden. Diese wurden bereits fir verschiedene Fragestellungen in der
Grundlagenforschung angewendet und gelten derzeit als zuverlassigstes System fir die
Untersuchung mechanistischer Ablaufe in der Hidradenitis suppurativa. (162,177) Anhand
dieser Zellkulturmodelle soll die vom Institut fir Pharmazeutische Technologie entwickelte
Rifampicin-Nanoformulierung praklinisch mittels Zytotoxizitatstests sowie
immunbhistologischen Farbungen zur Proliferation und Differenzierung der Zellen validiert
werden. Gleichzeitig soll die immunmodulierende Wirkung von Rifampicin in Hidradenitis
suppurativa naher charakterisiert werden. Da es sich bei der Hidradenitis suppurativa primar
nicht um eine Infektionskrankheit handelt, sondern vielmehr um eine u. a. Bakterien
getriggerte, chronisch autoentziindliche Erkrankung (19,52,83), lasst sich der positive Effekt
einer systemischen Rifampicinbehandlung wahrscheinlich eher auf eine antiphlogistische
Wirkweise zuruckfihren, als auf die bakterizide Inhibition der DNA-abhangigen
RNA-Polymerase. Hierfur spricht auRerdem, dass bereits in mehreren Publikationen gezeigt
wurde, dass Rifampicin die Sekretion von IL-18 und TNF-a in verschiedenen in vitro und in
vivo Modellen inhibiert. (89-91,96,97) Mit Hilfe der hier etablierten Zellkulturmodelle soll
deshalb die immunmodulierende Wirkung von Rifampicin auf Hidradenitis suppurativa-
typische Proteine und Zellen untersucht werden, um diese Hypothese naher zu beleuchten.
Aulerdem soll ein Marker fur die Wirksamkeit der neu entwickelten Rifampicin-
Nanoformulierung gefunden werden, welche in der kurzfristigen und langfristigen

antiinflammatorischen Therapie der Hidradenitis suppurativa Anwendung finden kénnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 2: Allgemeine Chemikalien

Chemikalie

Reinheitsg_]rad

Bestellnummer

Hersteller

Albumin Faktor V (Bovines
Serumalbumin, BSA)

298 %

1ETA.3

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Ammoniumperoxidsulfat

> 98 %, p.a.

9592.3

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

L(+)-Ascorbinsaure

Ph. Eur.

83568.180

VWR, Darmstadt,
Deutschland

Bromphenolblau

A512.1

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Calciumchlorid

295 %

2387

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

2955 %

A994 .1

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Entellan®

107961

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Ethanol

299,8 %

K928.4

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Fluoromount-G

00-4958-02

Invitrogen,
Darmstadt,
Deutschland

Glycerin

A1123.0500

AppliChem,
Darmstadt,
Deutschland

Humanes IL-1B

>98 %

200-01B

Peprotech,
Winterhude,
Deutschland

Humanes IL-6

>98 %

200-06

Peprotech,
Winterhude,
Deutschland

Humanes IL-12

>98 %

200-12

Peprotech,
Winterhude,
Deutschland

Humanes IL-17A

>98 %

200-17

Peprotech,
Winterhude,
Deutschland

Humanes IL-22

>98 %

200-22

Peprotech,
Winterhude,
Deutschland
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Humanes IL-23

>95%

200-23

Peprotech,
Winterhude,
Deutschland

Humanes TNF-a

>98 %

300-01A

Peprotech,
Winterhude,
Deutschland

Isopropanol

> 98 % (GC),
p.a.

33539-2.5L-M

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Kaliumchlorid

2999 %

HNO02.1

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Lipid Lipoid S 100

Lipiod GmbH,
Ludwigshafen,
Deutschland

Lipopolysaccharide

Zellkultur
geeignet

L4391

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Methanol

Puriss. p.a.

322132-2.5-M

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Milchpulver

Blotting Grade,
pulv. fettarm

T145.2

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumchlorid

Ph. Eur.

10735921

Fisher Scientific,
Schwerte,
Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS;

20 %)

reinst.

A3942,1000

AppliChem,
Darmstadt,
Deutschland

Natriumhydroxid (5 N)

A182159,1211

AppliChem,
Darmstadt,
Deutschland

Paraformaldehyd

>95%

A3813,0500

AppliChem,
Darmstadt,
Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid

299,9 %

A0999

AppliChem,
Darmstadt,
Deutschland

Rifampicin

297 %

R7382

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Roti® Histofix (4 %)

P087.5

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Rotiphorese® Gel (37,5:1)

3029.1

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Salzsaure Alkohol
(0,25 %/70 %)

14473.02500

Morphisto,
Offenbach,
Deutschland

Staurosporin

>98 %

S4400

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Tetramethylethylendiamin

> 98,5 %, p.a.

2367.3

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Triton X-100

X100-5ML

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
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Sigma-Aldrich,
Trizma® base >99,9 % T1503-1KG Taufkirchen,
Deutschland
Tween® 20 Ph. Eur. 9127.1 Carl Roth, Karisruhe,
Deutschland
o VWR, Darmstadt,
Xylol >98 % 28973.363 Deutschland
2.1.2 Zellen, Medien, Zusatze und Enzyme fiir die Zellkultur
Tabelle 3: Verwendete Zellen
Zellen Ursprung

HaCaT (Zelllinie)

Humane Keratinozyten

NIH 3T3 (Zelllinie)

Murine Fibroblasten

Primare Fibroblasten aus Mamma

Patientinnen- und Patientenprobe (human;
Spenderin/Spender 8, 9, 11, 21)

Primare Keratinozyten aus Hidradenitis
suppurativa

Patientinnen- und Patientenprobe (human;
Spenderin/Spender 7, 18, 20, 27, 30)

Primare Keratinozyten aus Mamma

Patientinnen- und Patientenprobe (human;
Spenderin/Spender 5, 13, 14)

Primare Keratinozyten aus Praputium

Patientinnen- und Patientenprobe (human;

Spender 1, 27, 47, 58, 90, 109, 113, 179, 189)

Tabelle 4: Fertig-Medien fiir die Zellkultur

Fertig_;-Medien Bestellnummer Hersteller

. PromoCell, Heidelberg,
Cryo-SFM (Kryomedium) C-29912 Deutschland
CNT PR (Prime Medium) CNT-PR CellnTEC, Bern, Schweiz
CNT PR 3D (3D Medium) CNT-PR-3D CellnTEC, Bern, Schweiz
Dulbecco’s modified Eagle’s Gibco. Darmstadt
medium GlutaMAX™, + 61965-026 Deuts1chlan d ’
4,5 g/L D-Glukose, - Pyruvat
Iscover’s Modified .
Dulbecco’s Medium, + L- 12440-053 Sgbu‘;‘s)’cﬁg:gﬁadt’
Glutamine, + 25 mM Hepes
Keratinocyte Growth Medium C-20011 PromoCell, Heidelberg,
2 (Keratinozyten Medium) Deutschland
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Tabelle 5: Zusétze und Enzyme fiir die Zellkultur

Zusatze/Enzyme Bestellnummer Hersteller
Calciumchlorid Solution C-34005 PromoCell, Heidelberg,
Deutschland
. . " Gibco, Darmstadt,
Defined Trypsin Inhibitor R0O07100 Deutschland
Dulbecco’s PBS, -CaCl,, - 14190-094 Gibco, Darmstadt,

MgCl, (DPBS )

Deutschland

Dulbecco’s PBS, +CaCl,,
+MgCl, (DPBS" ")

D8662-500ML

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Fotales Kalberserum

Biochrom, Berlin,

superior S06150298G Deutschland

Hepespuffer (1 M) 15630-056 Bibco, parmstadt,
Humanes Serum, Type AB C15-021 Eﬁsgﬂﬁfﬁﬂe’uﬂ e Science,
MEM Non-Essential Amino 11140-035 Gibco, Darmstadt,

Acids Solution (100X) Deutschland
Penicillin-Streptomycin, +

10.000 Units/mL Penicillin, + ) Gibco, Darmstadt,

10.000 Units/mL 15140-122 Deutschland

Streptomycin

SupplementMix Keratinocyte C-39016 PromoCell, Heidelberg,
Growth Medium 2 Deutschland

Thermolysin (50-100 T7902 Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Units/mg Protein (E1%/280) Deutschland

Trypsin (2,5 %) 15090-046 Sibeo, Darmstad,
Trypsin/EDTA C-41020 PromoCell, Heidelberg,
(0,04 %/0,03 %) Deutschland

Trypsin Neutralizing Solution | C-41120 Fromotsll Heldelber,
Ultra Pure™ 0,5 M EDTA, 15575-020 Invitrogen, Darmstadt,

pH 8,0

Deutschland

Tabelle 6: Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Medium

Zusammensetzung

Ex vivo Explantat-Medium

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
0,5 % humanes Serum, Typ AB

Fibroblasten Medium

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
10 % Fotales Kalberserum

HaCaT Medium

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
10 % Fotales Kalberserum
1 % Penicillin-Streptomycin

Keratinozyten Medium

Keratinocyte Growth Medium 2
Calciumchlorid Solution
SupplementMix

NIH 3T3 Medium

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
10 % Fotales Kalberserum
1 % Penicillin-Streptomycin
1 % MEM- Non Essencial Amino Acid
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2.1.3 Reagenzien/Grofienstandards/verwendete Kits

Tabelle 7: Reagenzien, GroRenstandards und verwendete Kits

Reagenz/GroRenstandard/verwendete
Kits

Bestellnummer

Hersteller

Albumin Faktor V (Bovines Serumalbumin,

Carl Roth, Karlsruhe,

BSA) 1ETA.3 Deutschland
i BioRad, Mlnchen,
Bradford-Reagenz Quick Start™ Bradford | 5000205
Deutschland
L, . Invitrogen, Darmstadt,
4,6-Diamidin-2’-phenylindol (DAPI) R37606 Deutschland
' i R&D Systems,
DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2 DY008 Wiesbaden. Deutschiand
HIER Citrat Buffer pH 6.0 (10x) ZUC028-500 Zytomed, Bargteheide,
Deutschland
BD, Heidelberg,
Human IL-1B Flex Set (Bead B4) 558279 Doutschland
R&D Systems,
Human IL-1/IL-1F2 DuoSet ELISA DY201 Wiesbaden, Deutschland
Human IL-2 Flex Set (Bead A4) 558270 BD, Heidelberg,
Deutschland
Human IL-4 Flex Set (Bead A5) 558272 BD, Heidelberg,
Deutschland
Human IL-6 Flex Set (Bead A7) 558276 BD, Heidelberg,
Deutschland
Human IL-8 Flex Set (Bead A9) 558277 BD, Heidelberg,
Deutschland
Human IL-10 Flex Set (Bead B7) 558274 BD, Heidelberg,
Deutschland
Human IL-12/IL23p40 Flex Set (Bead E5) | 560154 BD, Heidelberg,
Deutschland
Human IL-13 Flex Set (Bead E6) 558450 BD, Heidelberg,
Deutschland
Human IL-17A Flex Set (Bead B5) 560383 BD, Heidelberg,
Deutschland
Human IL-17F Flex Set (Bead C6) 562151 BD, Heidelberg,
Deutschland
Human Soluble Protein Master Buffer Kit 558264 BD, Heidelberg,
(for Cytometric Bead Assay) Deutschland
Human TNF Flex Set (Bead C4) 560112 BD, Heidelberg,
Deutschland
R&D Systems,
Human TNF-alpha DuoSet ELISA DY210 Wiesbaden, Deutschiand
Clarity Western ECL Substrat 1705061 BioRad, Munchen,
Deutschland
i - i Fisher Scientific
™ ™ _ ,
Epredia™ Shandon™ Eosin-Y Stain 6766007 Schwerte, Deutschland
Hamatoxylin 105174 Merck, Darmstadt,

Deutschland

Mayer’s Hamatoxylin

254766.1610

AppliChem, Darmstadt,
Deutschland
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Thermo Fisher Scientific,

Molekulargewichtsmarker fur Proteine 26620 Dreieich, Deutschland

Permanent AP Red Kit ZUC001-125 Zytomed, Bargteheide,
Deutschland
CellSignaling

RIPA Buffer (10x) 9806 Technology, Frankfurt am
Main, Deutschland

HIER T-EDTA Buffer pH 9.0 (10x) ZUC029-500 Zytomed, Bargteheide,

Deutschland

Tris/Glycine/SDS (Lammli-Laufpuffer; 10x) | 1610772

BioRad, Miinchen,
Deutschland

Zytomed, Bargteheide,

Tris-Wash Buffer B (20x) ZUC066-500
Deutschland
WST-1 11644807001 Roche, Mannheim,
Deutschland
Zytotoxizitat Detektions Kit 11644793001 Roche, Mannheim,

Deutschland

2.1.4 Zusammensetzung der Puffer und Losungen

Puffer und Losungen fur die Zellkultur

EDTA (2 %)

5 mL EDTA (Ultra Pure™ 0,5 M EDTA, pH 8,0)
ad 500 mL PBS™

EDTA (0,2 %)

50 mL EDTA (2 %)
ad 500 mL PBS™

Hepespuffer (0,01 %)

2 mL Hepespuffer (1 M)
ad 200 mL destilliertes Wasser

Wasch-Lésung (1 %)

5 mL Penicillin-Streptomycin
ad 500 mL PBS™

Thermolysin

100 mg Thermolysin

500 mg Kaliumchlorid

580 mg Natriumchlorid

147 mg Calciumchlorid

200 mL 0,01 M Hepespuffer

anschlielRend steril-Filtrieren

Trypsin/EDTA-L6sung

50 mL Trypsin (2,5 %)
50 mL EDTA (2 %)
900 mL PBS~
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Puffer und Losungen fur die Protein-Analyse

BSA-Ldsung (5 %)

5g BSA
ad 100 mL TBST

Milchpulverldsung (5 %)

5 g Milchpulver
ad 100 mL TBST

SDS-Denaturierungs- und Ladepuffer

370 mg DTT

4 mL SDS

303 mg Trizma® base
4 mL Glycerin

40 mg Bromphenolblau

ad 10 mL destilliertes Wasser

SDS-PAGE-Laufpuffer (1x)

200 mL Lammli-Laufpuffer (10x)

ad 2 L destilliertes \Wasser

SDS-Sammelgelpuffer

12,1 g Trizma® base
4 mL SDS
ad 200 mL destilliertes Wasser

SDS-Trenngelpuffer

72,7 g Trizma® base
8 mL SDS
ad 400 mL destilliertes Wasser

Towbin-Transferpuffer (10x)

150,1 g Trizma® base
720,6 g Glycerin

ad 5 L destilliertes \Wasser

Towbin-Transferpuffer (1x)

200 mL Towbin Transferpuffer (10x)
200 mL Methanol

ad 2 L destilliertes \Wasser

TBS (10x) 24,2 g Trizma® base

80 g Natriumchlorid

ad 1 L destilliertes Wasser
TBST (1x) 100 mL TBST (10x)

0,5 mL Tween® 20

ad 1 L destilliertes Wasser
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Puffer und Losungen fur die Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

BSA-Ldsung (3 %)

3 g BSA
ad 100 mL PBS™

BSA-Ldsung (1 %)

3,33 mL BSA-Lasung (3 %)
ad 10 mL PBS™

Citrat Puffer

10 mL Citrat Buffer pH 6.0 (10x)
ad 100 mL destilliertes Wasser

EDTA Puffer

10 mL T-EDTA Buffer pH 9.0 (10x)

ad 100 mL destilliertes Wasser

96 % Ethanol-Lésung

960 mL Ethanol

ad 1 L destilliertes \Wasser

70 % Ethanol-Ldsung

700 mL Ethanol

ad 1 L destilliertes Wasser

Paraformaldehyd-Loésung (4 %)

800 mL PBS™

40 g Paraformaldehyd

Unter Rihren auf 60 °C erhitzen
Lésen durch 5 N Natriumhydroxid
ad 1L PBS™

TBS-Wash Buffer

40 mL Tris-Wash Buffer B (20x)

800 mL destilliertes Wasser

Triton X-100-Lésung (0,1 %)

0,1 mL Triton X-100
ad 100 mL PBS™

2.1.5 Gelzusammensetzung Westernblot

Tabelle 8: Gelzusammensetzung fiir Westernblot

Reagenzien Trenngel Trenngel Sammelgel
(10 %) (15 %) (5 %)
Millipore Wasser 4,1 mL 2,4 mL 2,3 mL
Rotiphorese® 3,3 mL 5mL 670 uL
Tris-Salzsaure pH 8,7 mit 20 % SDS 2,5mL 2,5mL -
Tris-Salzsaure pH 6,8 mit 20 % SDS - - 1 mL
30 % (w/v) Ammoniumperoxidsulfat 100 pL 100 pL 40 pL
Tetramethylethylendiamin 4 uL 4 uL 4 uL
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2.1.6 Antikorper fiir Westernblot

Tabelle 9: Primarantikorper fiir Westernblot

Primarantikorper

Hersteller

Anti-cleaved Caspase 3
(anti-Kaninchen, monoklonal, #9664,
1:1000)

CellSignaling Technology, Frankfurt am
Main, Deutschland

Anti-Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase
(anti-Maus, Monoklonal, #59295, 1:30.000)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Anti-TLR2
(anti-Kaninchen, polyclonal, #PA5-20020,
1:500)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 10: Sekundarantikorper fiir Westernblot

Sekundarantikorper

Hersteller

Anti-Rabbit-IgG
(anti-Ziege, HRP-gekoppelt, #7074S,
1:2000)

CellSignaling Technology, Frankfurt am
Main, Deutschland

2.1.7 Antikorper fir Inmunhistochemie und Immunfluoreszenz

Tabelle 11: Priméarantikorper fiir die Inmunhistochemie und Immunfluoreszenz

Primarantikorper

Hersteller

Anti-cleaved Caspase 3
(anti-Kaninchen, monoclonal, #9664 )

CellSignaling Technology, Frankfurt am
Main, Deutschland

Anti-CD3
(anti-Maus, monoklonal, #AM322-5M)

BioGenex, Fremont, USA

Anti-CD4
(anti-Ratte, monoclonal, #357406)

Biolegend, Amsterdam, Niederlande

Anti-Filaggrin
(anti-Maus, monoklonal, # sc-66192)

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Anti-IL-13
(anti-Kaninchen, polyklonal, #NB600-633)

Novus, Abingdon, UK

Anti-IL-8
(anti-Maus, monoklonal, #sc-376750)

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Anti-Involucrin
(anti-Kaninchen, polyklonal, #ab53112)

Abcam, Cambridge, UK

Anti-Ki-67
(anti-Kaninchen, #KI1681R06)

DCS Diagnostics, Hamburg, Deutschland

Anti-Myeloperoxidase
(anti-Kaninchen, monoclonal, #14569)

CellSignaling Technology, Frankfurt am
Main, Deutschland

Anti-TNF-a
(anti-Kaninchen, polyklonal, #ab6671)

Abcam, Cambridge, UK
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Anti-TLR2
(anti-Kaninchen, polyclonal, #PA5-20020)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Anti-Zytokeratin-10
(anti-Kaninchen, polyclonal, #ab76318)

Abcam, Cambridge, UK

Tabelle 12: Sekundarantikorper fiir die Immunhistochemie und Imnmunfluoreszenz

Sekundarantikorper

Hersteller

Alexa Fluor™ 546
(anti-Ratte, #A-11081)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Histofine Simple Stain AP (Multi)
(anti-Maus und anti-Kaninchen, #414262F)

Medac, Wedel, Deutschland

2.1.8 Gerite

Tabelle 13: Verwendete Gerate

Gerit

Hersteller

Analysewaage ENTRIS2201-1S

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Analysewaage Feinwaage Explorer Pro

Ohaus, Nanikon, Schweiz

Autoklav Varioklav

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Autostainer XL

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Axio Observer Z1

Zeiss, Gottingen, Deutschland

Blotting-Schlitten (Gel-Halterung)

BioRad, Miinchen, Deutschland

ChemiDoc XRS + Imager

BioRad, Munchen, Deutschland

ElektrophoREEkammer

BioRad, Munchen, Deutschland

Extruder LiposoFast-Basic

Avestin Inc., Ottawa, Kanada

Gefahrstoffabzug TA 1500 x 900 — 900

Waldner, Wangen, Deutschland

Gefriertrockner Christ Epsilon 2-4

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, osterode am Harz, Deutschland

Gelkdmme (1,5 mm)

BioRad, Minchen, Deutschland

Gewebeentwasserungsmaschine REVOS

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Inkubator HERAcell 240i

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Kihlschrank Liebherr Premium 4°C

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

Laminar Flow-Werkbank BioWizard Golden
GL-200

Kojair Tech, Vilppula, Finnland

Magnetruhrer IKA-COMBIMAG® RCT

IKA® Labortechnik, Staufen, Deutschland

Microplate Reader

BioRad, Miinchen, Deutschland

Microtom RM2255

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Netzgerat fur Elektrophorese und Blotting

BioRad, Minchen, Deutschland

Neubauer Zahlkammer

VWR, Darmstadt, Deutschland

Nikon Eclipse Ni

Nikon, Amsterdam, Niederlande

Olympus CKX41

Zeiss, Gottingen, Deutschland
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Pinzetten

VWR, Darmstadt, Deutschland

Rollenmischer RM5-V

Frobel, Lindau, Deutschland

Rotationsverdampfer Rotavapor R-114

Blichi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz

Spacer Plates with 1,5 mm integrated
spacers

BioRad, Munchen, Deutschland

Thermomixer Mixer HC

Starlab, Hamburg, Deutschland

Tiefkthlschrank Liebherr -20°C

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

Tiefkuhlschrank -80°C

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Tischzentrifuge Mini Star

VWR, Darmstadt, Deutschland

Transfer-Kammer (Mini Trans-Blot®
Electrophoretic Transfer Cell)

BioRad, Miinchen, Deutschland

Vortexer VF2

IKA® Labortechnik, Staufen, Deutschland

Wasserbad 37°C

Memmert, Schwabach, Deutschland

Wasserbad 94°C

Memmert, Schwabach, Deutschland

Wippschuttler Polymax 1040

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0R

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

2.1.9 Programme

Tabelle 14: Verwendete Programme

Programm

Hersteller

Biorender Academics

BioRender, Toronto, Kanada

GraphPad Prism7 statistical software

GraphPad Software Inc., San Diego, USA

Flow Cytometric Analysis Programm Array

BD, Heidelberg, Deutschland

Imaged 1.53q

Wayne Raband, National Institutes of
Health, USA

Image Lab™ Version 6.0.1

BioRad Laboratories, Inc., Hercules,
California, USA

Microplate Manager Software 6

BioRad, Minchen, Deutschland

Zen 2.3 pro

Zeiss, Gottingen, Deutschland

2.1.10 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 15: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

96-Loch Mikrotiterplatte, U-Boden

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

96-Loch Mikrotiterplatte, V-Boden

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland
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Biopsie Stanze (6 mm)

GlaxoSmithKline, London, UK

Deckglaser High Precision (24 x 60 mm)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Einweg-Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL)

Corning™ Costar™, Tewksbury, USA

Gewebe-Einbettkassetten

Sanova, Wien, Osterreich

Kryoréhrchen Cellstar (1,5 mL)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Membraneinsatz (0,4 mM, translucent)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Pasteurpipetten

WU Mainz, Mainz, Deutschland

Pipettenspitzen (10 uL, 100 uL, 1000 pL)

Starlab, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen Eppendorf™ Combitips
Advanced™, 25 mL, 5mL, 10 mL)

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

PVDF-Membran

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Reaktionsgefale (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Schwamme fur Einbettkassetten

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Skalpell (No. 11, No. 20)

Feather, Osaka, Japan

Superfrost® Plus Objekttrager

Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Whatman® Filterpapier

GE Healthcare Life Science, Little Chalfont,
UK

Zellkulturflaschen (T25, T75, T175)

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Zellkulturlochplatten (96-, 12-, 24- und 6
Lochplatten)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Zellschaber, 23 cm

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Zell Sieb (100 pm)

Corning™, Tewksbury, USA

Zentrifugen Roéhrchen (15 mL, 50 mL)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Ethik

Die fur diese Arbeit genutzten primaren Zellen wurden am Universitatsklinikum Frankfurt am
Main aus Préputien, Hidradenitis suppurativa Lasionen sowie nicht entziindlicher Haut von
Brustreduktionen isoliert. Die Prdputien stammen von operativ entfernten Beschneidungen
von Kindern bis sieben Jahren. Die fir diese Arbeit hergestellten ex vivo Explantate
stammen aus exzidierten Hidradenitis suppurativa Lasionen und nicht entzliindlicher Haut
von Brustreduktionen. Samtliche hier erfolgten Arbeiten mit den Zellen wurden gemag der
Deklaration von Helsinki und mit der Zustimmung der Ethikkommission des
(Lokale

Universitatsklinikums  Frankfurt am Main Ethik-Kommission/Institutioneller

Prifungsausschuss) durchgeflihrt.
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2.2.2 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung der Zelllinien sowie der primaren Zellen erfolgte im Zellkulturinkubator bei
37 °C, 5 % CO, und einer Luftfeuchtigkeit von 93 % unter Verwendung der entsprechenden
Zellkulturmedien, welche zuvor mit PBS™, EDTA und Trypsin auf 37 °C erwarmt wurden. Alle
Zellkulturtechniken erfolgten unter sterilen Bedingungen an einer Zellkulturbank mit

Ausnahme der Zellz&hlung.

2.2.3 Kultivierung adhirent wachsender Zellen

Um die Teilungsfahigkeit der Zellen zu erhalten, wurden diese bei einer Konfluenz von
ungefahr 80 % passagiert. Dazu wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und der
adharente Zellrasen einmal mit PBS™ gewaschen. Anschlie®end wurden die Zellen mit
Trypsin/EDTA behandelt, bis sie sich vom Boden der Zellkulturflasche ablésten. Zum
Abstoppen des Trypsin-Verdaus wurde fotales kalberserumhaltiges Medium im Verhaltnis
von 3:1, bzw. Trypsininhibitor (im Verhaltnis von 1:1) hinzu pipettiert und anschliefend mit
einer Pipette vereinzelt. Es folgte eine Zentrifugation fur 5 min bei 1200 rpom um Trypsin-
Reste zu entfernen. Das entstandene Zellpellet wurde in einer entsprechenden Menge
frischen Mediums resuspendiert und in der gewuinschten Zelldichte in neue Zellkulturgefalle
uberflhrt.

2.2.4 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Kryokonservierung ermoglicht den Erhalt einer Zelllinie in niedrigen Passagen. Dazu
wurde eine Zellsuspension in Kryomedium mit einer Zelldichte von 1x10° Zellen/0,8 mL
angesetzt. Davon wurden je 0,8 mL in ein Kryovial pipettiert. Diese wurden anschliefend mit
einer Kuhlrate von 1 °C/min eingefroren und danach zur Langzeitlagerung in flissigem
Stickstoff Uberfuhrt.

Zum Auftauen der Zellen aus der Kryokultur wurden diese zlgig mit 10 mL warmen

Kulturmedium (37 °C) durch Resuspendieren aufgetaut. Es folgte eine Zentrifugation bei
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1200 rpm flr 5 min in einem 15 mL Zellkulturrdhrchen. Das entstandene Zellpellet wurde in
10 mL Kulturmedium resuspendiert und in eine T75 cm?Zellkulturflasche pipettiert. Nach
24 h erfolgte ein Mediumwechsel. Die weitere Kultivierung verlief wie in Abschnitt 2.2.2

beschrieben.

2.2.5 Behandlung adhirent wachsender Zellen

Fir die Behandlung wurden die Zellen je nach Kulturplattengrofle und Zellart in
unterschiedlicher Dichte ausgesat (Tabelle 16). Nach 24 h folgte die Behandlung fir
verschiedene Zeitraume und Konzentrationen entsprechend der Experimente in frischem

Medium.

Tabelle 16: Zelldichte/mL fiir die Versuchsaufbauten

primére primére

Kulturplatte HaCaT NIH 3T3 Keratinozyten Fibroblasten

96-Loch

3 3
Kulturplatte 7,5x10 5x10 - ]

12-Loch

5 5 s
Kulturplatte 2x10 - 2x10 3x10

6-Loch

4
Kulturplatte ) 9x10 i i

2.2.6 Isolation primarer Keratinozyten und Fibroblasten

Die Isolation primarer Keratinozyten und Fibroblasten fand ab Erhalt des frischen Gewebes
unter sterilen Bedingungen statt. Dazu wurde das Gewebe zunachst von Uberflissigem
subkutanen Fett befreit und Uber einen Zeitraum von 4 h in einer Lésung aus PBS™ mit 1 %
Penicillin-Streptomycin gewaschen, wobei die Lésung regelmaflig gewechselt wurde.
Danach wurde das Gewebe in 3-5 mm grof3e Sticke geschnitten und zur Trennung von
Epidermis und Dermis fir 16 h in Thermolysin (250-500 U/100 mL) bei 4 °C unter
Schwenken inkubiert. Fur die vollstandige Trennung wurden Epidermis und Dermis
voneinander mit sterilen Pinzetten getrennt. AnschlieBend wurden die Epidermis Stlcke in
eine Lésung im Verhaltnis von 1:1 bestehend aus Trypsin/EDTA und PBS™ bei 37 °C fir
20 min inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurde das Gemisch 2-3-mal kraftig

geschittelt, um das Ldsen der Keratinozyten aus der extrazellularen Matrix mechanisch zu
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unterstitzen. Nach der Inkubation wurde die Suspension mit einer 5 mL serologischen
Pipette gemischt und durch ein 100 um Zellsieb gegeben. Anschliefend wurde die
enzymatische Reaktion abgestoppt, indem durch das Zellsieb ein Trypsin-Inhibitor gegeben
wurde, sodass ein Verhaltnis von 1:1 mit der Zellsuspension entstand. Es folgte eine
Zentrifugation bei 1200 rpm fur 10 min, das entstandene Zellpellet wurde in Keratinozyten-
Medium resuspendiert und in einer Zelldichte von 4x10° Zellen/ mL in einer T175 cm?
Zellkulturflasche ausgesat. Drei Tage nach der Einsaat wurde ein Mediumwechsel
vorgenommen. FUr die Isolation der Fibroblasten wurden die Stlcke zunachst weiter
zerkleinert und far 3 h in Trypsin/EDTA bei 37 °C inkubiert. Auch dieses Gemisch wurde
wahrend der Inkubationszeit mehrmals kraftig geschuttelt, um das Lésen der Fibroblasten
aus der extrazelluldren Matrix mechanisch zu unterstitzen. Danach wurde die Suspension
mit einer 25 mL serologischen Pipette gemischt und durch ein 100 ym Zellsieb gegeben. Die
enzymatische Reaktion wurde durch das Zugeben des fétalen Kalberserum-haltigen
Mediums durch das Zellsieb abgestoppt. Das bei der Zentrifugation (1200 rpm fir 10 min)
entstandene Zellpellet wurde im Fibroblasten-Medium resuspendiert und in einer Zelldichte
von 2x10° Zellen/mL in einer T175 cm? Zellkulturflasche ausgesat. Drei Tage nach der

Einsaat wurde ein Mediumwechsel vorgenommen.

2.2.7 Kultivierung von Epidermismodellen

Fir die Kultivierung von Epidermismodellen wurden die primaren Keratinozyten wie in
Abschnitt 2.2.2 gewaschen und mittels Trypsin von der Zellkulturflasche abgelést, welches
dann durch den Trypsin-Inhibitor wieder gestoppt wurde. Wahrend der 5-minttigen
Zentrifugation bei 1200 rpom wurde die Zellzahl bestimmt und dann das Pellet in
Keratinozyten Medium resuspendiert, sodass eine Zelldichte von 1x10° Zellen/mL entstand.
AnschlieRend wurde ein  Volumen entsprechend des Versuchsaufbaus (3x10°
Zellen/Epidermismodell) entnommen und nochmals fir 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde in Prime-3D Medium von CELLNTEC mit 100 yL/Epidermismodell
resuspendiert. Fur ein Epidermismodell wurden 500 yL Prime-3D Medium in die Vertiefung
einer 24-Loch Zellkulturplatte pipettiert. In diese Vertiefung wurde dann mit einer Pinzette ein
steriles insert gesetzt. Bevor 100 uyL der Zellsuspension auf die Membran des inserts
pipettiert wurden, wurde die Membran zunachst mit 100 yL Prime-3D Medium benetzt um
eine gleichmaRigere Verteilung der Zellsuspension zu gewahrleisten. Nach 3 Tagen erfolgte
ein Mediumwechsel mit 3D-Medium, wobei sowohl das Medium in der Vertiefung der 24-

Loch Zellkulturplatte (500 uL) als auch das Medium im insert (100 uL) ausgetauscht wurde.
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Am darauffolgenden Tag wurde das Epidermismodell an die Luftflissigkeitsphasengrenze
gebracht. Dazu wurde das Medium in der Vertiefung und im insert abgesaugt und dann
400 pL 3D Medium in die Vertiefung pipettiert. Dadurch wird das Epidermismodell weiterhin
von unten mit allen wichtigen Nahrstoffen im Medium versorgt und hat die Moglichkeit von
oben zu trocknen. Dies gibt den Keratinozyten den Impuls zu differenzieren und damit alle
Schichten der Epidermis auszubilden. Ab dem Hochsetzen an die
Luftflissigkeitsphasengrenze wurde das Medium in den Vertiefungen jeden zweiten Tag
ausgetauscht und in dem Zuge etwaiges Medium im insert entfernt. Die Kultivierung von bis
zu 21 Tagen erfolgte im Zellkulturinkubator bei 37 °C, 5 % CO, und einer Luftfeuchtigkeit von
93 % (Abbildung 8).

4 Tage 10 - 21 Tage

>

submers Luftflissigkeitsphasengrenze

Abbildung 8: Zeitschema der Herstellung von Epidermismodellen.

Fir die Herstellung von Epidermismodellen werden zunachst priméare Keratinozyten auf eine Membran gesat und
submers fiir 4 Tage kultiviert. In dieser Zeit bilden die Zellen einen konfluenten Monolayer. Anschliefend werden
die Epidermismodelle an die Luftflissigkeitsphasengrenze gehoben, wodurch die Differenzierung der
Keratinozyten induziert wird. Je nach Ursprung der Keratinozyten werden die Aquivalente zwischen 10 und 14
Tagen an der Luftfissigkeitsphasengrenze kultiviert, wonach alle Schichten der Epidermis ausgebildet sind. In
Abhangigkeit des Versuchsaufbaus, kénnen die Aquivalente bis zu 21 Tage kultiviert werden. Erstellt mit
BioRender.com.

2.2.8 Praparation und Kultivierung von ex vivo Explantatkulturen

Die Praparation und Kultivierung der ex vivo Explantate fand ab Erhalt des Gewebes unter
sterilen Bedingungen statt. Fur die Praparation von ex vivo Explantaten wurde das Gewebe
zunachst von Uberflissigem subkutanen Fett befreit. Mit Hilfe einer 6 mm Biopsiestanze
wurde die Anzahl Stanzen entsprechend des Versuchsaufbaus entnommen und
anschlieBend auf eine Lange von 5 mm gekurzt. Diese wurden dann in inserts gesetzt,
sodass die Epidermis nach oben zur Offnung und die Dermis zum insert-Boden zeigte. Das
insert wurde in eine 24-Loch Zellkulturplatte gesetzt, bei dem die Vertiefung 500 uL Medium,
bestehend aus Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium mit 0,5 % humanen Serum, enthielt
(Abbildung 9). Die weitere Kultivierung erfolgte im Zellkulturinkubator bei 37 °C, 5 % CO, und

einer Luftfeuchtigkeit von 93 % wie fur das entsprechende Experiment vorgesehen.
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Abbildung 9: Praparation von ex vivo Explantatkulturen.

Aus dem erhaltenen Gewebe wurden mit einer 6 mm Biopsie Stanze in einer drehenden Bewegung eine Biopsie
entnommen. Diese wurde dann auf eine Ladnge von 5 mm gekirzt und in ein insert platziert, sodass die Epidermis
zur insert-Offnung nach oben zeigte. Das insert mit der enthaltenen Biopsie Stanze wurden anschlieRend in die
Vertiefung einer 24-Lochplatte, welche 500 yL Kulturmedium enthielt, gesetzt und entsprechend des

Versuchsaufbaus kultiviert. Erstellt mit Biorender.com.

2.3 Proteinbiochemische Methoden
2.3.1 Praparation von Zelllysaten

Fir die Praparation der Zelllysate wurden die Zellen, wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben,
kultiviert und nach der Behandlung mit PBS™ (4 °C) gewaschen und mit Ripa-Puffer fir
45 min auf Eis inkubiert, mit einem Zellschaber von der Zellkulturplatte gelést und in ein
Reaktionsgefall Uberfuhrt. AnschlieRend folgte eine Zentrifugation fir 10 min bei 13000 rpm

und 4 °C. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Lysate bei -20 °C gelagert.

2.3.2 Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford

Die Bestimmung von zelluldren Proteingehalten erfolgte nach der Methode von Bradford.
Dazu wurde eine vorverdunnte BSA-Standardkurve in einem Konzentrationsbereich
zwischen 0 und 1,75 pg/mL verwendet. Von Probe und Standard wurden jeweils 4 pL in
Doppelbestimmung in eine 96-Loch Mikrotiterplatte (U-Boden) pipettiert und anschlielend

200 uL Bradford-Reagenz hinzu pipettiert. Nach einer 5-minitigen Inkubationszeit erfolgte
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die photometrische Messung der Farbreaktion bei einer Wellenlange von 595 nm in einem
Mikroplatten-Lesegerat. Der Proteingehalt der Proben konnte anhand der Absorptionswerte

mit dem Programm ,Microplate Manager Software 6“ (Bio-Rad, Neuberg) ermittelt werden.

2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur ldentifizierung und Quantifizierung von Proteinen wurde zunachst die eindimentionale
sodium dedecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt. Dazu
wurden je nach zu analysierendem Target 15-20 ug Protein mit einer entsprechenden Menge
an 4x SDS-Ladepuffer versetzt und flr 4 min bei 94°C denaturiert. Die Proben sowie 6 uL
eines Molekulargewichtmarkers wurden in die Geltaschen geladen. Die Auftrennung der
Proteine nach ihrer GroRRe erfolgte bei 150 V in einer mit Laufpuffer geflillten Elektrophorese
Kammer. In Abhangigkeit der Molekulargewichte der zu analysierenden Proteine wurden 10
und 15 %-ige Trenngele verwendet. In der Tabelle 8 ist die Zusammensetzung fir ein Gel

angegeben.

2.3.4 Westernblot-Analyse

Elektrotransfer

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch ein senkrecht zum
Polyacrylamid-Gel angeordnetes elektrisches Feld auf eine zuvor mit Methanol aktivierte
PVDF-Membran Ubertragen (blotting). Durch das ,Blotten“ wurden die Proteine fur die
nachfolgende immunochemische Detektion zuganglich gemacht. Die Proteine wurden nach
dem wet-blot-Verfahren in einer Transfer-Kammer (Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer
Cell) der Firma Bio-Rad transferiert. Elektrodenschwamme, Whatman-Papiere und die
aktivierte PVDF-Membran wurden in Transferpuffer getrankt und zusammen mit dem Gel als
Sandwich in den Schlitten des Blot-Systems gespannt. Der Blot wurde wie folgt aufgebaut:
Kathode, Elektrodenschwamm, ein Whatman-Papier, Polyacrylamid-Gel, PVDF-Membran,
ein  Whatman-Papier, Elektrodenschwamm und Anode. Die Blot-Kassette und ein
Kuhlelement wurden in die mit Transferpuffer geflllite Transfer-Kammer Uberfuhrt. Das
.Blotten* erfolgte flir 75 min bei 70 V.

37



Immunochemischer Nachweis von Proteinen

Fur die Detektion der gesuchten Proteine wurden die unspezifische Bindungsstellen auf der
Membran bei Raumtemperatur fir eine Stunde in einer 5 %-iger Milch/TBST unter
Schwenken blockiert. Die Membran wurde anschlielend mit dem entsprechenden
Primarantikorper (Tabelle 9), angesetzt im entsprechenden Blockierungspuffer Gber Nacht
bei 4 °C unter leichtem Schwenken inkubiert. Danach folgte ein dreimaliger Waschschritt fur
jeweils 10 min in TBST, gefolgt von einer einstindigen Inkubation der Membran mit dem
Sekundarantikdrper (Tabelle 10), geldst in 5 %-iger Milch/TBST und erneutem dreimaligem
Waschen mit TBST fur jeweils 10 min. Mittels Chemilumineszenz-Substrat, in dem die
Membran fur wenige Minuten inkubiert wurde, erfolgte die Detektion der Immunreaktion. Zum
Nachweis der Proteinbanden wurden die Membranen in das ,ChemiDoc XRS+ System®
gegeben, welches die Chemilumineszenz-Reaktion direkt digital visualisiert. Die
Belichtungszeit der Membran richtete sich nach dem verwendeten Antikdrper und lag

zwischen wenigen Sekunden und 20 min.

Die digitalisierten Proteinbanden wurden mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms
.Imaged 1.52n“ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) quantifiziert. Dazu wurde
die optische Dichte der Proteinbanden bestimmt und damit ein Mal} fur die Expression der
Proteine geliefert. AnschlieRend wurde die Membran dreimal fir 10 min mit TBST

gewaschen und zur Aufbewahrung getrocknet.

2.4 Antikorperfarbungen auf Paraffinschnitten
2.4.1 Vorbereitung der Paraffinblocke

Die Epidermismodelle sowie die ex vivo Explantate wurden Uber Nacht in 4 % Phosphat-
gepuffertem Formaldehyd fixiert. Anschlielend wurden die fixierten Epidermismodelle und
humanen Biopsien zur Paraffinierung in Plastikkassetten Uberfuhrt, wobei die
Epidermismodelle zusatzlich zwischen zwei Schwamme in der Plastikkassette eingebettet
wurden. Die nachfolgenden Schritte dieses Abschnitts wurden von dem histologischen Labor
der Dermatologie der Universitatsklinik Frankfurt am Main durchgefuhrt. In der
automatischen Gewebeentwasserungsmaschine REVOS der Firma Thermo Scientific
wurden die Biopsien und Epidermismodelle nacheinander mit Formalin, Alkohol, Xylol und

zum Schluss mit Paraffin infiltriert. Die getrockneten Biopsien und Membranen der
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Epidermismodelle wurden in Einbettformen aus Edelstahl platziert, in flissigem Paraffin
eingebettet und mit einem Plastikdeckel abgedeckt. Zur Aushartung wurden die Blocke auf
eine Kihlplatte gelegt. SchlielRlich wurden 4 ym dinne Schnitte angefertigt. Diese wurden
auf Objekttragern bei 62 °C im Warmeschrank fur 20 min getrocknet. Die angefertigten

Schnitte konnten nun mit verschiedenen Antikérpern und Methoden angefarbt werden.

2.4.2 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Mit Hilfe der Hamatoxylin-Eosin Farbung lassen sich Aussagen zur Morphologie des
Gewebes oder der Epidermismodelle treffen. Die Hamatoxylin-Eosin Farbung wurde im
Autostainer XL der Firma Leica vom histologischen Labor der Dermatologie der

Universitatsklinik Frankfurt am Main gefertigt. Dazu durchliefen die Objekttrager folgendes

Programm:
Xylol | 6 min
Xylol Il 6 min
Xylol 1l 6 min
Isopropanol | 1,5 min
Isopropanol Il 1,5 min
96 % Ethanol 1,5 min
Leitungswasser 1,5 min
Hamatoxylin-Farbeldsung 10 min
Destilliertes Wasser 3 min
1 % Salzsaure/Alkohol 2 sec
Leitungswasser 4 min
96 % Ethanol 4 min
Alkoholische Eosinfarbelésung 30 sec
96 % Ethanol 30 sec
96 % Ethanol 1 min
Isopropanol | 1,5 min
Isopropanol Il 1,5 min
Xylol | 2 min
Xylol Il 2 min

Zuletzt wurde das Eindeckmedium Entellan® auf den Objekttrager getropft und mit einem
Deckglaschen eingedeckt.
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2.4.3 Immunhistochemische Firbungen

Zu Beginn der Antikérperfarbung wurden die Schnitte auf der Heizplatte bei 60 °C fur 2 min
geglattet. Daran schloss sich das Entparaffinieren an, welches nach dem folgenden Schema
verlief:

Xylol | 5 min
Xylol Il 5 min
Xylol 1l 5 min
Isopropanol | 3 min
Isopropanol Il 3 min
96 % Ethanol 3 min
70 % Ethanol 3 min
Destilliertes Wasser 5 min

AnschlieRend wurden die Schnitte zur Demaskierung der Antikérper Epitope 20 min bei
94 °C in 1x Citrat- oder EDTA-Puffer im Wasserbad gekocht. Nach dem Kochen mussten die
Objekttrager fir weitere 20 min bei Raumtemperatur abkihlen. Bevor die Primarantikérper
(Tabelle 11) auf die Schnitte gegeben werden konnten, wurden die Objekttrager zunachst fir
5 min mit destilliertem Wasser, dann fir 5 min mit der entsprechenden Waschlésung aus
(Tabelle 17) gewaschen. Die Primarantikdrper wurden wie in angegeben verdiinnt und 30 pL
der Losung auf den Schnitt pipettiert. Um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern,

wurden diese Uber Nacht bei 4 °C in einer Feuchtkammer mit der Antikdrperlésung inkubiert.

Nach der Inkubation des Primarantikérpers wurden die Schnitte zweimal fur jeweils 5 min in
der entsprechenden Waschlésung gewaschen und anschlieRend mit dem
Sekundarantikorper fir 30 min bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer inkubiert. Danach
folgte ein zweimaliger Waschschritt fir jeweils 5 min mit der entsprechenden Waschlésung.
Im nachsten Schritt wurden die Schnitte mit einer Substratlésung bei Raumtemperatur in der
Feuchtkammer inkubiert. Diese Inkubationszeit richtete sich nach dem verwendeten
Antikdrper und lag zwischen wenigen Sekunden und 20 min. SchlieRlich wurden die Schnitte
fur 2 min in destilliertem Wasser gewaschen. Die Zellkerne wurden dann mit Hamatoxylin fur
2 min gegengefarbt und anschlielend in Leitungswasser fir 3 min geblaut. Bevor die
Objekttrager eingedeckt werden konnten, mussten sie entwassert werden, was nach dem

folgenden Schema verlief:

96 % Ethanol | _

96 % Ethanol Il } kurz eintunken
Isopropanol | 3 min
Isopropanol Il 3 min

Xylol | 3 min

Xylol Il 3 min

Zuletzt wurde das Eindeckmedium Entellan® auf den Objekttrager getropft und mit einem

Deckglaschen eingedeckt.
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Tabelle 17: L6sungen und Verdiinnungsfaktor fiir die immunhistochemischen Farbungen

Antikorper Waschlésung | Verdiinnungslosung | Verdiinnung
Anti-cleaved Caspase 3 | 1x TBS Antibody Diluent 1:1000
Anti-CD3 1x TBS - Ready-to-use
Anti-Filaggrin 1x TBS Antibody Diluent 1:200
Anti-IL-18 1x TBS Antibody Diluent 1:100
Anti-IL-8 PBS™ 1 % BSA/PBS™ 1:60
Anti-Involucrin 1x TBS Antibody Diluent 1:1000
Anti-Ki-67 1x TBS - Ready-to-use
Anti-Myeloperoxidase 1x TBS Antibody Diluent 1:1000
Anti-TNF-a 1x TBS Antibody Diluent 1:100
Anti-TLR2 1x TBS Antibody Diluent 1:500
Anti-Zytokeratin-10 1x TBS Antibody Diluent 1:5000

2.4.4 CD4 Immunfluoreszenzfirbung

Zu Beginn der CD4 Immunfluoreszenzfarbung wurden die Schnitte auf der Heizplatte bei
60 °C fir 2 min geglattet. Daran schloss sich das Entparaffinieren an, welches im Abschnitt

2.4.3 der vorliegenden Arbeit beschrieben wurde.

AnschlieRend wurden die Schnitte zur Fixierung fir 15 min in 4 %-igem Paraformaldehyd in
der Feuchtkammer inkubiert. Nach der Fixierung wurden die Schnitte in 0,1 %-iger Triton X-
100 Losung fur 10 min permeabilisiert und fur 1 h in 3 %-igem BSA blockiert. Der CD4-
Antikérper (Tabelle 11) wurde 1:200 in 1 % BSA/PBS™ verdiinnt und 30 pL der Lésung auf
den Schnitt pipettiert. Um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern, wurden diese in einer

Feuchtkammer mit der Antikérperlésung fir 1 h inkubiert.

Nach der Inkubation des Primar-Antikérpers wurden die Schnitte gewaschen. Dazu wurden
zunachst dreimal 150 yL PBS™ auf die Schnitte pipettiert und jeweils wieder mittels Pipette
abgezogen. Dann wurden die Schnitte zweimal fiir jeweils 10 min in PBS™ gewaschen und
anschlieRend mit dem Sekundarantikorper (Tabelle 12, 1:1000) in 1 %-iger BSA-Ldsung flr
1h bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer inkubiert. Danach folgte wieder der
zweistufige Waschschritt. Im nachsten Schritt wurden die Zellkerne fir 10 min mit DAPI
gefarbt. Vor dem Eindecken der Schnitte, wurden auf diese wieder dreimal 150 uyL PBS™*
pipettiert und jeweils mittels Pipette wieder abgezogen. Dann wurden die Schnitte zweimal

far jeweils 10 min in PBS™ und nochmals fiir 10 min in destilliertem Wasser gewaschen.
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Zuletzt wurde Fluoromount-G auf den Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglaschen

eingedeckt.

2.4.5 Auswertung der immunhistochemischen Firbungen

Cleaved Caspase 3-Farbung

Fur die Auswertung der cleaved Caspase 3-Farbung wurden Bilder der Schnitte mit dem
Nikon Eclipse Ni Mikroskop aufgenommen. AnschlieRend wurden die cleaved Caspase 3
positiven und negativen Zellen gezahlt, wobei zwischen Epidermis und Dermis
unterschieden wurde. Die cleaved Caspase 3 positiven Zellen wurden dann ins Verhaltnis zu

den gesamt gezahlten Zellen gesetzt.

Differenzierungsmarker der Epidermis

Fir die Auswertung der Expressionsintensitdt der Differenzierungsmarker (Filaggrin,
Involucrin und Zytokeratin-10) der Epidermis wurden gleich grof3e Bilder im Bereich der
Epidermis mit dem Nikon Eclipse Ni Mikroskop aufgenommen. Anschlielend wurde nach
Festlegung eines Thresholds der mean gray value (mittlere Grauwert) mit dem Programm
Imaged 1.53q (Wayne Raband, National Institutes of Helath, USA) ermittelt.

Epidermisdicke

Fur die Auswertung der epidermalen Dicke wurden Bilder vom Bereich der Epidermis mit
dem Nikon Eclipse Ni Mikroskop aufgenommen. Anschliefend wurde die Lange der
Epidermis vom Stratum basale bis einschlieBlich Stratum granulosum an finf Stellen der
Epidermis mit dem Programm ImageJ 1.53q (Wayne Raband, National Institutes of Helath,

USA) ausgemessen. Aus den funf Werten wurde dann der Mittelwert gebildet.

Immunzell-, Zytokin-und Toll-like Rezeptor 2-Farbung

Fir die Auswertung der CD3- und CD4-T-Zellen-, neutrophilen Granulozyten-, IL-13-, IL-8-,
TNF-a- und TLR2-Farbung wurden im Bereich des Stratum papillare drei Bilder mit dem
Olympus CKX41 bzw. Axio Observer Z1 Mikroskop aufgenommen. Anschliel3end wurden die
positiven sowie negativen Zellen gezahlt und die positiven Zellen ins Verhaltnis zu den
gesamt gezahlten Zellen gesetzt. Aus den Werten der drei Bilder wurde dann der Mittelwert

gebildet.
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Proliferationsmarker Ki-67-Farbung

Fur die Auswertung der Ki-67-Farbung wurden Bilder vom Bereich der Epidermis mit dem
Nikon Eclipse Ni Mikroskop aufgenommen. AnschlieRend wurden die Ki-67 positiven und
negativen Zellen in der Epidermis gezahlt und die positiven Zellen ins Verhaltnis zu den

gesamt gezahlten Zellen gesetzt.

2.5 Toxizititsbestimmungen
2.5.1 Zell-Proliferations-Reagent WST-1

Mit Hilfe des water soluble tetrazolium (WST) kann eine intakte Atmungskette in Zellen
nachgewiesen werden. Lebensfahige Zellen mit einer intakten mitochondrialen
Dehydrogenase setzen das schwach rot gefarbte Tetrazoliumsalz des WST-1 (4-[3-(4-
lodphenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) in  das  dunkelrote
Formazan um. Dieser Farbumschlag kann photometrisch gemessen werden. Dazu wurden
Zellen entsprechend des Versuchsaufbaus in Flnffachbestimmung in eine 96-Loch
Zellkulturplatte ausgesat und behandelt. Danach erfolgte ein Waschschritt mit PBS™ und die
Zugabe von 100 pL Zell-spezifischen Mediums fur 24 h. Das WST-1 Reagenz wurde im
Verhaltnis von 1:10 eingesetzt und nach einminitigem Schwenken fur 2 h bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Die Messung der Farbreaktion fand nach 2 h Inkubation bei 450 nm
sowie 595 nm statt. Die Differenz der Absorptionswerte 450 nm und 595 nm wurde gemittelt,

die Kontrolle wurde auf 100 normiert und die Behandlungen auf die Kontrolle bezogen.

2.5.2 Laktat Dehydrogenase Assay

Der Laktat-Dehydrogenase Assay ist ein Zelltod- bzw. Zytotoxizitatstest. Das stabile Enzym
Laktat-Dehydrogenase kommt in allen Zelltypen vor und wird bei einer Schadigung der
Plasmamembran schnell in Zellkulturmedium freigesetzt. Ein gesteigertes Level an toten
oder plasmamembrangeschadigten Zellen flihrt zu erhéhter Laktat-Dehydrogenase-Aktivitat
im Zellkulturmedium. Dieser Anstieg korreliert direkt mit der gebildeten Menge an Formazan

und kann photometrisch gemessen werden. Das Medium der Epidermismodelle wurde im
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Verhaltnis von 1:1 mit dem frisch angesetzten Katalysator (1:46 in der Farbstoff-Losung) in
Doppelbestimmung in einer 96-Lochplatte im Dunklen fir 2-30 min inkubiert. Die

photometrische Messung der Farbreaktion fand bei einer Wellenlange von 490 nm statt.

Zur Bestimmung der prozentualen Zytotoxizitdt wurde der Absorptionswert der
Hintergrundkontrolle vom gemessenen Absorptionswert subtrahiert. Die erhaltenen Werte
der Doppelbestimmungen wurden gemittelt und anschlieRend in die folgende Formel

eingesetzt:

(gemessener Wert — niedrige Kontrolle)

el oy —
Zytotxizitdt (%) (hohe Kontrolle — niedrige Kontrolle)

Die niedrige Kontrolle entspricht dabei den unbehandelten Epidermismodellen, fiir die hohe
Kontrolle wurde ein Epidermismodell entsprechend des Versuchsaufbaus flr 2 oder 24 h mit
1 % Triton-X 100 behandelt.

2.6 Zytokin Messungen
2.6.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Um die Zytokin Ausschittung der ex vivo Explantate und der Epidermismodelle zu messen,
wurde der DuoSet® Enzyme-linked Immunosorbent Assay von R&D Systems™
durchgefuhrt, bei dem es sich um einen Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay
handelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Konzentrationen von IL-13 und TNF-a im

Medium der ex vivo Explantaten und Epidermismodelle wie folgt nachgewiesen:

Zunachst wurden 4 ug/mL des Capture-Antikérpers tber Nacht bei Raumtemperatur in einer
96-Loch Mikrotiterplatte mit U-Boden inkubiert und anschlielend Uberflissiger Capture-
Antikorper abgewaschen. Daran schloss sich eine einstindige Blockierung der Antikorper
Epitope mit Reagent Diluent an. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt. Als nachstes wurden
die Standardreihe und die Proben in Doppelbestimmung in die Mikrotiterplatte pipettiert und
fur 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Standardreihe des IL-18 Enzyme-linked
Immunosorbent Assays verlief von 0-250 pg/mL und die des TNF-a Enzyme-linked
Immunosorbent Assays von 0-1000 pg/mL. Nach weiteren dreimaligen Waschschritten,

folgte die Zugabe des Detection-Antikorpers (1:60 in Reagent-Diluent). Es folgte ein
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dreimaliger Waschschritt. Danach wurde Streptavidin-HRP 40-fach verdinnt fir 20 min bei
Raumtemperatur hinzugegeben, wobei direktes Licht vermieden wurde. Wieder schloss sich
dreimaliges Waschen an. Im nachsten Schritt wurde die Substratidsung pipettiert, die fir
20 min bei Raumtemperatur, vor direktem Licht geschuitzt, inkubierte. Gestoppt wurde diese
Reaktion durch die Zugabe der Stopplésung. Im Mikroplatten-Lesegerat wurde dann die
optische Dichte der Standardkurve und Proben bei einer Wellenlange von 450 nm und einer
Referenzwellenlange von 550 nm gemessen. Mit Hilfe des Programms ,Microplate Manager
Software 6“ (BioRad, Muinchen, Deutschland) wurde eine 4-Parametrische

Kalibrierungskurve berechnet mit der die Konzentration der Proben ermittelt werden konnte.

2.6.2 Cytometric Bead Assay

Die Durchfihrung und Konzentrationsermittlung des BD™ Cytometric Bead Assay fand am

Fraunhofer-Institut fir Translationale Medizin und Pharmakologie ITMP statt.

Zu Beginn wurden 25 uL des Standardmixes und 25 pL der Proben in Doppelbestimmung in
die Vertiefungen einer 96-Loch Mikrotiterplatte mit V-Boden pipettiert und 25 uL des capture
beads-Mixes hinzu pipettiert. Dann wurde die Mikrotiterplatte flir 5 min bei 500 rpm auf den
Schuttler gestellt, wonach sich eine einstindige Inkubation bei Raumtemperatur anschloss.
Nach der Inkubation wurden 25 pL mixed Phycoerythrin detection reagent hinzugefugt und
die Mikrotiterplatte wieder fur 5 min bei 500 rpm auf den Shaker gestellt. Die anschlielende
Inkubation fand bei Raumtemperatur fur 2 h, vor Licht geschitzt, statt. Um noch enthaltene
Medium Bestandteile auszuwaschen, wurden 150 yL Waschpuffer in die Vertiefungen
pipettiert, die Platte bei 400 g fir 5 min zentrifugiert und die Uberstande verworfen. Das
entstandene Pellet wurde in 150 yL Waschpuffer resuspendiert und nochmals fir 5 min bei
500 rpm auf den Schuttler gestellt. Dann fand die Messung im Durchflusszytometer statt, bei
der 300 Events pro bead-set gezahlt wurden. Mit Hilfe des Programms Flow Cytometric
Analysis Programm Array (BD, Heidelberg, Deutschland) wurde eine 4- und 5-
parametrische Kalibierungskurve berechnet mit der die Konzentration der Proben aus den
mittleren Fluoreszenzen errechnet werden konnte. Die ermittelten Konzentrationen wurden

anschlieRend auf die unbehandelte Kontrolle normiert.
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2.7 Rifampicin-Nanoformulierung

Die Rifampicin-Nanoformulierung wurde im Institut fir Pharmazeutische Technologie der
Goethe Universitat Frankfurt von Frau Chantal Wallenwein hergestellt und fur praklinische
Untersuchungen zur Verfugung gestellt. Dazu wurden fur die Herstellung Phospholipide und
Rifampicin in Methanol aufgeldst. Mit einem Rotationsverdampfer wurde im nachsten Schritt
das Losungsmittel entfernt und der Lipidfilm mit Ascorbinsdure-haltiger PBS Losung
hydratisiert. Die anschliefende GrofRenreduktion erfolgte mit einem LiposoFast-basic
Extruder. Im letzten Schritt wurde die Formulierung mit einem Christ Epsilon 2-4 LSC
Gefriertrockner gefriergetrocknet um so dem Abbau des Wirkstoffs durch Oxidation und
Hydrolyse entgegenzuwirken und gleichzeitig die Stabilitdt der Formulierung zu steigern.
(179) Die Rifampicin-Nanoformulierung wurde so Uberreicht, dass sie durch die Zugabe von

sterilem Millipore Wasser ein Gel mit einer Rifampicinkonzentration von 0,3 % bildete.

2.8 Statistische Auswertung

Die Auswertung aller Rohdaten wurde mit Microsoft Office Excel 2007 durchgefuihrt. Die
statistische Auswertung und Darstellung aller Ergebnisse erfolgten mittels GraphPad Prism
Version 5. Der Kruskal-Wallis Test mit anschlieBendem Dunns multiplen Vergleichstest
wurde verwendet, um die statistische Signifikanz von Ergebnissen zu bewerten, deren
Kontrollen normiert wurden. Fir die Bewertung der statistischen Signifikanz der Ergebnisse,
deren Kontrollen nicht normiert wurden, fand der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test
Anwendung. Ein P Wert <0,05 als signifikant angesehen wurde. Die Darstellung von
Ergebnissen als Box Plots wurde genutzt, um die biologische Varianz innerhalb der Gruppe

zu visualisieren.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung von Hidradenitis suppurativa Zellkulturmodellen

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit war es, verschiedene Hidradenitis suppurativa
Zellkulturmodelle zu etablieren. Da die Grundlagenforschung der Hidradenitis suppurativa
bislang nur Monolayer Zellkulturen und Explantatkulturen umfasste, wurde der Fokus auf
Hidradenitis  suppurativa Epidermismodelle gesetzt. Zusatzlich sollten ex vivo
Explantatkulturen etabliert werden, welche sich aufgrund ihrer in vivo-Nahe hervorragend fir
Untersuchungen von Arzneimittelwirkungen und die Suche nach Biomarkern eignen. Fir die
Charakterisierung der neu etablierten Hidradenitis suppurativa Zellkulturmodelle wurden
verschiedene Parameter wie Morphologie, Expression epidermaler Differenzierungsmarker

und Proliferationsfahigkeit von Keratinozyten naher beleuchtet.

3.1.1 Epidermale Differenzierung bei Hidradenitis suppurativa

Um einen Eindruck zu gewinnen, wie das Verteilungsmuster der Differenzierungsmarker
Filaggrin, Involucrin, Zytokeratin-10 sowie der Proliferationsmarker Ki-67 in der Epidermis
von Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten exprimiert ist, wurden diese in
Biopsien von Hidradenitis suppurativa Lasionen und nicht entzindlicher Haut aus
Brustreduktionen als gesunde Kontrollen, immunohistologisch untersucht. Anhand der
Hamatoxylin-Eosin  Farbung wurde ersichtlich, dass die Epidermis der Hidradenitis
suppurativa im Vergleich zu nicht entzindlicher Haut dicker war und unregelmaRig viele
Reteleisten aufwies. Die Intensitat von Filaggrin war bei Hidradenitis suppurativa im
Vergleich zu nicht entzindlicher Haut reduziert, hingegen war Involucrin in der nicht
entziindlichen Haut schwacher exprimiert als in Hidradenitis suppurativa. Wahrend die
Verteilung von Involucrin in der nicht entzindlichen Haut auf das Stratum granulosum
limitiert war, erstreckte es sich in Hidradenitis suppurativa bis zum Stratum spinosum. Der
immunohistologische Nachweis von Zytokeratin-10 deutete auf eine verminderte Expression
in Hidradenitis suppurativa verglichen mit der nicht entzindlichen Haut hin, wobei sich die
Distribution von Zytokertain-10 sowohl in der Epidermis der Hidradenitis suppurativa als auch
in der nicht entziindlichen Haut nicht unterschied. Die Quantifizierung proliferationsfahiger
Keratinozyten in der Epidermis zeigte vermehrt Ki-67(+) Keratinozyten in Hidradenitis
suppurativa im Vergleich zur nicht entziindlichen Haut. Im Gegensatz zur nicht entziindlichen
Haut befanden sich in der Hidradenitis suppurativa Epidermis auch Ki-67(+) Keratinozyten im

Stratum spinosum und Stratum granulosum (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Epidermale Differenzierung von nicht entziindlichen und lasionalen Hidradenitis
suppurativa Biopsien.

Durch immunhistochemischen Nachweis wurden Biopsien aus nicht entzindlicher und lasionaler Hidradenitis
suppurativa Haut mittels A) Hamatoxylin-Eosin, B) Filaggrin-, C) Involucrin-, D) Zytokeratin-10- und E) Ki-67-
Farbung hinsichtlich epidermaler Differenzierung untersucht. Gezeigt werden reprasentative Biopsie Ausschnitte
und die Quantifizierung ist dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (Hamatoxylin-Eosin n = 5; Filaggrin
n = 5; Involucrin n = 5; Zytokeratin-10 n = 5; Ki-67 n = 9; Malstabsbalken = 100 uym; schwarze Pfeile = Ki-67(+)
Zellen). Die p-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet, p* < 0,05, p** < 0,01, p*** <
0,001. (Haferland et al. 2024, Zustimmung der Co-Autoren wurde eingeholt)
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3.1.2 Hidradenitis suppurativa Epidermismodelle

Versuchsaufbau:
4 Tage 14 Tage histologische
> > Analyse,
submers Luftfliissigkeitsphasengrenze Zytokinmessung
4 Tage 21 Tage histologische
> > Analyse,
submers Luftfliissigkeitsphasengrenze Zytokinmessung

Die Epidermismodelle aus Hidradenitis suppurativa und Préputium wurden nach 4 Tagen
submerser Kultivierung an die Luftflissigkeitsphasengrenze gehoben. In diesem Zustand
wurden sie fur 14 oder 21 Tage kultiviert. Sowohl Keratinozyten aus Hidradenitis suppurativa
Gewebe als auch aus Préputium bildeten multiple, stratifizierte Zellschichten. Beim Vergleich
der Morphologie der Epidermismodelle aus Hidradenitis suppurativa und Praputium war Kein
Unterschied in der epidermalen Dicke zu erkennen, wahrend die Dicke des Stratum corneum
mit I&angerer Kultivierung zunahm. Der immunhistologische Nachweis zeigte, dass die
Intensitat der Filaggrin Expression in den Hidradenitis suppurativa Modellen im Vergleich zu
denen aus Préputium vermindert war. Dieser Effekt wurde auch bei langerer Kultivierung
beobachtet. Im Vergleich zu den aus Prdputium gewonnenen Epidermismodellen, war
Involucrin in den aus Hidradenitis suppurativa Epidermismodellen intensiver exprimiert,
unabhangig von der Kultivierungsdauer. Die Farbung von Zytokeratin-10 zeigte eine
geringere Intensitat in den Hidradenitis suppurativa Epidermismodellen im Vergleich zu den
préputialen Epidermismodellen nach einer Kultivierungszeit von 14 Tagen, welche auch bei
langerer Kultivierung in dem Verhaltnis bestehen blieb. AuRerdem wiesen die préputialen
Epidermismodellen nach 14 Tagen Kultivierung tendenziell weniger Ki-67(+) Keratinozyten
auf, als die Epidermismodelle aus Hidradenitis suppurativa. Bei langerer Kultivierung der
Epidermismodelle verloren die Keratinozyten ihre Fahigkeit zur Proliferation nicht (Abbildung
11).
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Abbildung 11: Epidermale Differenzierung der Epidermismodelle aus Prdputium und Hidradenitis
suppurativa.

Durch immunhistochemischen Nachweis wurden die Epidermismodelle aus Prdputium (P) und Hidradenitis
suppurativa (HS) Keratinozyten mittels A) Hamatoxylin-Eosin, B) Filaggrin-, C) Involucrin-, D) Zytokeratin-10- und
E) Ki-67-Farbung hinsichtlich epidermaler Differenzierung untersucht. Gezeigt werden reprasentative
Epidermismodell-Ausschnitte und die Quantifizierung ist dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 3;
MaRstabsbalken = 100 ym; schwarze Pfeile = Ki-67(+) Keratinozyten). Die p-Werte wurden mit dem Wilcoxon-

Mann-Whitney-U-Test berechnet. (Haferland et al. 2024, Zustimmung der Co-Autoren wurde eingeholt)

Far die Untersuchung der Epidermismodelle aus Hidradenitis suppurativa Keratinozyten
hinsichtlich ihrer IL-1B und TNF-a Sekretierung, wurden diese beiden Zytokine im Medium
der Epidermismodelle nach Ende der Kultivierungszeit gemessen. Die IL-18 Messung zeigte
eine erhohte Ausschittung durch die Hidradenitis suppurativa Epidermismodelle im
Vergleich zu den prédputialen Epidermismodellen nach 14 Tagen Kultivierung. Hingegen war
ein tendenziell erhéhtes IL-1B Level nach einer Kultivierung von insgesamt 21 Tagen im

Medium der préputialen Epidermismodellen zu beobachten. Nach 14-tagiger Kultivierung
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deutete die Menge an ausgeschittetem TNF-a auf eine tendenziell héhere Sekretion durch
die Hidradenitis suppurativa Epidermismodelle hin. Bei einer langeren Kultivierung war
weder in den prédputialen Epidermismodellen noch in denen aus Hidradenitis suppurativa
TNF-a im Medium messbar (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Inflammatorisches Profil der Epidermismodelle aus Prédputium und Hidradenitis
suppurativa.
Im Medium der Epidermismodelle aus Préputium (P) und Hidradenitis suppurativa (HS) Keratinozyten Interleukin-
18 (IL-18) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay gemessen.
Dargestellt sind die Messwerte als Mittelwert + Standardabweichung (n 14 Tage =24, n 21 Tage = 3; =
unterhalb der Nachweisgrenze). Die p-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet.

(Haferland et al. 2024, Zustimmung der Co-Autoren wurde eingeholt)

3.1.3 Exvivo Explantate
Versuchsaufbau:

48 h

= histologische Analyse
Mediumwechsel

24 h

2 histologische Analyse

Fir die Etablierung dieses Systems wurden ex vivo Explantate aus nicht entziindlicher Haut
von Brustreduktionen und aus lasionaler Hidradenitis suppurativa Haut gewonnen. Die
Gewebebiopsien wurden flir 24 h und 48 h, mit erneutem Mediumwechsel nach 24 h,
kultiviert. Um die Morphologie der ex vivo Explantate und damit den Einfluss der Kultivierung
auf die Explantate beurteilen zu kdnnen, wurden Schnitte immunohistologisch mit

Hamatoxylin-Eosin angefarbt. Im Vergleich zu den direkt fixierten Kontrollen, zeigte sich im
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gesamten Kultivierungszeitraum kein Kultivierungseinfluss auf die Morphologie der
Explantate (Abbildung 13).

Oh 24 h 48 h

Nicht entziindlich

Abbildung 13: Kultivierungseinfluss auf die Morphologie von nicht entziindlichen und Hidradenitis
suppurativa ex vivo Explantaten.

Explantate aus nicht entziindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa (HS) wurden fiir die morphologische
Beurteilung zu verschiedenen Kulturzeitpunkten fixiert und mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Als Kontrolle dienten
direkt nach der Operation fixierte Gewebestiicke (0 h). Abgebildet sind reprasentative Schnitte (Nicht entziindlich
n = 3; Hidradenitis suppurativa n = 5; Ma3stabsbalken = 100 um).

Um zu Uberprifen, ob die Proliferationsfahigkeit der Keratinozyten wahrend der Kultivierung
erhalten bleibt, wurden die proliferationsfahigen Keratinozyten quantifiziert. Die
Quantifizierung der Ki-67(+) Keratinozyten wies sowohl in nicht entziindlichen als auch in
Hidradenitis suppurativa Explantaten auf keinen Verlust der Proliferationsfahigkeit wahrend
der Kultivierung hin (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Kultivierungseinfluss auf die Proliferationsfahigkeit von Keratinozyten in nicht
entziindlichen und Hidradenitis suppurativa ex vivo Explantaten.

Explantate aus nicht entziindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa (HS) wurden fiir die Beurteilung der
Proliferationsfahigkeit der Keratinozyten zu verschiedenen Kulturzeitpunkten fixiert. Als Kontrolle dienten direkt
nach der Operation fixierte Gewebestlicke (0 h). Es erfolgte der immunhistologische Nachweis mittels Ki-67
Farbung sowie die Quantifizierung. Abgebildet sind reprasentative Ausschnitte und die Quantifizierung ist
dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n nicht entziindlich = 3; n Hidradenitis suppurativa = 5;
MafRstabsbalken = 100 ym; schwarze Pfeile = Ki-67(+) Keratinozyten). Die p-Werte wurden mit dem Wilcoxon-
Mann-Whitney-U-Test berechnet.

3.2 Invitro Behandlungen mit Rifampicin

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die molekulare Wirkung von Rifampicin in
Hidradenitis suppurativa zu untersuchen und einen aussagekraftigen Biomarker flr die
Wirksamkeit der Rifampicin-Nanoformulierung zu finden. Dafir wurde zunachst ein
Konzentrationsbereich von Rifampicin ermittelt, der sich nicht toxisch auf die etablierten

Hidradenitis suppurativa Zellkulturmodelle auswirkte.

53



3.2.1 Toxizitit einer Rifampicinbehandlung

3.2.1.1 Toxizitdit einer Rifampicinbehandlung in Monolayer

Versuchsaufbau in Zelllinien:

2h 24h

waschen,
Mediumwechsel

> WST
Behandlung

Zunachst wurden A) HaCaT Keratinozyten und B) NIH 3T3 Fibroblasten, die als
standardisierte Zellkulturen fur zytotoxische Untersuchungen verwendet werden, mit
verschiedenen Rifampicinkonzentrationen fir 2 h behandelt. Staurosporin diente hierbei als
Positivkontrolle fur verminderte Zellviabilitat. Eine  2-stindige Behandlung mit 1 yM
Staurosporin hemmte die Zellviabilitat der humanen HaCaT Keratinozyten und murinen
NIH 3T3 Fibroblasten signifikant (Abbildung 15). Des Weiteren wurde die Zellviabilitat der
NIH 3T3 durch die Behandlung mit 1,2 mM Rifampicin signifikant inhibiert, wahrend die
niedrigeren Konzentrationen sowohl in den HaCaT als auch in den NIH 3T3 keinen Einfluss
auf die Zellviabilitdt nahmen. Auch die 1 %-ige Losungsmittelkontrolle (DMSO) verringerte
die Zellviabilitat nicht.
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Abbildung 15: Zellviabilitdt von HaCaT und NIH 3T3 nach 2-stiindiger Rifampicinbehandlung.

A) HaCaT Keratinozyten und B) NIH 3T3 Fibroblasten wurden fir 2h mit verschiedenen
Rifampicinkonzentrationen (0-1,2 mM), L&sungsmittelkontrolle (DMSO) oder 1 yM Staurosporin (St, positiv
Kontrolle) behandelt. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Zellviabilitat mittels WST-1 Reagenz. Angegeben
sind die Mittelwerte + Standardabweichung (n = 5). *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 wurden als statistisch
signifikant zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle (0 mM Rifampicin) angesehen.
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Versuchsaufbau in primaren Fibroblasten:
2h

v—— Westernblot, cCasp3
Da eine 2-stiindige Behandlung von NIH 3T3 Fibroblasten mit 1,2 mM Rifampicin zu einer
verringerten Zellviabilitdt fuhrte, wurden auflerdem primare Fibroblasten aus nicht
entzlindlicher Haut von Brustreduktionen mit unterschiedlichen Rifampicinkonzentrationen
Uber einen Zeitraum von 2 h behandelt. Die 2-stundige Behandlung mit verschiedenen
Rifampicinkonzentrationen zeigte keinen Anstieg der cleaved Caspase 3-Proteinexpression
im Vergleich zur Positivkontrolle (s. Anhang Abbildung 32), wodurch eine Induktion der

Apoptose durch die Rifampicinbehandlung ausgeschlossen werden konnte.

3.2.1.2 Toxizitdit einer Rifampicinbehandlung in ex vivo Explantaten

Versuchsaufbau in ex vivo Explantaten:

2h histologische
Behandlung Analyse
24h > histologische
Behandlung Analyse

Fir die Untersuchungen zum Einfluss der in vitro Rifampicinbehandlung auf morphologische
Veranderungen in den ex vivo Explantaten, wurden die Explantate fir 2 h und 24 h mit
Rifampicin im Kulturmedium behandelt. Aus der Hamatoxylin-Eosin Farbung geht hervor,
dass eine Behandlung der ex vivo Explantate aus nicht entzindlicher Haut und Hidradenitis
suppurativa wahrend der Kultivierung bis 24 h keinen Einfluss auf die Morphologie der
Explantate hatte. Die Losungsmittelkontrolle (DMSO) zeigte dabei keine Effekte im Vergleich
zu den unbehandelten Kontrollen. Die Hamatoxylin-Eosin Farbungen sind im Anhang
abgebildet (Abbildung 33).

Um beurteilen zu kénnen, ob die Rifampicinbehandlung der ex vivo Explantate aus nicht
entzindlicher Haut von Brustreduktionen und Hidradenitis suppurativa die Proliferation der
Keratinozyten in der Epidermis beeinflusst, wurden diese mit dem Proliferationsmarker Ki-67
immunohistologisch gefarbt. Die Proliferationsrate der Keratinozyten in den Explantaten aus
nicht entziindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa blieb wahrend der verschiedenen
Behandlungszeitrdume unverandert. Die Lésungsmittelkontrolle (DMSO) zeigte dabei keine
Effekte im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Die immunhistochemischen

Farbungen sind im Anhang abgebildet (Abbildung 34).
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Als Marker fur die friihe Apoptoseinduktion wurde hier cleaved Caspase 3 genutzt, wobei
zwischen epidermaler und dermaler Apoptoseinduktion unterschieden wurde. Der
immunhistologische Nachweis zeigte keine cleaved Caspase 3(+) Keratinozyten nach einer
2-stindigen Rifampicinbehandlung in nicht entzindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa
Explantaten. Die histologische Analyse der Uber 24 h behandelten Explantate bestatigte
ebenfalls keinen Anstieg von cleaved Caspase 3(+) Zellen und damit keine
Apoptoseinduktion durch die Rifampicinbehandlung (Abbildung 35 im Anhang). Im
immunhistologischen Nachweis zeigten sich gleichermalien keine cleaved Caspase 3(+)
Zellen in der Dermis der Uber 2 h mit Rifampicin behandelten Explantate aus nicht
entzindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa. Auch in den Explantaten, die 24 h mit
Rifampicin behandelt wurden, wies die histologische Analyse keine vermehrten cleaved
Caspase 3(+) Zellen in der Dermis nach der 24-stiindigen Rifampicinbehandlung auf
(Abbildung 36 im Anhang). Die Lésungsmittelkontrollen (DMSQO) zeigte keine Effekte im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen.

3.2.2 Immunmodulierende Wirkung einer Rifampicinbehandlung

Fir die Beurteilung des Einflusses von Rifampicin in inflammatorischen Prozessen in
Hidradenitis suppurativa, wurden der TLR2-Signalweg, Zytokinausschuttung und

Immunzellen in unterschiedlichen Zellkulturmodellen untersucht.

3.2.2.1 Immunmodulierende Wirkung einer Rifampicinbehandlung in Monolayern mit
primdren Zellen

Versuchsaufbau TLR2 in Monolayer:
24h 2h

> Westernblot, TLR2
Kontrolle * 1.2 mM Rifampicin

Mix 1 20 ng/mL IL-1B, IL-17A

Mix 2 20 ng/mL IL-1B, IL-6, IL-12, IL-17A, IL-22, IL-23, TNF

LPS 10 pg/mL
Da der TLR2 von epidermalen und dermalen Zellen exprimiert wird, wurden primare
Keratinozyten und Fibroblasten Uber einen Zeitraum von 24 h mit verschiedenen Zytokin-
Mixen und LPS vorstimuliert, anschlieBend mit 1,2 mM Rifampicin fir 2 h behandelt und die

TLR2-Proteinexpression bestimmt. Wie aus Abbildung 16 ersichtlich wird, hatte eine
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Stimulation mit Rifampicin unter inflammatorischen Bedingungen keinen Einfluss auf die
TLR2-Proteinpxpression auf A) Keratinozyten sowie B) Fibroblasten aus nicht entzindlicher

Haut aus Brustreduktion.

A) Keratinozyten B) Fibroblasten

10 10
§- 5=
g g
g8 o T 1 7
a= 4=
PR O emes zzzz as s - ] T3 1

Kontrolle  Mix1 Mix2 LPS Kontrolle  Mix1 Mix2 LPS Kontrolle Mix1 Mix2 LPS Kontrolle Mix1 Mix2 LPS
1.2 mM Rifampicin 1.2 mM Rifampicin

Abbildung 16: Wirkung einer Rifampicinbehandlung unter proinflammatorischen Bedingungen auf die
Toll-like Rezeptor 2-Proteinexpression.

A) Keratinozyten und B) Fibroblasten aus nicht entziindlicher Haut wurden Uber einen Zeitraum von 24 h mit dem
Mix 1 (20 ng/mL Interleukin-13 und Interleukin-17A), dem Mix 2 (20 ng/mL Interleukin-1B3, Interleukin-6,
Interleukin-12,  Interleukin-17A, Interleukin-22, Interleukin-23, = Tumornekrose  Faktor), 10 pg/mL
Lipopolysaccharide (LPS) oder unbehandelt (Kontrolle) kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 2 h weiter
ohne Behandlung oder mit 1,2 mM Rifampicin weiter inkubiert. Die Lysate wurden fir die Analyse der
Proteinexpression mit spezifischen Antikdrpern gegen den Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) und B-Aktin inkubiert.
Angegeben sind die normierten Mittelwerte bezogen auf die Kontrolle + Standardabweichung (Keratinozyten
n = 3; Fibroblasten n = 2).

3.2.2.2 Immunmodulierende Wirkung einer Rifampicinbehandlung in ex vivo Explantaten
Versuchsaufbau zum Einfluss einer in vitro Rifampicinbehandlung auf Zytokine in ex vivo
Explantaten aus Hidradenitis suppurativa:

24h > Medium, Zytokin Messung
Gewebe, Immunhistometrie

* Rifampicin

Um den Einfluss von Rifampicin auf inflammatorische Prozesse zu untersuchen, wurde in
dem Medium der mit Rifampicin behandelten ex vivo Explantate die Ausschittung von
Hidradenitis suppurativa-assoziierten Zytokinen gemessen. Die Messung mittels Enzyme-
linked Immunosorbent Assay ergab, dass eine Behandlung der Explantate mit 1,2 mM
Rifampicin zu einer signifikant verminderten Ausschittung von TNF-a und IL-1B fdhrt,
wahrend die Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle (DMSO) **keinen Einfluss auf die

Zytokinsekretion hatte (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Wirkung einer Rifampicinbehandlung auf die Tumornekrosefaktor-a und Interleukin-13
Ausschuttung von ex vivo Explantaten gemessen mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay.

Die Explantate wurden fir 24 h mit verschiedenen Rifampicinkonzentrationen oder Ldsungsmittelkontrolle
(DMSO) kultiviert. In dem Medium wurden die Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin-18 (IL-1B)-
Konzentrationen mitteld Enzyme-linked Immunosorbent Assay gemessen. Die Werte wurden auf die Kontrolle
(0 mM Rifampicin) normiert und sind dargestellt als Whisker Boxplot (0-1.2 mM Rifampicin n =6, 1 % DMSO n =
3). Die P-Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem anschlieRenden Dunn’s multiple comparison
berechnet. *p < 0,05 und ***p < 0,001 wurden als signifikant zur Kontrolle (0 mM Rifampicin) gesehen. (modifiziert

nach Haferland et al. 2022)

Aulerdem konnte eine signifikante Reduktion der TNF und IL-1B8 Level im Medium nach
einer Behandlung mit 1,2 mM Rifampicin auch mit der Messung Uber den Cytometric Bead

Assay gezeigt werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Wirkung einer Rifampicinbehandlung auf die Tumornekrosefaktor und Interleukin-1f3
Ausschittung von ex vivo Explantaten gemessen mittels Cytometric Bead Assay.

Die Explantate wurden flir 24 h mit verschiedenen Rifampicinkonzentrationen kultiviert. In dem Medium wurden
die Tumornekrosefaktor (TNF)- und Interleukin-18 (IL-1B)-Konzentrationen mittels Cytometric Bead Assay
gemessen. Die Werte wurden auf die Kontrolle (0 mM Rifampicin) normiert und sind dargestellt als Whisker
Boxplot (TNF n =4; IL-1B n=5). Die P-Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem anschlieRenden
Dunn’s multiple comparison berechnet. *p < 0,05 und ***p < 0,001 wurden als signifikant zur Kontrolle (0 mM

Rifampicin) gesehen. (modifiziert nach Haferland et al. 2022)
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Neben der TNF und IL-13 Sekretion wurden weitere Zytokine und Chemokine mit Hilfe des
Cytometric Bead Assays im Medium der Gber 24 h mit Rifampicin behandelten Explantate
gemessen. Die Behandlung mit 1,2 mM Rifampicin fuhrte zu einer signifikant verringerten
Ausschattung des proinflammatorischen IL-6 und IL-8 sowie des antiinflammatorischen IL-10
(Abbildung 19). Die Zytokine IL-2, IL-4, IL-12/1L23p40, IL-13, IL-17A sowie IL-17F waren im

Medium der Kontrolle und behandelten Explantate nicht nachweisbar.
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Abbildung 19: Wirkung einer Rifampicinbehandlung auf die Interleukin-6, Interleukin-8 und Interleukin-10
Ausschittung von ex vivo Explantaten.

Die Explantate wurden fiir 24 h mit verschiedenen Rifampicinkonzentrationen kultiviert. In dem Medium wurden
die Interleukin-6 (IL-6)-, Interleukin-8 (IL-8)- und Interleukin-10 (IL-10)-Konzentrationen mittels Cyfometric Bead
Assay gemessen. Die Werte wurden auf die Kontrolle (0 mM Rifampicin) normiert und sind dargestellt als
Whisker Boxplot (IL-6 n = 6; IL-8 n = 6; IL-10 n = 3). Die P-Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem
anschlieenden Dunn’s multiple comparison berechnet. *p < 0,05 und **p < 0,01wurden als signifikant zur

Kontrolle (0 mM Rifampicin) gesehen. (modifiziert nach Haferland et al. 2022)

AuBerdem wurden Schnitte der ex vivo Explantate, bei denen die Zytokine im Medium nach
der Rifampicinbehandlung reduziert gemessen wurden, immunhistologisch analysiert. Die
Quantifizierung zeigte tendenziell verminderte TNF-a(+) und IL-1B(+) Zellen in den
Rifampicin behandelten Explantaten. Die Behandlung der ex vivo Explantate mit 1,2 mM

Rifampicin flhrte zu einer signifikanten Reduktion von IL-8(+) Zellen (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Wirkung einer Rifampicinbehandlung auf Tumornekrosefaktor-a(+), Interleukin-1B(+) und
Interleukin-8(+) Zellen im Stratum papillare der Dermis von ex vivo Explantaten.

Fir die Beurteilung der Wirkung von Rifampicin auf Zytokin produzierende Zellen in Hidradenitis suppurativa
Explantaten wurden diese immunohistologisch mit einem Anti-Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)-, Anti-Interleukin-13
(IL-1B)- und Anti-Interleukin-8 (IL-8)-Antikdrper gefarbt. Gezeigt werden reprasentative Ausschnitte und die
Quantifizierung ist dargestellt als Whisker Boxplot (TNF n = 5; IL-18 n = 5; IL-8 n = 5; MaRstabsbalken = 100 um;
schwarze Pfeile = TNF(+), IL-1B(+) und IL-8(+) Zellen). Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-
Test berechnet. **p < 0,01 wurde als signifikant zur Kontrolle (0 mM Rifampicin) gesehen. (Haferland et al. 2022,

Zustimmung der Co-Autoren wurde eingeholt)

Versuchsaufbau zum Einfluss einer in vitro Rifampicinbehandlung auf Immunzellen in ex vivo

Explantaten aus Hidradenitis suppurativa:

2h
> Gewebe, Inmunhistometrie
+ Rifampicin
24 h
> Gewebe, Inmunhistometrie
+ Rifampicin
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Da Effekte von Rifampicin auf Immunzellen bereits zuvor mit Hilfe der Immunhistochemie
gezeigt wurden, sollte untersucht werden, ob Rifampicin auch Einfluss auf die Anzahl dieser
Zellen hat. Die Quantifizierung der CD3(+)-T-Zellen zeigte nach 2- und 24-stindiger
Rifampicinbehandlung keine signifikanten Effekte auf die Anzahl der CD3(+)-T-Zellen. Die
Losungsmittelkontrolle (DMSOQO) zeigte dabei keine Effekte im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Wirkung einer Rifampicinbehandlung auf CD3(+)-T-Zellen im Stratum papillare der Dermis
in ex vivo Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden mit verschiedenen Rifampicinkonzentrationen oder
Losungsmittelkontrolle (DMSO) kultiviert. Fur die Beurteilung der Wirkung von Rifampicin wurden Schnitte dieser
mit einem Anti-CD3 Antikdrper angefarbt. Gezeigt werden reprasentative Ausschnitte und die Quantifizierung ist
dargestellt als Whisker Boxplot (0-1.2 mM Rifampicin n=7, 1 % DMSO n = 3; MaRstabsbalken = 100 pym;
schwarze Pfeile = CD3(+)-T-Zellen). Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet.
(modifiziert nach Haferland et al. 2022)

Im Zusammenhang mit den T-Zellen war weiterhin interessant, ob eine
Rifampicinbehandlung einen Einfluss auf die CD4(+)-T-Zellen ausibt. Die Quantifizierung
der Farbung zeigte, dass eine Behandlung mit Rifampicin Gber 2 h keinen Einfluss auf die
Anzahl der CD4(+)-T-Zellen hatte. Die Rifampicinbehandlung Uber einen Zeitraum von 24 h
reduzierte die Anzahl CD4(+)-T-Zellen im Stratum papillare der Explantate signifikant. Die
Losungsmittelkontrolle (DMSO) zeigte dabei keine Effekte im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Wirkung einer Rifampicinbehandlung auf CD4(+)-T-Zellen im Stratum papillare der Dermis
in ex vivo Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden mit verschiedenen Rifampicinkonzentrationen oder
Losungsmittelkontrolle (DMSO) kultiviert. Fur die Beurteilung der Wirkung von Rifampicin wurden Schnitte dieser
mit einem Anti-CD4 Antikérper fluoreszenzmarkiert. Gezeigt werden reprasentative Ausschnitte und die
Quantifizierung ist dargestellt als Whisker Boxplot (0-1.2 mM Rifampicin n =7, 1 % DMSO n = 3; MaRstabsbalken
= 50 ym). Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet. **p < 0,01 wurden als

signifikant zur Kontrolle (0 mM Rifampicin) gesehen.
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Neben dem Einfluss von Rifampicin auf die Anzahl der T-Zellen wurde der Einfluss auf die in
Hidradenitis suppurativa erhdht beschriebenen neutrophile Granulozyten untersucht. Dafur
wurde die Myeloperoxidase als Zellmarker genutzt. Sowohl eine 2- als auch eine 24-stlindige
Behandlung mit Rifampicin hatte keinen Einfluss auf die Anzahl Myeloperoxidase(+) Zellen.
Die LoOsungsmittelkontrolle (DMSQO) zeigte dabei keine Effekte im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Wirkung einer Rifampicinbehandlung auf neutrophile Granulozyten im Stratum papillare
der Dermis in ex vivo Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden mit verschiedenen Rifampicinkonzentrationen oder
Losungsmittelkontrolle (DMSO) kultiviert. Fur die Beurteilung der Wirkung von Rifampicin wurden Schnitte dieser
mit einem Anti-Myeloperoxidase-Antikérper (Marker flir neutrophile Granulozyten) angefarbt. Gezeigt werden
reprasentative Ausschnitte und die Quantifizierung ist dargestellt als Whisker Boxplot (0-1.2 mM Rifampicinn =7,
1 % DMSO n = 3; MaRstabsbalken = 100 uym; schwarze Pfeile = Myeloperoxidase(+) Zellen). Die P-Werte wurden
mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet. (modifiziert nach Haferland et al. 2022)

Weiterhin wurde untersucht, ob die entzindungshemmende Wirkung auf die
Zytokinfreisetzung in Hidradenitis suppurativa Explantaten nach einer Rifampicinbehandlung
auf den TLR2-Signalweg zurlckzuflhren ist. Da der TLR2 sowohl von Keratinozyten als
auch von Fibroblasten und Immunzellen exprimiert wird, wurde zwischen epidermaler und
dermaler TLR2-Expression unterschieden. Die immunhistologische Farbung zeigte keinen
Unterschied in der epidermalen TLR2 Intensitat der mit Rifampicin behandelten ex vivo
Explantaten nach 2 und 24 h (Abbildung 37 im Anhang). Die Rifampicinbehandlung fir 2 h
fuhrte zu einer tendenziell verringerten Anzahl der TLR2(+)-Zellen im Stratum papillare der

Dermis. Dieser Trend setzte sich auch bei einer langeren Kultivierung von 24 h fort. Die
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Losungsmittelkontrolle (DMSO) zeigte dabei keine Effekte im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Wirkung einer Rifampicinbehandlung auf Toll-like Rezeptor 2(+) Zellen im Stratum papillare
der Dermis in ex vivo Explantaten.
Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden mit verschiedenen Rifampicinkonzentrationen oder
Lésungsmittelkontrolle (DMSO) kultiviert. Fir die Beurteilung der Wirkung von Rifampicin wurden Schnitte dieser
mit einem Anti-Toll-like Rezeptor 2 (TLR2)-Antikdrper angefarbt. Gezeigt werden reprasentative Ausschnitte und
die Quantifizierung ist dargestellt als Whisker Boxplot (0-1.2 mM Rifampicin n=7, 1 % DMSO n = 3;
MafRstabsbalken = 100 um; schwarze Pfeile = TLR2(+) Zellen). Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-

Whitney-U-Test berechnet. (modifiziert nach Haferland et al. 2022)

64



3.3 Behandlungen mit der Rifampicin-Nanoformulierung

Neben der molekularen Wirkung einer in vitro Rifampicinbehandlung in Hidradenitis
suppurativa Zellkulturmodellen, wurde die vom Institut fir Pharmazeutische Technologie der
Goethe Universitat Frankfurt entwickelte Rifampicin-Nanoformulierung praklinisch validiert,
um diese dahingehend zu prufen, ob sie sich als zukunftige topische Anwendung fur die

milde Form der Hidradenitis suppurativa eignet.

3.3.1 Toxizitit der Rifampicin-Nanoformulierung
3.3.1.1 Toxizitdit der Rifampicin-Nanoformulierung in Epidermismodellen

Versuchsaufbau Epidermismodell:

histologische
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submers Luftfliissigkeitsphasengrenze Behandlung Analyse
43,,
BEha"dlung histologische
Analyse

Die Behandlung erfolgte mit einer 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung fir 2, 24 und
48 h, wobei bei letzterem nach 24 h eine erneute Behandlung stattfand. Als Kontolle wurden
die Modelle mit unbeladenen Liposomen behandelt. Eine 2-stindige Behandlung hatte
keinen Einfluss auf die Morphologie der Epidermismodelle, wahrend nach 24 h und 48 h das
Stratum corneum verdickt war (Abbildung 25). Die anderen Zellschichten sahen unauffallig

aus.
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Abbildung 25: Kultivierungseinfluss der Rifampicin-Nanoformulierung auf die Morphologie von
Epidermismodellen.

Epidermismodelle aus préputialen Keratinozyten wurden fir A) 2, B) 24 und C) 48 h mit unbeladenen Liposomen
oder der 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Nach der Kultivierung wurden die
Epidermismodelle fiir die morphologische Beurteilung mit Hamatoxylin-Eosin angefarbt. Abgebildet sind

reprasentative Schnitte (n = 3; MaRstabsbalken = 100 pm).

Um den Einfluss der Nanoformulierung auf die Proliferationsfahigkeit der Zellen beurteilen zu
kbnnen, wurden die behandelten Modelle mit einem Antikdrper gegen Ki-67
immunohistologisch  gefarbt. Die Behandlung mit der 0,3 %-igen Rifampicin-
Nanoformulierung fihrte Gber einen Zeitraum von 2 bis 24 h zu keiner verminderten
Proliferationsfahigkeit. Die Quantifizierung der proliferationsfahigen Keratinozyten nach der
48-stundigen Behandlung deutete auf tendenziell verminderte Anzahl Ki-67(+) Keratinozyten
hin. Die immunhistochemischen Farbungen sowie die Quantifzierung sind im Anhang
abgebildet (Abbildung 38).

AuRerdem wurden die Epidermismodelle mittels cleaved Caspase 3 Farbung auf
Apoptoseinduktion untersucht. Der immunhistologische Nachweis zeigte zu keinem Zeitpunkt
cleaved Caspase 3(+) Keratinozyten, eine Induktion der Apoptosekaskade durch die
Nanoformulierung kann somit ausgeschlossen werden. Die immunhistochemischen
Farbungen sind im Anhang abgebildet (Abbildung 39).

In einem weiteren Test fur die Beurteilung der Toxizitat der Rifampicin-Nanoformulierung,
wurden in dem Medium der Epidermismodelle die Laktat-Dehydrogenase Level gemessen.
Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle stieg die prozentuale Zytotoxizitat durch eine

Behandlung mit den unbeladenen Liposomen oder der Rifampicin-Nanoformulierung tber 2
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bis 48 h nicht. Als Positivkontrolle dienten Epidermismodelle, die mit 1 % Triton behandelt
wurden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Zytotoxizitat der Rifampicin-Nanoformulierung auf Epidermismodelle.

Epidermismodelle aus préputialen Keratinozyten wurden fir 2, 24 und 48 h mit unbeladenen Liposomen, 0,3 %-
iger Rifampicin-Nanoformulierung (Rifampicin) oder 1 %-iger Triton X-100 Lésung (positiv Kontrolle) behandelt.
Mit dem Kulturmedium der Modelle wurde ein Laktat-Dehydrogenase Assay durchgefiihrt. Angegeben sind die
Mittelwerte + Standardabweichung (n=3). Die P-Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem
anschlielenden Dunn’s multiple comparison berechnet. *p < 0,05 und **p < 0,01 wurden als statistisch signifikant

zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle angesehen.

Neben der Toxizitatsbeurteilung der 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung wurden die
Epidermismodelle bezlglich Einflisse der Rifampicin-Nanoformulierung auf die
Differenzierung der Keratinozyten in den Epidermismodellen untersucht. Im Vergleich zur
jeweiligen unbehandelten Kontrolle blieb die Expression der drei Differenzierungsmarkern in
den mit der 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung behandelten Epidermismodellen
innerhalb der Behandlungszeit unverandert (Abbildung 40 im Anhang).

3.3.1.2 Toxizitdit der Rifampicin-Nanoformulierung in ex vivo Explantaten

Versuchsaufbau ex vivo Explantate:
24h

histologische
> Anal
+ Behandlung alyse

Des Weiteren wurde die Rifampicin-Nanoformulierung auf den ex vivo Explantaten aus
lasionalen Hidradenitis suppurativa auf toxische Einflisse getestet. Die Explantate wurden
Uber 24 h kultiviert und verlieben unbehandelt oder wurden entweder mit den unbeladenen
Liposomen oder der Rifampicin-Nanoformulierung behandelt. Fir die Beurteilung des
Einflusses der Behandlungen auf die Morphologie, wurden Schnitte der Explantate nach der
Kultivierung mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Diese Farbung deutet auf keine morphologische

Veranderung der Explantate durch die Behandlung hin (Abbildung 41 im Anhang).
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Auch die mit der Rifampicin-Nanoformulierung behandelten Explantate wurden dahingehend
untersucht, ob die Proliferationsfahigkeit der Keratinozyten wahrend der Behandlung gleich
blieb. Hieraus ging hervor, dass die Behandlung mit der Rifampicin-Nanoformulierung zu
keiner verminderten Proliferationsfahigkeit fihrte. Die immunhistochemischen Farbungen
sind im Anhang abgebildet (Abbildung 42).

Ferner sollte die Einleitung der Apoptose durch die Behandlung der ex vivo Explantate mit
der Rifampicin-Nanoformulierung ausgeschlossen werden. Die Quantifizierung der cleaved
Caspase 3(+) Zellen zeigte sowohl in der Epidermis als auch in der Dermis keine
Apoptoseinduktion im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die immunhistochemischen
Farbungen sind im Anhang abgebildet (Abbildung 43).

3.3.2 Immunmodulierende Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung

Versuchsaufbau:

24h > Medium, Zytokin Messung
Gewebe, Inmunhistometrie

* Behandlung

Mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay wurde der Wirksamkeit der 0,3 %-igen
Rifampicin-Nanoformulierung auf die IL-1B Sekretion in I&sionaler Hidradenitis suppurativa
untersucht. Die Messung ergab eine verminderte IL-138 Ausschittung ins Medium durch die
Behandlung der lasionalen Hidradenitis suppurativa Explantate mit 0,3 %-iger Rifampicin-
Nanoformulierung nach 24 h (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung auf die Interleukin-18 Ausschiittung von ex vivo
Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden fur 24 h mit unbeladenen Liposomen oder 0,3 %-igen Rifampicin-
Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Mit dem Kulturmedium wurde ein IL-13 Enzyme-linked Immunosorbent
Assay durchgefiihrt. Die Werte wurden auf die Kontrolle (unbehandelt) normiert und sind dargestellt als Whisker
Boxplot (n =4). Die P-Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem anschlieBenden Dunn’s multiple

comparison berechnet. *p < 0,05 wurde als statistisch signifikant zur unbehandelten Kontrolle angesehen.
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In den mit der 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung behandelten ex vivo Explantaten
wurden schliellich der Effekt auf die Immunzellen untersucht. Die Quantifizierung der
CD3(+)-T-Zellen zeigte nach 24-stiindiger Rifampicin-Nanoformulierung Behandlung keinen
Einfluss auf die Anzahl der CD3(+)-T-Zellen (Abbildung 28).

unbehandelt Liposomen Rifampicin

n

-
o

1

CD3(+) Zellen
(normiert zu Gesamt)

P e 2 L
?

e
o

;o

¥ibeges
Vol R

Abbildung 28: Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung auf CD3(+)-T-Zellen im Stratum papillare der

Dermis in ex vivo Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden fir 24 h mit unbeladenen Liposomen oder 0,3 %-igen Rifampicin-
Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Fir die Beurteilung der Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung
wurden Schnitte dieser mit einem Anti-CD3 Antikdrper angefarbt. Gezeigt werden reprasentative Ausschnitte und
die Quantifizierung ist dargestellt als Whisker Boxplot (n =4; MaRstabsbalken = 100 ym; schwarze Pfeile =
CD3(+)-T-Zellen). Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet.

Als nachstes wurden die T-Zellen differenzierter untersucht. Die Quantifizierung der mittels
Immunfluoreszenz markierten CD4(+)-T-Zellen konnte keinen Effekt auf die CD4(+)-T-Zellen
in den Explantaten durch die 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle nachweisen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung auf CD4(+)-T-Zellen im Stratum papillare der
Dermis in ex vivo Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden fiir 24 h mit unbeladenen Liposomen oder 0,3 %-igen Rifampicin-
Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Fir die Beurteilung der Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung
wurden Schnitte dieser mit einem Anti-CD4 Antikorper fluoreszenz markiert. Gezeigt werden reprasentative
Ausschnitte und die Quantifizierung ist dargestellt als Whisker Boxplot (n = 4; MaRstabsbalken = 50 ym). Die P-

Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet.

Zudem wurde der Einfluss der Behandlung auf die Anzahl neutrophilen Granulozyten
untersucht. Hierbei konnte kein Effekt auf die Anzahl der neutrophilen Granulozyten durch
die Behandlung mit 0,3 %-iger Rifampicin-Nanoformulierung Uber 24 h nachgewiesen
werden (Abbildung 30).

70



unbehandelt Liposomen Rifampicin

o

ey
o

o=
o

o
o

Myeloperoxidase(+) Zellen
{normiert zu Gesamt)

Ei—

P 7 %
o 8 e o LGy Y e . unbehandelt Liposomen Rifampicin

Abbildung 30: Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung auf neutrophile Granulozyten im Stratum
papillare der Dermis in ex vivo Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden fur 24 h mit unbeladenen Liposomen oder 0,3 %-igen Rifampicin-
Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Fir die Beurteilung der Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung
wurden Schnitte dieser mit einem Anti-Myeloperoxidase-Antikorper angefarbt. Gezeigt werden reprasentative
Ausschnitte und die Quantifizierung ist dargestellt als Whisker Boxplot (n =4; Mafstabsbalken = 100 ym
schwarze Pfeile = Myeloperoxidase(+) Zellen). Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test

berechnet.

Nachdem sich bereits eine tendenziell verringerte Anzahl TLR2(+) Zellen im Stratum
papillare bei den mit 1,2 mM Rifampicin in DMSO behandelten ex vivo Explantate
abzeichnete, sollten auch die mit der Rifampicin-Nanoformulierung behandelten Explantate
dahingehend untersucht werden. Die immunhistologische Farbung deutet auf keinen
Unterschied in der epidermalen TLR2 Intensitat der mit Rifampicin-Nanoformulierung
behandelten ex vivo Explantaten hin (Abbildung 44 im Anhang). Die Quantifizierung der
TLR2(+) Zellen im Stratum papillare der Dermis zeigte dabei einen schwachen Trend zu
verminderten TLR2(+) Zellen (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung auf Toll-like Rezeptor 2(+) Zellen im Stratum

B
papillare der Dermis in ex vivo Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden fur 24 h mit unbeladenen Liposomen oder 0,3 %-igen Rifampicin-
Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Fir die Beurteilung der Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung
wurden Schnitte dieser mit einem Anti-Toll-like Rezeptor 2 (TLR2)-Antikdrper angefarbt. Gezeigt werden
reprasentative Ausschnitte und die Quantifizierung ist dargestellt als Whisker Boxplot (n = 4; MaRstabsbalken =
100 pM; schwarze Pfeile = Toll-like Rezeptor 2(+) Zellen). Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-

U-Test berechnet.
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten zunachst Hidradenitis suppurativa
Zellkulturmodelle etabliert werden, welche im Folgenden fir die Untersuchung der Wirkung
sowie zur Validierung der vom Institut fir Pharmazeutische Technologie der Goethe
Universitat Frankfurt 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung genutzt werden sollten. Die
Untersuchung der Wirkung diente der Suche von Biomarkern flr die Wirksamkeit der
Rifampicin-Nanoformulierung bei Hidradenitis suppurativa und gleichzeitig der Erforschung

der immunmodulierenden Wirkung in Hidradenitis suppurativa-typische Proteine und Zellen.

4.1 Etablierung von Hidradenitis suppurativa Zellkulturmodellen
4.1.1 Hidradenitis suppurativa Epidermismodelle

Als erstes Ziel dieser Arbeit wurden Hidradenitis suppurativa Epidermismodelle etabliert.
Diese sollten dabei die gleichen Eigenschaften aufweisen, wie die in der Literatur bereits
beschriebene Epidermis der Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten. Ein
Vergleich zwischen Epidermismodellen aus Prdputium und Hidradenitis suppurativa sowie
den entsprechenden Biopsien erlaubte eine Aussage daruUber, ob die Epidermismodelle der
nativen Epidermis entsprachen. Dafir wurden die Morphologie mittels Hamatoxylin-Eosin
Farbung und die Differenzierung der Keratinozyten durch die Farbung mit entsprechenden
Markern untersucht, um beurteilen zu kdénnen, ob die funktionellen Schichten der Epidermis
ausgebildet wurden. Da die Erkrankung zumeist in der dritten und vierten Lebensdekade der
Patientinnen und Patienten ihren Aktivitatshdhepunkt erreicht (22—24), handelt es sich um
adulte Keratinozyten, die fur die Kultivierung der Hidradenitis suppurativa Epidermismodelle
genutzt wurden. Adulte Keratinozyten gelten als weniger proliferativ als juvenile
Keratinozyten (157), etwa denen aus Praputium, welche von Spendern aus dem Kindesalter
stammten. Ein Protokoll fir die Kultivierung von Epidermismodellen aus préputialen
Keratinozyten lag bereits vor, welches vorsah, nach 4 Tagen submerser Kultivierung, eine
10-tagige Kultivierung an der Luftflissigkeitsphasengrenze anzuschlieRen. (180) Der
Kultivierungszeitraum der Epidermismodelle an der Luftfliissigkeitsphasengrenze wurde
daher gemald dem Protokoll von Jean et al. 2009 von 10 auf 14 und 21 Tage verlangert, um
so moglichen Proliferationseinschrankungen der adulten Keratinozyten aus Hidradenitis
suppurativa vorzubeugen. (181) Die hier genutzten Keratinozyten aus lasionaler Hidradenitis
suppurativa bildeten mehrschichtige Epidermismodelle. Aus histologischen Untersuchungen
ist bekannt, dass die Epidermis bei Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten

vermehrt Reteleisten und eine psoriasiforme Hyperplasie im Vergleich zu nicht entztindlicher
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Haut ausbildet. (182-185) Diese morphologischen Eigenschaften konnten die
immunhistochemischen Farbungen der Biopsien bestatigen, jedoch liel3en sie sich in den
Epidermismodellen nicht reproduzieren. Dies lasst sich durch die Verwendung der starren
Transwellsysteme fir die Kultivierung der Epidermismodelle erklaren. Die Ausbildung von
Reteleisten ist somit nur in Vollhautmodellen zu erwarten. Nach 21 Tagen Kultivierung an der
Luftflussigkeitsphasengrenze, konnte sowohl in den Epidermismodellen aus Hidradenitis
suppurativa als auch Prédputium ein verdicktes Stratum corneum im Vergleich zu den 14
Tagen Kultivierung beobachtet werden, was auf eine erhdhte Proliferation hindeutet. Vor
dem Hintergrund, dass die Epidermis sich standig selbsterneuert, kénnte der Grund des
verdickten Stratum corneums auch in der langeren Kultivierungszeit liegen, so dass mehr
Zeit fur die Ausbildung des Stratum corneum verlieb. Als wichtiger Bestandteil des
Verhornungsprozesses, tragt Filaggrin wesentlich zur Stratifizierung der Epidermis bei. (185)
Die in Hidradenitis suppurativa beschriebene und auch hier bestatigte verminderte Filaggrin
Intensitat in den Biopsien aus Hidradenitis suppurativa im Vergleich zu nicht entzindlicher
Haut (172,185), zeichnete sich auch in den immunhistologischen Nachweisen der
Epidermismodellen fiir beide Kultivierungszeitraume ab, wenn auch die Quantifizierung dies
nicht belegen konnte. Ein weiteres Protein, welches sich an den initialen Schritten des
Verhornungsprozesses beteiligt, ist Involucrin. (186) Die Hidradenitis suppurativa
Epidermismodelle zeigten eine verstarkte Involucrin Verteilung im Vergleich zu den
Epidermismodellen aus Prédputium. Diesen Effekt demonstrieren auch die Biopsien aus
Hidradenitis suppurativa und nicht entzindlicher Haut aus Brustreduktion. Im Vergleich zur
gesunden Kontrolle, beobachteten Dmitriev et al. 2021 ebenfalls eine erhdhte Involucrin
Expression in lasionaler Hidradenitis suppurativa. (172) Als Marker fiur die frihe
Differenzierung diente Zytokeratin-10 in dieser Arbeit. (187,188) Unabhangig von der
Kultivierungsdauer war die Zytokeratin-10 Expression in den Epidermismodellen aus
Préaputium ausgepragter als in denen aus Hidradenitis suppurativa. Gleiches galt fir die nicht
entzlindliche Haut, was die Ergebnisse von Dmitriev et al. 2021 bestatigen. Im Gegensatz
dazu, zeigten Kurzen et al. 1999 und Kurokawa et al. 2002 eine starke subrabasale Farbung
in lasionaler Hidradenitis suppurativa Epidermis. DarlUber hinaus untersuchten sie die
Expression von Zytokeratin-10 in verschiedenen Stadien drainierender Sinustrakte mittels
Immunhistochemie. Im verhornten Epithel stellten sie eine starkere Expression von
Zytokeratin-10 fest, die im weniger verhornten und stark entzindeten Epithel abnahm.
(188,189) Diese Ergebnisse implizieren, dass die Krankheitsprogression und/oder
Entzindung einen Einfluss auf die Keratinozyten Differenzierung hat und somit die
Expression von Zytokeratin-10 bei Hidradenitis suppurativa im Vergleich zu nicht

entzlndlicher Haut verringern kann. Zur Beurteilung der Epidermismodelle hinsichtlich
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proliferationsfahiger Keratinozyten innerhalb des Modells, wurde in der vorliegenden Arbeit
die Ki-67-Farbung verwendet. Die Quantifizierung zeigte diesbezlglich tendenziell mehr Ki-
67(+)-Keratinozyten in den Epidermismodellen aus Hidradenitis suppurativa im Vergleich zu
denen aus Prdputium, was somit der in vivo Situation gleichkommt. Mittels Quantifizierung
fanden Dmitriev et al. 2021 und van der Zee et al. 2012 ebenfalls eine erhdhte Anzahl Ki-
67(+) Keratinozyten in entzindlichen Arealen von Hidradenitis suppurativa Patientinnen und
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen. (172,190) Auch wenn bei der Quantifizierung
in den Hidradenitis suppurativa Epidermismodellen im Vergleich zu denen aus Prédputium
lediglich einen Trend zu einer hdheren Anzahl von Ki-67(+) Keratinozyten nachgewiesen
werden konnte, kann aus den Daten geschlossen werden, dass die Keratinozyten ihre
Fahigkeit zur Proliferation wahrend der Kultivierung nicht verlieren. Weiterhin bleibt die bei
Hidradenitis suppurativa beobachtete gestorte Barrierefunktion der Keratinozyten in den
Epidermismodellen tendenziell erhalten. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Trends konnten durch eine Modifikation des Mediums, z.B. durch eine Zugabe von
Hidradenitis suppurativa-assoziierten Zytokinen oder durch die Erweiterung der

Epidermismodelle mit Kokulturen moglicherweise signifikant werden.

In Anbetracht dessen, dass Hidradenitis suppurativa eine chronisch entzindliche
Hauterkrankung ist, sollte ein Modell fir die Forschung die in Hidradenitis suppurativa
beschriebenen Entzindungsmuster widerspiegeln. Aus der Literatur ist bekannt, dass die
proinflammatorischen Zytokine IL-1B8 und TNF-a in hohem Male in lasionalen Gewebe, im
Medium von ex vivo kultivierten Explantaten und im Blut von Patientinnen und Patienten
nachweisbar sind. (43,44,73,191) Nach einer Kultivierungszeit von 14 Tagen, wiesen die
Hidradenitis suppurativa Epidermismodelle einen Trend zu einer hoéheren IL-1f und TNF-
a-Sekretionen auf. Der Trend der erhdhten IL-13 Level war nach 21 Tagen Kultivierung
jedoch umgekehrt. Hingegen lag die TNF-a-Ausschuttung sowohl bei den Hidradenitis
suppurativa Epidermismodellen als auch bei den préputialen Epidermismodellen unterhalb
der Nachweisgrenze, was darauf hindeutet, dass sich das Zytokinprofil moéglicherweise
aufgrund fehlender Stimulation nach 21 Tagen normalisiert und damit die Kultivierungszeit

von 21 Tagen zu lang ist.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass Keratinozyten aus I|asionaler Hidradenitis
suppurativa mehrschichtige Epidermismodelle bilden kénnen, welche die essentiellen
Differenzierungsmarker ahnlich der nativen lasionalen Hidradenitis suppurativa exprimieren.
Des Weiteren schitten die Epidermismodelle aus Hidradenitis suppurativa die
proinflammatorischen Zytokine IL-1B und TNF-a aus. Daraus kann geschlussfolgert werden,

dass sich die Hidradenitis suppurativa Epidermismodelle fir die Grundlagenforschung, zur
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Suche nach mdglichen Biomarkern sowie zur Testung von topischen oder systemischen

Wirkstoffen, insbesondere fir die Validierung der Rifampicin-Nanoformulierung, eignen.

4.1.2 Exvivo Explantate

Darlber hinaus wurden die bereits von anderen Arbeitsgruppen der Hidradenitis suppurativa
Forschung genutzten ex vivo Explantate etabliert. Die Explantatkulturen beinhalten wichtige
Charakteristika der nativen Gewebe wie die extrazellulare Matrix, die Diversitat der Zelltypen,
natlrlich stratifizierte epidermale Schichten sowie die Hautanhangsgebilde, Haarfollikel und
Talgdriseneinheit. (164) Da aktuell davon ausgegangen wird, dass eine Entziindung der
Talgdriiseneinheit der Atiologie der Hidradenitis suppurativa entspricht, bildet dieses System
die in vivo Situation am umfangreichsten ab, mit der Grundlagenforschung betrieben und
nach Biomarkern gesucht werden kann. (44,75,154,191-193) In Anlehnung an das Protokoll
von van der Zee et al. 2011, erfolgte die Etablierung der Explantatkulturen. Die Beurteilung
der Morphologie und damit die strukturelle Integritdt der lasionalen Epidermis der hier
etablierten ex vivo Explantate, erfolgte anhand der Hamatoxylin-Eosin Farbung. Im Vergleich
zu den direkt fixierten Biopsien, konnte aufgrund der Hamatoxylin-Eosin Farbung kein
Einfluss der Kultivierung bis zu 48 h auf die strukturelle Integritdt der Epidermis bei den
Explantaten aus nicht entzindlicher Haut als auch Hidradenitis suppurativa nachgewiesen
werden. Sanchez et al. 2019 zeigten in ihrer Arbeit Explantatkulturen, deren Hautarchitektur
bis zu 4 Tage Kultivierung erhalten blieb. Verglichen mit dem in dieser Arbeit eingesetzten
Medium, nutzten sie ein anderes Kaultivierungsmedium, was aullerdem 10 % fotales
Kalberserum enthielt und ersetzten das Medium alle 2 Tage, anstelle eines taglichen
Mediumwechsels. (154) Des Weiteren wurde ein ex vivo Explantat Modell aus gesunder
Haut in Kokultur mit der Sebozyten-Zelllinie SZ95 vorgestellt. Dieses sowie entsprechende
Kontrollen wurden Uber einen Zeitraum von 6 Tagen in serumfreien Sebozytenmedium
kultiviert und das Medium jeden zweiten Tag durch frisches Medium ersetzt. Im zeitlichen
Verlauf der Kultivierung (Tag 2, Tag 4, Tag 6) deutete die Hamatoxylin-Eosin Farbung der
Explantate mit Sebozyten Koultur im Vergleich zu ohne Kokultur auf keine morphologischen
Veranderungen hin. Die Modelle ohne Kokultur dagegen, wiesen eine Auflésung der
Epidermis auf. (194) In einem nachsten Schritt wurden l|asionale sowie perildsionale
Hidradenitis suppurativa Gewebesticke in Kokultur mit Sebozyten oder alleine Uber einen
Zeitraum von 3 Tagen kultiviert, hierbei erfolgte ein taglicher Mediumwechsel. Die
Hamatoxylin-Eosin Farbung demonstrierte bei den Explantaten ohne Kokultur eine sich

auflésende Epidermis, wahrend sie bei den Explantaten mit Kokultur unverandert blieb. Die
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Autoren fuhrten diesen Effekt darauf zuriick, dass die Sebozyten wichtige Komponenten fiir
die Aufrechterhaltung der Vitalitdt der Explantate bereitstellen. (192) Doch weder die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit noch die Daten von Sanchez et al. 2019 konnten die bei
Nikolakis et al. 2016 und Hou et al. 2022 beobachtete Desintegration der Epidermis bei
alleiniger Kultivierung der ex vivo Explantate zeigen. Neben der Bildung essentieller
Faktoren fUr die Erhaltung der epidermalen Integritat durch die Sebozyten kdénnte auch das
Sebozytenmedium einen Einfluss auf die Explantate ohne Kokulturen haben, was schlief3lich
zur Degeneration der Epidermis fuhrte. Da fur die noch folgenden Experimente mit den ex
vivo Explantaten im Rahmen dieser Arbeit kein langerer Kultivierungszeitraum als 24 h
bendtigt wurde, war die Kultivierung bis 48 h bei gleichbleibender Morphologie ausreichend.
Die Ergebnisse der beschriebenen Untersuchungen mit nicht entzindlichen und
entzlindlichen ex vivo Explantaten deuten darauf hin, dass sich die strukturelle Integritat der

Epidermis auch bei einer langeren Kultivierung als 48 h nicht andern wird.

Als Parameter fUr die Viabilitat der ex vivo Explantate, diente die Proliferationsfahigkeit der
Keratinozyten wahrend der Kultivierung. Hierfir wurde der Proliferationsmarker Ki-67
genutzt, welcher klassischerweise von Keratinozyten im Stratum basale exprimiert wird. (1)
Die Quantifizierung der Ki-67(+) Keratinozyten in den Explantaten aus nicht entziindeter
Haut belegten in der vorliegenden Arbeit keinen Unterschied zwischen der nicht kultivierten
Kontrolle und den Kultivierungszeitraumen 24 bis 48 h. In ex vivo Explantaten aus gesunder
Haut konnten Kleszczynski und Fischer 2012 unter serumfreier Kultivierung bis 48 h
ebenfalls Ki-67(+) Keratinozyten nachweisen. (195) Eine weitere Mdglichkeit die Viabilitat
von kultivierten Explantaten darzustellen, ist die Messung der mitochondrialen, bzw.
metabolischen Aktivitat mittels MTT-Assay (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid). Hierbei zeigten Eberlin et al. 2020 in ex vivo Explantaten aus
gesunder Haut, dass eine Kultivierung bis zu 5 Tage keinen Einfluss auf die mitchondriale
Aktivitat hat und somit kein negativer Einfluss durch die Kultivierung auf die Explantate
entsteht. (164) Hingegen reduziert sich die prozentuale Anzahl Ki-67(+) Keratinozyten im
Stratum basale in einem Explantatmodell aus gesunder Haut mit und ohne Sebozyten-
Zelllinie SZ95 Kokultur nach 6 Tagen Kultivierung im Vergleich zur nicht kultivierten
Kontrolle, wobei die Explantate ohne Kokultur weniger proliferationsfahige Keratinozyten
aufwiesen als die Explantate in Kokultur. (194) Da hier keine Quantifizierung zu friheren
Kultivierungszeitpunkten stattfand, kénnen die Ergebnisse nur bedingt mit denen der
vorliegenden Arbeit verglichen werden. Hinzu kommt, dass fir die Ki-67(+) Quantifizierung
der Explantate mit und ohne Kokultur sowie fur die Kontrolle lediglich Zellen im Stratum
basale in funf unabhangigen Bildern des gleichen Schnittes ausgezahlt wurden. Im

Gegensatz dazu wurden in dieser Arbeit die Keratinozyten der gesamten Epidermis
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quantifiziert. Der gleiche Effekt reduzierter Ki-67(+) Keratinozyten wurde in den ex vivo
Explantaten aus lasionaler und perilasionaler Hidradenitis suppurativa mit und ohne
Sebozyten-Zelllinie SZ95 Kokultur nach 3 Tagen Kultivierung beobachtet. Der Anteil Ki-67(+)
Keratinozyten nahm, unabhangig von der Art des Gewebes, wahrend der Kultivierung ab,
wobei die Quantifizierung weniger proliferationsfahige Keratinozyten in den Modellen ohne
Kokultur zeigt. (192) Die Daten der vorliegenden Arbeit bezlglich der Proliferationsfahrigkeit
der Keratinozyten in den ex vivo Explantaten aus lasionaler Hidradenitis suppurativa
belegten dagegen gleichermalen, wie die der Explantate aus nicht entztindlicher Haut, eine
stabile Rate Ki-67(+) Keratinozyten wahrend des gesamten Kultivierungszeitraumes bis zu
48 h. Auch hier kdnnte die Vorgehensweise bei der Quantifizierung fur die Diskrepanz der
Resultate verantwortlich sein. Da es weder bei den Explantaten aus nicht entziindlicher Haut
noch aus lasionaler Hidradenitis suppurativa zu einem Verlust der Proliferationsfahigkeit der
Keratinozyten kam, lasst sich daraus schlussfolgern, dass die Explantatmodelle stabil sind

und sich fir die weiteren Untersuchungen mit der Rifampicin eignen.

Die bereits in anderen Arbeitsgruppen kultivierten Explantatkulturen aus lasionaler
Hidradenitis suppurativa wurden erfolgreich im Rahmen dieser Arbeit etabliert. Wahrend der
Kultivierungszeit blieben die Morphologie der Zellen sowie die Integritat der Epidermis in den
Modellen aus Hidradenitis suppurativa und nicht entzindlicher Haut unverandert. Eine
gleichmaRige Proliferationsrate der Keratinozyten bis zu 48 h Inkubation belegt letztendlich,
dass die ex vivo Explantate stabil sind und somit flr verschiedene Untersuchungen in der
Grundlagenforschung, Biomarker Screening und zur Testung der topischen Rifampicin-

Nanoformulierung verwendet werden kénnen.

4.2 Rifampicinbehandlung in Zellkulturmodellen der Hidradenitis
suppurativa

4.2.1 Nanocarrier als Applikationsform bei mild ausgepragten Dermatosen -
zukiinftige topische Anwendung bei milder Hidradenitis suppurativa?

Um den Nebenwirkungen einer systemischen Therapie zu umgehen, werden insbesondere
Erkrankungen der Haut in leichten Schweregraden zunachst topisch behandelt. (85,196,197)
Darlber hinaus verbessert die topische Applikation von Wirkstoffen deren Bioverfligbarkeit
durch die Umgehung des intestinalen und/oder hepatischen First-Pass-Effects und stellt eine

Patientinnen- und Patienten-freundliche flexible Verabreichungsform mit einfacher Einleitung
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und Beendigung dar. (198) Durch ihre Anatomie limitiert die Haut die Permeationsfahigkeit
von Arzneimitteln Uber die topische Verabreichung. Diese Problematik kann durch die
Formulierung von Wirkstoffen in Nanocarrier, wie Liposomen oder Nanoemulsionen,
umgangen werden. Zu den weiteren Vorteilen dieser Wirkstoffverabreichungssysteme
gehoren eine erhohte Loslichkeit der Arzneimittel, verbesserte Stabilitdt und Verteilung der
Wirkstoffe sowie eine kontrollierte Freisetzung. (198,199) Liposomen sind spharische Vesikel
aus Phospholipiden, bei denen der aktive pharmazeutische Wirkstoff im hydrophilen Kern
oder der lipophilen Membran enthalten ist. (198,200) Sie dringen als intakte Vesikel in das
Stratum corneum ein, wobei der Wirkstoff sich sowohl im Stratum corneum als auch in den
unteren Schichten der Epidermis bis hin zu den Hautanhangsgebilden wie den Haarfollikeln
mit den dazugehorigen Talgdrisen verteilt. (201,202) Durch den Einsatz von Zusatzen, wie
beispielsweise Ascorbinsaure kann die Penetrationsfahigkeit der Liposomen noch zusatzlich

erhoht und gleichzeitig die Oxidation des Wirkstoffs positiv beeinflusst werden. (203)

Fir die Behandlung dermatologischer Krankheiten wurden bereits verschiedene liposomale
Nanoformulierungen hergestellt und getestet. So konnte bei einer liposomalen Hydrocortison
Formulierung eine verbesserte in vitro und in vivo Wirkstofffreisetzung aus dem liposomalen
Gel im Vergleich zum herkdbmmlichen Praparat gezeigt werden, wodurch eine
Wirkstoffreduzierung bei gleichbleibender Wirksamkeit und verringerten Nebenwirkungen
moglich ware. (204) Auch in der Hautkrebstherapie gab es bereits erste Schritte eine
liposomale Nanoformulierung mit Vismodegib fir die Behandlung des Basalzellkarzinoms zu
entwickeln. Erste Ergebnisse wiesen auf weniger Nebenwirkungen im Vergleich zur tblichen
Applikationsform hin, wahrend Versuche zur Toxizitdt und der Antitumoraktivitat noch
ausstehen. (205) Der Einbau von Rifampicin in feste Lipid Nanopartikel zur Verbesserung
der oralen Bioverfligbarkeit flhrte bei in vivo pharmakokinetischen Untersuchungen
tatsachlich zu einer verbesserten Bioverfugbarkeit im Vergleich zu freiem Rifampicin. In
Verbindung mit der hierbei vermindert gemessenen Toxizitat lasst sich schlussfolgern, dass
eine geringere Dosis und Dosishaufigkeit der festen Rifampicin-Lipid-Nanopartikel eine
geringere oder keine Hepatotoxizitat zur Folge hat, die haufig mit der Einnahme von
Rifampicin verbunden ist. (206) Aus diesen Grinden ware eine Rifampicin-Nanoformulierung
auch fir die Behandlung der Hidradenitis suppurativa interessant. Unter Erhaltung der
Rifampicin Wirkung vermindert sich das Nebenwirkungspotential, womit es sich fur die

Behandlung einer leichten bis mittelschweren Hidradenitis suppurativa eignen wirde.
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4.2.2 Toxizitat von Rifampicin

Um die immunmodulierende Wirkung von Rifampicin untersuchen zu koénnen, musste
zunachst ein Konzentrationsbereich von Rifampicin ermittelt werden, der nah der
therapeutisch eingesetzten Konzentration liegt und gleichzeitig keine zytotoxischen Effekte
auf die Zellkulturmodelle austibte. Aufgrund der lipophilen Eigenschaften von Rifampicin,
sollte dieses flur die Untersuchungen der in vitro Wirkung in DMSO geldst werden. DMSO
wird in der biomedizinischen Forschung haufig als Losungsmittel in Konzentrationen bis zu
1 % verwendet. (207,208) Die niedrigste hier genutzte Rifampicinkonzentration richtete sich
zum einen nach den Serumkonzentrationen von Patientinnen und Patienten 2 h nach
einmaliger 600 mg Rifampicin Einnahme, die zwischen 10 und 20 ug/mL liegen (121,122)
und zum anderen nach Konzentrationen, welche bereits in verschiedenen Monolayer
Experimenten genutzt wurden. (91,94,97,209,210) Fur die hochste Rifampicinkonzentration
wurde eine Konzentration oberhalb der Serumkonzentration gewahlt, da aufgrund der
empfohlenen Dosierung zur Behandlung der Hidradenitis suppurativa hohere
Rifampicinkonzentrationen in der Haut angenommen werden kénnen. Daraus entstand ein
Konzentrationsbereich zwischen 0,05 mM und 1,2 mM Rifampicin. Verschiedene Versuche
mit Monolayern zeigten bereits eine mechanistische Wirkung von Rifampicin nach 1 bis 2 h
Behandlung. (91,94,95) Um sicher zu gehen, dass Rifampicin das Gewebe penetriert, sollten
die Untersuchungen zu Rifampicin in den ex vivo Explantaten sowie Epidermismodellen
nach einer Behandlungszeit von 2 h stattfinden, was somit einer Kurzzeitbehandlung
entspricht. Da Ziglam et al. 2004 die hochsten Lipopolysaccharid-induzierten Zytokin
Ausschittungen nach einer 24-stiindigen Behandlung im Medium messen konnte und auch
weitere Arbeitsgruppen diesen Behandlungszeitraum fir die Messung von Zytokinen
verwendeten (75,89,91,191,211), wurde dieser zusatzliche Zeitraum gewahlt. Eine 24-
stindige Behandlung kann zudem Hinweise auf Effekte einer langeren

Rifampicinbehandlung geben.

Damit ein erster Eindruck zur Toxizitdt von Rifampicin in Zellen der Haut gewonnen werden
konnte, wurden humane HaCaT Keratinozyten und murine NIH 3T3 Fibroblasten, beides
immortalisierte Zelllinien, mit verschiedenen Rifampicinkonzentrationen fir 2 h gemafl dem
Versuchsaufbau zu Abbildung 15 behandelt. AnschlieRend erfolgte die Messung des
umgesetzten WST-1, was ein Indikator fir eine intakte Atmungskette ist und somit fur die
Viabilitat von Zellen steht. Mittels Positivkontrolle wurde eine Reduktion viabler Keratinozyten
und Fibroblasten erzielt. Wahrend in den Keratinozyten keine verminderte Zellviabilitat durch
die verschiedenen Rifampicinkonzentrationen gemessen wurde, fihrte die Behandlung der

Fibroblasten mit 1,2 mM Rifampicin zu einer Reduktion der Zellviabilitat. Um dieses Ergebnis
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naher zu untersuchen, wurden primare Fibroblasten aus nicht entziindlicher Haut mit
unterschiedlichen Rifampicinkonzentrationen fir 2 h behandelt, damit anhand der cleaved
Caspase 3 Proteinexpression etwaige apoptotische Prozesse ausgeschlolen werden
konnten. Hierbei konnte keine cleaved Caspase 3 Proteinexpression nachgewiesen werden,
wahrend die Positivkontrolle eine deutliche Bande aufzeigte. Daraus lasst sich schlielen,
dass die Rifampicinkonzentrationen keine Apoptose induzieren und somit fir Versuche mit
Monolayern verwendet werden konnte. Dies zeigten auch eine Reihe von Arbeiten mit
anderen Zellen, eingesetzten Konzentrationen und Behandlungsdauern. Die Stimulierung
von primaren kortikalen Neuronen aus der Ratte in Kokultur mit BV-2 Mikrogliazellen mit
Lipopolysacchariden flhrte nach 24 h zu einer mittels MTT gemessenen verminderten
Zellviabilitat, wahrend eine zusatzliche Behandlung mit 150 yM Rifampicin diesem Effekt
interessanterweise entgegenwirkte. (91) AuRerdem zeigten sich im gleichen Versuchsaufbau
ahnliche Wirkungen in Bezug auf die Laktat-Dehydrogenase Freisetzung und die Anzahl
apoptotischer Zellen. (209) Um schwere Komplikationen in der orthopadischen Chirurgie
sowie Traumatologie zu reduzieren, kommen lokale hochdosierte Antibiotika mit bis zu
100 pg/mL zur Anwendung. Aus diesem Grund analysierten Diwelhenke et al. 2007 den
Einfluss von verschiedenen Antibiotika, darunter Rifampicin, insbesondere auf die Funktion
von primdren humanen Osteoblasten, der Osteosarkom Zelllinie MG36 sowie der
epithelialen Zelllinie HeLa. Durch keine der getesteten Rifampicinkonzentrationen (1,5 bis
400 ug/mL) konnte eine Laktat-Dehydrogenase Freisetzung nach 24-stiindiger Behandlung

gemessen werden.

AuRerdem wurde die toxische Wirkung der in vitro Rifampicinbehandlung in den ex vivo
Explantaten untersucht. Fur die Bewertung zytotoxischer Effekte der Rifampicin-
Nanoformulierung, wurden Tests mit nicht entzindlichen Epidermismodellen sowie
Explantatkulturen durchgefuhrt. Hierbei analysierte Parameter betrafen die Morphologie der
Modelle, Proliferationsfahigkeit der Keratinozyten, Apoptoseinduktion, Zytotoxizitat und
epidermale Differenzierung. Durch die in vitro Rifampicinbehandlungen und topische
Rifampicin-Nanoformulierung konnten in den Explantatkulturen bis 24 h Behandlung keine
morphologischen Veranderungen anhand der Hamatoxylin-Eosin Farbung beobachtet
werden. Die Epidermismodelle wurden Uber drei verschiedene Zeitrdume (2, 24 und 48 h)
mit der Rifampicin-Nanoformulierung behandelt. Wahrend auch hier bei der 2-stindigen
Behandlung keine morphologischen Veranderungen auftraten, war bei den mit den
unbeladenen Liposomen und Rifampicin-Nanoformulierung behandelten Modellen das
Stratum corneum nach 24 und 48 h verdickt. In Explantatkulturen, die topisch mit Griintee
Extrakten fur 3, 7 und 10 Tage behandelt wurden, beobachteten die Autoren ebenfalls ein

angeschwollenes Stratum corneum im Verlauf der Kultivierung, die restlichen Schichten der
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Epidermis blieben dagegen in ihrer Morphologie und Integritdt unauffallig. (160)
Moglicherweise bewirken die hydratisierenden Inhaltsstoffe in den Formulierungen nach
einer langeren Behandlungsdauer ein aufgeschwemmteres Stratum corneum. In den ex vivo
Explantaten aus Hidradenitis suppurativa, welche mit der Rifampicin-Nanoformulierung

behandelt wurden, trat eine solche Wirkung nach 24 h nicht auf.

Die Quantifizierung proliferationsfahiger Zellen innerhalb der Epidermis der sowohl in vitro
mit Rifampicin als auch topisch mit der Rifampicin-Nanoformulierung behandelten Explantate
und Epidermismodelle ergab keinen Unterschied Ki-67(+) Keratinozyten. Lediglich in den
Epidermismodellen, die mit der 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung tber 48 h behandelt
wurden, war eine leicht sinkende Tendenz Ki-67(+) Keratinozyten zu vermerken. Dieser
Umstand kdnnte daher zustande kommen, dass nach der Behandlungszeit ein Stimulus von
dermalen Zellen fehlt, die sonst im Austausch mit den Keratinozyten stehen. (212) Peramo
und Marcelo 2013 stellten in einer Explantatkultur aus gesunder Haut, welche mit Rapamycin
Uber 5 Tage behandelt wurde, eine reduzierte Anzahl Ki-67(+) Zellen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle fest. Zur Uberpriifung, ob die sinkende Proliferation aus einer
gesteigerten Apoptose durch Rapamycin resultiert, wurden cleaved Caspase 3(+) Zellen
quantifiziert. Hierbei ergab sich kein Unterschied zwischen den unbehandelten Explantaten
und den mit Rapamycin behandelten. Die Autoren schlossen daraus, dass Rapamycin die
Proliferation hemmt ohne die Apoptose zu erhdhen, sondern vermutlich sogar eher limitiert.
(213)

Eine Apoptoseinduktion konnte weder in der Dermis noch in der Epidermis in den
Explantatkulturen aus Hidradenitis suppurativa und nicht entziindlicher Haut nach 2 und 24 h
in vitro Rifampicinbehandlung in DMSO nachgewiesen werden. Die immunhistochemische
Farbung deutete auf keine cleaved Caspase 3(+) Keratinozyten in den mit der Rifampicin-
Nanoformulierung behandelten Epidermismodellen hin. Auch die Quantifizierung der 24-
stindigen Behandlung mit der 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung zeigte keinen
Unterschied  zur unbehandelten  Kontrolle.  Demnach  wiesen die beiden
Rifampicinbehandlungsformen keine toxische Wirkung auf die in vitro Modelle auf und

bestatigten somit die zuvor beschriebenen Daten zu den Monolayern.

Des Weiteren belegte die Messung der Laktat-Dehydrogenase Freisetzung in das Medium
der Epidermismodelle gleichermalen, dass die Behandlung mit der 0,3 %-igen Rifampicin-
Nanoformulierung bis zu 48 h keine Zytotoxizitat induzierte. Fir die topische Therapie der
Hidradenitis suppurativa insbesondere als Haarfollikel-gezielte Applikation wurden bereits
feste Lipidnanopartikel, die Rifampicin und Clindamycin Phosphat in Kombination enthalten,

entwickelt. Die festen Lipidnanopartikel wurden mit jeweils 4 mg Rifampicin und Clindamycin
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Phosphat beladen, welche nahezu vollstandig eingeschlossen wurden. Hinsichtlich
Hautreizungstests gemaR der Leitlinie Nr. 439 der europaischen Organisation fir
wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung wurde der MTT-Assay nach Behandlung
von EpiSkin™ Epidermismodellen mit den Rifampicin und Clindamycin Phosphat-haltigen
Lipidnanopartikeln durchgefihrt. Als potentiell reizend galt eine Behandlung, die zu < 50 %
viablen Zellen fuhrte. Pereira et al. 2021 ermittelten in diesem Test 76 % viable Zellen, womit
die Rifampicin-Clindamycin-Phosphat-Formulierung als nicht reizend einzustufen war. (214)
Bezogen auf die Ergebnisse der Laktat-Dehydrogenase Freisetzung durch die Rifampicin-
Nanoformulierung, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, kann daraus
geschlossen werden, dass die Rifampicin-Nanoformulierung ebenfalls als nicht reizend zu

klassifizieren ist.

Neben einer mdglichen zytotoxischen Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung mussten
auch etwaige funktionelle Konsequenzen fir die Zellen, die unmittelbar in Kontakt mit der
Formulierung kommen, bei der Bewertung der Sicherheit der Formulierung beachtet werden.
Daher wurden Einflisse der Rifampicin-Nanoformulierung weiterhin auf die Differenzierung
der Keratinozyten in den Epidermismodellen untersucht, was bislang in der Literatur noch
nicht ndher beleuchtet wurde. Der immunhistochemische Nachweis von Filaggrin zeigte eine
von der Behandlung unabhangige gleichmaRige Expression. Involucrin ist am Beginn des
Verhornungsprozesses der Epidermis beteiligt und ist entsprechend starker im Stratum
granulosum aber auch im Stratum spinosum exprimiert. (186) Ein solches
Expressionsmuster wiesen die Epidermismodelle auf, die mit der Rifampicin-
Nanoformulierung behandelt wurden. Was auf eine naturliche Differenzierung in den unteren
Strati der Epidermis hindeutete. Unabhangig von der Behandlung und Behandlungsdauer
demonstrierte die immunhistologische Farbung eine gleichmafige Zytokeratin-10 Verteilung.
Anhand der Zytokertin-10 Expression lassen sich Aussagen zur frihen Differenzierung der
Keratinozyten treffen. (187,188) In diesem Zusammenhang konnte abgeleitet werden, dass
die frihe Differenzierung der Keratinozyten nicht durch die Behandlung mit der Rifampicin-

Nanoformulierung gestort wurde.

SchlieBlich lasst sich sagen, dass die verwendeten Rifampicinkonzentrationen sowohl in
DMSO gel6st als auch in Form der Rifampicin-Nanoformulierung keine zytotoxische Wirkung
aufwiesen. Beurteilt wurde dies durch die Zellviabilitdt in Monolayern und Morphologie,
Proliferationsfahigkeit der Keratinozyten und Apoptoseinduktion in ex vivo Explantaten und
Epidermismodellen sowie Zytotoxizitat in den Epidermismodellen. Des Weiteren zeigte der

Nachweis der Differenzierungsmarker keine funktionellen Auswirkungen auf die
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Keratinozyten in den Epidermismodellen durch die Rifampicin-Nanoformulierung, weshalb im

Folgenden immunmodulierende Wirkung untersucht werden konnte.

4.2.3 Immunmodulierende Wirkung und Wirksamkeit von Rifampicin

In der Literatur ist bereits aus in vitro und in vivo Untersuchungen bekannt, dass Rifampicin
eine immunmodulierende Wirkung besitzt. (89-97) Daher sollte ein Biomarker fir die
Wirksamkeit der Rifampicin-Nanoformulierung bei Hidradenitis suppurativa gefunden
werden. Studien von van der Zee et al. 2009, Albrecht et al. 2018, Yao et al. 2021 und van
Straalen et al. 2021 berichteten bereits lber eine Verbesserung der Hidradenitis suppurativa
unter kombinierter systemischer Behandlung mit Clindamycin und Rifampicin. (99-101,104)
AuBerdem zeigte Rifampicin einen antientzindlichen Effekt im Kontext von anderen
immunmediierten chronischen Krankheiten wie der Psoriasis. Hier war die Effizienz von
Rifampicin signifikant héher im Vergleich zum Placebo. (215) Dieser Effekt bestatigt das
entziindungshemmende Potenzial von Rifampicin bei Autoimmunkrankheiten. Da die
Zytokine IL-1B, IL-6, IL-8, IL10 und TNF-a im Blut, Gewebe und Medium von ex vivo
Explantaten als erhoéht bei Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten beschrieben
wurden (43,44,62,68—71), wurde zunachst der Einfluss einer in vitro Rifampicinbehandlung
auf die Sekretion dieser Zytokine betrachtet. Darlber hinaus wurde die Ausschittung
weiterer Zytokine untersucht, bei denen im weitesten Sinne ein Zusammenhang zur
Hidradenitis suppurativa bestehen kénnte. (69,75,191) In der vorliegenden Arbeit reduzierte
eine in vitro Rifampicinbehandlung die Ausschuttung von IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-a in
l&sionalen Hidradenitis suppurativa Explantatkulturen nach 24 h Behandlung signifikant.
Hingegen bestatigte die Immunhistochemie keine signifikante Reduktion von IL-13(+) und
TNF-a(+) Zellen. Hierbei muss beachtet werden, dass die Zytokinen, welche im Medium
gemessen wurden, l6sliche Zytokine sind. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei denen
nach der Immunhistochemischen Farbung quantifizierten Zytokine um intrazellularen
Zytokine. Es ist moglich, dass die verminderte Ausschuttung auch zu einer verminderten
Signalwirkung in der Zielzelle fuhrte, was jedoch nach einem so friihen Zeitpunkt noch nicht
an der Anzahl der Zielzellen zu beobachten ist. Ein weiterer Grund fur den Unterschied
kénnte sein, dass die Zytokin-positiv gezahlten Zellen die Zytokine ausgeschittet haben und
daher der Effekt durch die Rifampicinbehandlung in den Zellen nicht so ausgepragt ist.
Ziglam et al. 2004 untersuchte Lipopolysaccharid-induzierte Zytokinspiegel nach einer
Rifampicinbehandlung in primaren Monozyten in vitro und demonstrierte eine verminderte IL-

18 und TNF-a-Ausschittung, was mit den hier gezeigten Ergebnissen Ubereinstimmt. Im
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Gegensatz zu diesen Daten, beschrieben die Autoren erhdhte IL-6 und IL-10 Level. (89) Dies
kann durch die unterschiedlichen Zelltypen erklart werden, die in den Untersuchungen
Anwendung fanden. Wahrend fur die Ergebnisse dieser Arbeit aus heterogenem Hidradenitis
suppurativa Immunzellinfiltrat stammen, untersuchten Ziglam et al. 2004 lediglich Effekte in
primaren Monozyten. (216) Ein weiterer Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten
die geringeren Rifampicinkonzentrationen sein, die Ziglam et al. 2004 nutzten. Anstelle von
Konzentrationen zwischen 5 pg/mL und 20 pg/mL wurden hier Rifampicinkonzentrationen
zwischen 41 bzw. 988 yg/mL (0,05 bzw. 1,2 mM) eingesetzt. Nach vorheriger
Lipopolysaccharid-Induktion, fuhrte die Behandlung mit Rifampicin in primaren Mikroglia,
Astrozyten und Makrophagen zu einer TNF-a-Reduktion. (90) Im Gegensatz dazu hemmte
Rifampicin die Lipopolysaccharid-induzierte Hochregulierung der IL-18 und TNF-a-mRNA-
Expression nicht in polymorphkernigen Leukozyten, sondern reduzierte stattdessen die IL-8
Rezeptor-mRNA-Expression. (95) Aullerdem resultierte die Behandlung mit Rifampicin in
einem in vivo Modell der Multiplen Sklerose in einem Rickgang der IL-6 und IL-17A
Serumspiegel. (93) In der vorliegenden Arbeit befanden sich die Level der Zytokine IL-2, IL-
4, 1L-12/IL23p40, I1L-13, IL17A und IL-17F bereits bei der unbehandelten Kontrolle unterhalb
der Nachweisgrenze im Medium der ex vivo Explantate aus Hidradenitis suppurativa. Auch
van der Zee et al. 2011 konnten u. a. IL-2, IL-4 und IL-12p70 im Medium von kultivierten
Explantaten aus Hidradenitis suppurativa nicht nachweisen und schlussfolgerten daraus,
dass diese Zytokine in den Entzindungsprozessen der Hidradenitis suppurativa keinen
grofen Einfluss haben. (191) In einer klinischen Studie wurden verschiedene Zytokine in der
Wundflissigkeit von Patientinnen und Patienten mit Hidradenitis suppurativa und
chronischen Wunden miteinander verglichen, um den Einfluss von Entzindung auf die
Wundheilung zu untersuchen. Hier waren IL-2, IL-4, 1L-12/IL23p40, IL-13 sowie IL-17A
messbar, zwischen den beiden Kohorten bestand allerdings kein Unterschied. (69)
Interleukin-2 spielt eine entscheidende Rolle bei der Bildung von regulatorischen T-Zellen,
weshalb das Fehlen von IL-2 zu einem Defizit regulatorischer T-Zellen fuhrt und somit zu
einer Autoimmunitat beitragt. (217) Hidradenitis suppurativa steht immer wieder in
Diskussion autoimmune Eigenschaften aufzuweisen. (55,218,219) Allerdings scheint IL-2
nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und denen der beschriebenen Literatur eine
eher untergeordnete Relevanz in der Hidradenitis suppurativa zu haben. Der Nachweis von
IL-4 und IL-13 im Hidradenitis suppurativa Patientinnen- und Patientenkollektiv ist insofern
schlussig, als dass beide Zytokine als pruritogen gelten und bereits in der Haut von
Patientinnen und Patienten mit Atopischer Dermatitis gefunden wurden. (220) Neben
Schmerzen wird Juckreiz haufig als Symptom von Patientinnen und Patienten mit

Hidradenitis suppurativa genannt. Tatsachlich korreliert die Intensitat des Juckreizes mit dem
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Dermatologischen Lebensqualitatsindex (221), einem Index, welcher mittels Fragebogen in
der klinischen Routine erhoben wird. Wolk et al. 2017 untersuchten im Serum von
Patientinnen und Patienten mit Psoriasis und Hidradenitis suppurativa verschiedene
Zytokine, Chemokine und Proteine. Dabei bestimmten sie die Konzentrationen von u. a IL-
12/1L23p40 und IL-17A. Verglichen mit der gesunden Kontrolle konnte weder im Blut von
Psoriasis noch Hidradenitis suppurativa Patientinnen und Patienten ein Unterschied
gemessen werden. (71) Fur eine Untersuchung zur antientzindlichen Wirkung von Biologika
wurden ex vivo Explantate aus lasionaler Hidradenitis suppurativa Uber 24 h kultiviert. Das
Medium enthielt dabei Prednisolon, Adalimumab, Infliximab, Secukinumab, Ustekinumab,
Rituximab oder verblieb unbehandelt. Wahrend auch hier kein 1L-12/IL23p40 messbar war,
konnten Effekte der Behandlungen in Bezug auf die IL-17A Sekretion beobachtet werden.
Diese waren jedoch bei den meisten Patientinnen und Patienten im unteren Bereich der
Nachweisgrenze. (75) In den meisten hier beschriebenen Untersuchungen zu IL-17 wurde
das Zytokin im Serum oder in Wundflissigkeit nachgewiesen, hingegen nur in geringen
Konzentrationen im Medium von Explantatkulturen. Moglicherweise sind die produzierten IL-
17 Level in dieser Umgebung zu gering, weshalb IL-17 sich weniger als Biomarker in einem
Versuchsaufbau, wie er hier genutzt wurde, eignet. Der Vergleich zwischen der Rifampicin-
vermittelten Reduktion von Zytokinen in einem ex vivo Modell der Hidradenitis suppurativa
mit denen der in vitro und in vivo Ergebnisse der Fachliteratur, weit schlieRlich auf das
Potenzial von Rifampicin hin, auch bei Patientinnen und Patienten mit Hidradenitis
suppurativa entzindungshemmende Reaktionen zu vermitteln. Daher eignen sich IL-6, IL-8,
IL-10 und insbesondere IL-1B sowie TNF-a als Biomarker fir die Effizienztestung von
Rifampicin. Fir die Wirksamkeitstestung der 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung wurde
die IL-1B Ausschittung in das Medium nach einer 24-stiindigen Behandlung ermittelt. Die
Messung zeigte eine verminderte IL-1B Sekretion durch die Rifampicin-Nanoformulierung.
Rancan et al. 2021 erarbeiteten ein ex vivo Explantatmodell flr entziindete Haut. Hierbei
kultivierten sie Biopsien von gesunden Probanden in Kokultur mit der T-Zell-Zelllinie Jurkat
und einem Mix aus Phytohamagglutinin, IL-17A sowie IL-22 als inflammatorischen Stimulus
Uber 24 h und untersuchten den topischen Einfluss einer Rapamycin-haltigen Core-multi-
shell-Formulierung auf T-Zellen. Rapamycin ist ein Inhibitor des mecanistic target of
rapamycin und kann so uber verschiedene Signalwege die Zytokinproduktion inhibieren. Als
Mitglied der Makrolid-Familie, von der bei topischer Anwendung bekannt ist, dass es zu
Hautirritationen kommen kann, wurde der Effekt der Rapamycin-haltige Core-multi-shell-
Formulierung dahingehend getestet. Dazu wurde die Sekretion von IL-1a, IL-6 und IL-8
untersucht, welche als auch Marker fur Hautirritationen dienen. Eine erhdhte Ausschuttung

konnte durch die Behandlung nicht beobachtet werden, jedoch eine tendenziell geringere IL-
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6 Sekretion. (222) Diese Tendenz kann auch mit einer immunmodulierenden Wirkung der
Formulierung assoziiert werden. Vergleicht man die Ergebnisse der in vitro
Rifampicinbehandlung mit denen der Rifampicin-Nanoformulierung, kann abgeleitet werden,
dass Rifampicin antientzundlich wirkt, indem es die Ausschuttung von IL-1B vermindert und

somit ein Biomarker fur die Effizienz der Rifampicin-Nanoformulierung gefunden wurde.

Im Vergleich zu gesunder Haut befindet sich in der Haut von Hidradenitis suppurativa
Patientinnen und Patienten eine erhdhte Anzahl an CD3(+)-T-Zellen. (46,184) Um zu
untersuchen, ob die Behandlung mit Rifampicin die CD3-T-Zellen bei Hidradenitis
suppurativa beeinflusst, wurden die CD3(+)-T-Zellen in den Explantaten der Hidradenitis
suppurativa Haut nach der in vitro Behandlung mit Rifampicin in DMSO und der Rifampicin-
Nanoformulierung quantifiziert. Durch die beiden Behandlungen konnte kein Effekt auf die
CD3(+)-T-Zellen nachgewiesen werden. Bereits sehr frih wurde herausgefunden, dass eine
3-stundige Rifampicinbehandlung die Phytohamagglutinin-induzierte Proteinbiosynthese von
Lymphozyten inhibiert. (223) Demnach sollten erste Effekte von Rifampicin erst bei langerer
Behandlung auftreten. Rifampicin ist flr die Regulierung von Cytochrom P450-Enzymen Uber
den Pregnan X Rezeptor bekannt. Der Pregnan X Rezeptor gehoért zur Familie der
Kernrezeptoren und wird in der Leber und im Darm exprimiert. Darliber hinaus wurde
nachgewiesen, dass auch B- und T-Zellen den Pregnan X Rezeptor exprimieren. In diesem
Zusammenhang zeigten Drubac et al. 2010 in vitro, dass Agonisten den Pregnan X Rezeptor
wie Rifampicin und RU-486, ein Glukokortikoidrezeptor-Antagonist, die T-Zellfunktionen
sowie die Synthese und Produktion von Interferon-y hemmen. (224) Dieser Mechanismus
koénnte fir die entzindungshemmende Wirkung von Rifampicin in Hidradenitis suppurativa
Explantaten verantwortlich sein. In einem in vivo Modell der Multiplen Sklerose fiihrte die
Behandlung mit Rifampicin zu einer Inhibierung der Differenzierung von Typ 17 T-Helfer-
Zellen im zentralen Nervensystem. Multiple Sklerose ist durch Demyelinisierung und ein
neuro-inflammatorisches Infiltrat gekennzeichnet, an dem in erster Linie CD4(+)-T-Zellen
beteiligt sind. (93) Es ist bekannt, dass IL-17 exprimierende CD4(+)-T-Zellen ebenfalls eine
Rolle bei der Aufrechterhaltung von Entziindungsprozessen bei der Hidradenitis suppurativa
spielen. (41,43,62) Die in vitro Behandlung mit Rifampicin in DMSO und der Rifampicin-
Nanoformulierung hatte keinen Einfluss auf die Anzahl der CD3(+)-T-Zellen in den ex vivo
Explantaten, kdnnte aber deren entzindliches Expressionsprofil verandern, was zu einem
Rickgang der Entzindung fihrt. Um diese Hypothese naher zu beleuchten, wurden die
CD4(+)-T-Zellen quantifiziert. Hier bewirkte die 2-stlindige in vitro Behandlung mit Rifampicin
eine tendenziell verringerte Anzahl CDA4(+)-T-Zellen, wahrend die 24-stindige in vitro
Behandlung mit Rifampicin zu einer signifikant verringerten Anzahl CD4(+)-T-Zellen fuhrte.

Die Quantifizierung der CDA4(+)-T-Zellen wies auf keinen Effekt der Rifampicin-
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Nanoformulierung bezilglich CD4(+)-T-Zell Reduktion hin, was vermutlich auf die geringe
StichprobengréRe und die an sich sehr heterogene Erkrankung zuriickzufihren ist. Naive
CD4(+)-T-Zellen, werden durch die Wechselwirkungen mit dem Antigen-major
histocompatibility complex aktiviert, die auf antigenprasentierenden Zellen wie Dendritische
Zellen, B-Zellen oder Makrophagen sitzen. (57,61) In einem in vivo Modell zur Multiplen
Sklerose induzierte eine Rifampicinbehandlung die signifikante Reduktion von CD4(+)/IL-
17(+)-T-Zellen im Vergleich zu den Kontrollen und inhibierte somit die pathogenetische
Differenzierung von Typ 17 T-Helfer-Zellen im Zentralennervensystem. (93) Auch aus den
Daten der vorliegenden Arbeit 1asst sich ableiten, dass eine Rifampicinbehandlung in einem
ex vivo Modell der Hidradenitis suppurativa zu einer Anderung des Phanotyps der T-Zellen

fihren konnte.

Neben CD3(+)-T-Zellen sind bei der Hidradenitis suppurativa auch neutrophile Granulozyten
vermehrt prasent. (45,55) Weder die 2-stindige und 24-stiindige in vitro Behandlungen mit
Rifampicin noch die Behandlung mit der Rifampicin-Nanoformulierung, beeinflussten die
Anzahl der neutrophilen in den Hidradenitis suppurativa Explantatkulturen. Neutrophile sind
durch vielfaltige Funktionen an akuten Entzindungen beteiligt. So werden sie durch
verschiedene Chemokine wie IL-8 und Wachstumsfaktoren aktiviert, die sie anschlieRend an
den Ort der Entzindung locken. (225) In vitro Studien zeigten eine gehemmte Chemotaxis
durch Rifampicin in humanen primaren Neutrophilen. (95,226) Es ist mdglich, dass eine
langere Behandlung, wie sie im Rahmen der Hidradenitis suppurativa Therapie eingesetzt
wird, diese Zellen beeintrachtigen kann. Darlber hinaus wiesen Spisani et al. 1997 eine
konzentrationsabhangige Hemmung von Phorbol 12-Myristat 13-Acetat-induziertem
Superoxid in humanen Neutrophilen nach. (226) Diese in vitro Daten deuten darauf hin, dass
Rifampicin die Funktion der Neutrophilen beeintrachtigt, was aufgrund der
Versuchsbedingungen nicht naher beurteilt werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
lediglich der Einfluss einer Rifampicinbehandlung auf die Anzahl neutrophiler Granulozyten

untersucht.

Rifampicin ~ wird mit immunmodulierenden Effekten Uber die Aktivierung des
Glukokortikoidrezeptors (227) und entzindlicher Signalwege wie dem NFkB- (94,211), dem
Janus-Kinase-Signaltransduktor und Aktivatoren der Transkription- (91) und TLR2-Signalweg
(94,95) in Verbindung gebracht. Immunzellen, z.B. Monozyten, Dendritische Zellen, B-Zellen
und T-Zellen sowie Keratinozyten exprimieren den TLR2. Die Aktivierung durch seine
Liganden Lipoprotein oder Peptidoglykan kann MAPK oder NFkB-Signalwege initiieren. Dies
fuhrt zu einer erhéhten Gentranskription und Produktion der proinflammatorischen Zytokine
IL-1B8, IL-6, IL-12 und TNF-a sowie des Chemokins IL-8 und l6st so nachfolgende
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Immunreaktionen aus. (49) Erhdhte mRNA- und immunhistochemische Expressionswerte
von TLR2 wurden bereits in Hidradenitis suppurativa berichtet. (46,47) Daher wurden
Einflisse einer in vitro Rifampicinbehandlung auf die TLR2 Proteinexpression primarer
Hautzellen unter basalen und entzindlichen Bedingungen untersucht. Weder bei den
Keratinozyten noch bei den Fibroblasten konnte eine Wirkung von Rifampicin auf die TLR2
Proteinexpression festgestellt werden. Aus diesem Grund wurde schlieBlich die Wirkung von
Rifampicin auf TLR2(+) Zellen in den ex vivo Explantaten untersucht. Die Explantate weisen
nicht nur die dermalen Zellen auf, sondern vielmehr auch das Hidradenitis suppurativa-
spezifische Immuninfiltrat, welches den TLR2 Proteinexpressions Daten zufolge eher ein Ziel
von Rifampicin sein konnte, als die dermalen Zellen. Dabei war eine nicht-signifikant-
niedrigere Anzahl TLR2(+) Zellen nach 2 h in vitro Behandlung mit Rifampicin zu
beobachten. Dieser Trend setzte sich auch nach 24-stiindiger Behandlung fort und zeigte
sich auch bei der Behandlung mit der Rifampicin-Nanoformulierung, wahrend in den
epidermalen Zellen keine Unterschiede in der Anzahl der TLR2(+) Zellen unabhangig von
der Rifampicinbehandlung festgestellt wurden. Kim et al. 2009 und Mu et al. 2014
demonstrierten eine dosisabhangige Hemmung der Lipopolysaccharid-induzierten TLR2-
MRNA-Expression in einer murinen Makrophagen-Zelllinie und in primaren Neutrophilen.
(94,95) Darlber hinaus reproduzierten Kim et al. 2009 diesen Befund, indem sie
Makrophagen mit BAY 11-7085, einem NFkB-Inhibitor, anstelle von Rifampicin stimulierten,
was auf eine NFkB-supprimierende Aktivitdt und damit auf eine entziindungshemmende
Wirkung hinwies. AuRerdem wurde eine konzentrationsabhangige Abnahme der TNF-a-
MRNA-Expression beobachtet, die der reduzierten TLR2-mRNA-Expression sehr ahnlich
war. (94) Obwonhl hier keine signifikant verringerte Anzahl TLR2(+) Zellen nachgewiesen
werden konnten, stitzen die Ergebnisse von Kim et al. 2009 und Mu et al. 2014 die Theorie,
dass Rifampicin die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen durch eine Verringerung
der TLR2-Expression auf infiltrierende Zellen hemmen konnte. Bei der Betrachtung der
Ergebnisse ist jedoch zu beachten, dass die Versuchsaufbauten unterschiedlich waren.
Wahrend Kim et al. 2009 und Mu et al. 2014 die mRNA-Expression von TLR2 malen,
basierten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf der Proteinexpression mittels
Immunhistochemie. Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen konnte eher auf die grofiere
biologische Varianz und Komplexitat der ex vivo Explantate im Vergleich zu in vitro Zellen

zurlckzufihren sein.

Im Zuge dieser Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass sowohl eine in vitro
Rifampicinbehandlung als auch die Anwendung der topischen Rifampicin-Nanoformulierung
die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine in ex vivo Explantaten aus lasionaler

Hidradenitis suppurativa Haut reduziert, was die in der klinischen Praxis beobachtete
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immunmodulierenden Effekte durch Rifampicin unterstitzt. Hierbei stellte sich die Reduktion
der IL-1B Ausschuttung durch die Rifampicin-Nanofomulierung als effizienter Biomarker flr
die Wirksamkeit heraus. In diesem Zusammenhang kénnte die antientziindliche Wirkung von
Rifampicin in den Explantaten aus Hidradenitis suppurativa durch tendenziell niedrigere
TLR2 Expressionslevel resultieren. Dies flhrte folglich zu einer signifikant reduzierten
Sekretion von IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-a. Aullerdem scheint Rifampicin in

Hidradenitis suppurativa den Phanotyp der T-Zellen zu beeinflussen.

4.3 Fazit und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erfolgreich Epidermismodelle aus Hidradenitis
suppurativa Keratinozyten generiert, die eine mehrschichtige Epidermis mit den essentiellen
Differenzierungsmarkern ahnlich der Iasionalen Hidradenitis suppurativa aufwiesen. Die
Hidradenitis suppurativa Epidermismodelle sekretieren die entziindlichen Zytokine IL-18 und
TNF-a und reflektieren damit die in der Literatur beschriebenen Entziindungsmuster. Somit
eignen sich die Hidradenitis suppurativa Epidermismodelle fir die Grundlagenforschung, fr
Biomarker Screenings sowie Testungen von topischen und systemischen Arzneimitteln. In
einem nachsten Schritt sollte getestet werden, ob mit den primaren Hautzellen der

Hidradenitis suppurativa auch Vollhautmodelle kultiviert werden kénnen.

Nach der Etablierung stabiler ex vivo Explantate aus lasionaler Hidradenitis suppurativa
konnte gezeigt werden, dass die Modelle auch gegenuber dem Einfluss einer in vitro
Rifampicinbehandlung unempfindlich sind. Folglich konnten die ex vivo Explantate auch fur

die Validierung der Rifampicin-Nanoformulierung genutzt werden.

Unter der Applikation der Rifampicin-Nanoformulierung, die vom Institut fir Pharmazeutische
Technologie der Goethe Universitat Frankfurt entwickelt wurde, lie3en sich ebenfalls keine
Proliferationsverluste, Apoptoseinduktion sowie Zytotoxizitdt oder Einflisse auf die
Differenzierung der Keratinozyten nachweisen. Untersuchungen zur Wirksamkeit einer in
vitro Rifampicinbehandlung zeigten, dass Rifampicin die Sekretion proinflammatorischer
Zytokine in Explantatkulturen aus |asionaler Hidradenitis suppurativa Haut erniedrigt und sich
diese Zytokine folglich als Marker fur die Wirksamkeit der Rifampicin-Nanoformulierung
eignen. Die Behandlung der Explantate mit der Rifampicin-Nanoformulierung fiihrte zu einer

verminderten Ausschittung des proentzindlichen Zytokins IL-13, was damit die Ergebnisse
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aus den in vitro Untersuchungen belegt und gleichzeitig die in der klinischen Praxis
wahrgenommene immunmodulierende Wirkung von Rifampicin bekraftigt. Ein weiteres
Ergebnis aus den Untersuchungen zur in vitro immunmodulierenden Wirkung belegte eine
reduzierte Zahl CDA4(+)-T-Zellen wahrend die Anzahl der CD3(+)-T-Zellen von der
Behandlung unbeeinflusst blieben. Dieser Befund deutet auf eine Modifizierung des T-Zell
Phéanotyps hin. Die immunmodulierende Wirkung von Rifampicin in den Explantaten konnte
durch tendenziell erniedrigte TLR2(+) Zellen infolge verminderter CD4(+)-T-Zellen, was in
reduzierter Sekretion von IL-1[3, IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-a resultierte, entwickeln. Inwieweit
Rifampicin eine entziindungshemmende Wirkung bei Hidradenitis suppurativa Uber die
Herunterregulierung von TLR2 hat, muss in weiteren Studien untersucht werden. In Bezug
auf die Rifampicin-Nanoformulierung koénnen Versuche folgen, bei denen Rifampicin
fluoreszenzmarkiert wird, um so das Penetrationsverhalten des Wirkstoffs in den Explantaten

naher nachvollziehen zu kdonnen.

AbschlieRend Iasst sich sagen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
vielversprechend aussehen und eine gute Basis bieten, um die Rifampicin-Nanoformulierung

in einem individuellen Heilversuch am Menschen testen zu konnen.
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5 Zusammenfassung

Hidradenitis suppurativa ist eine multifaktoriell-bedingte chronisch  entzindliche
Hauterkrankung, die durch eine Okklusion der Talgdriseneinheit des Haarfollikels entsteht.
Aus der anschlieRend mit Entziindung einhergehenden Ruptur des Haarfollikels entwickeln
sich entzlindliche Knoten, Abszesse und Fistelgange. (39—41) In der weiteren Progression
der Erkrankung kommt es zur Stérung der Hautarchitektur und fibrotischen Narbenbildungen.
(52) Durch Untersuchungen des entziindlichen Infiltrates konnte bereits die Beteiligung einer
Reihe von Immunzellen und Entzindungsmediatoren identifiziert werden. Hierzu zahlen
Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Dendritische Zellen, Lymphozyten, IL-1B sowie
TNF-a. (41,45,46,51,53) Da die genaue Pathophysiologie der Hidradenitis suppurativa
bislang unzureichend aufgeklart ist, gibt es aktuell keine kausale Therapiemoglichkeit fur die
Betroffenen. (52) Die Wahl der Therapie wird anhand der Bewertung des Schweregrades
nach Hurley getroffen. (25) Obwohl meisten Patientinnen und Patienten von der milden bis
mittelschweren Form der Hidradenitis suppurativa (Hurley | und Hurley 1) betroffen sind (98),
werden die meisten Arzneimittel fur die Behandlung von Hurley Il und Hurley Ill von den
Leitlinien empfohlen. Zu den empfohlenen Medikamenten gehdren u. a. Rifampicin, meist in
Kombination mit Clindamycin, sowie der TNF-a-Inhibitor Adalimumab (18,85), welche effektiv
und systemisch wirken. Durch die entstehenden Nebenwirkungen ware die Behandlung der
milden bis mittelschweren Hidradenitis suppurativa mit diesen Medikamenten allerdings
unverhaltnismalig. Um jedoch den im Verlauf der Krankheit entstehenden Hautdestruktionen
vorbeugen zu kdnnen, mussten die Medikamente maoglichst frih eingesetzt werden. (228)
Vor diesem Hintergrund sollte in Kooperation mit dem Institut fir Pharmazeutische
Technologie der Goethe Universitat Frankfurt eine Rifampicin-Nanoformulierung zur
Behandlung milder bis mittelschwerer Hidradenitis suppurativa entwickelt und im Labor der

dermatologischen Klinik praklinisch validiert werden.

Daher wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit ein Epidermismodell aus der Haut
betroffener Patientinnen und Patienten generiert, um die Rifampicin-Nanoformulierung
validieren zu konnen. Dieses wies eine mehrschichtige Epidermis mit allen wichtigen
Differenzierungsmarkern ahnlich der lasionalen Hidradenitis suppurativa auf und schuttete
die proinflammatorischen Zytokine IL-18 und TNF-a aus. Als weiteres Modell wurden ex vivo
Explantate aus lasionaler Hidradenitis suppurativa Haut etabliert. FUr die Bewertung der
Validitat der Explantatkulturen wurde die Morphologie und Integritat der Epidermis mittels
Hamatoxylin-Eosin sowie der Proliferationsmarker Ki-67 naher beleuchtet. Im zweiten Teil
dieser Arbeit wurden Untersuchungen fiir die Festlegung eines Konzentrationsbereichs,

unter Verwendung von Rifampicin in DMSO geldst als in vitro Behandlung, durchgeflihrt.
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Hierbei wurde gezeigt, dass die eingesetzten Konzentrationen keine negativen Effekte
bezlglich Proliferationsfahigkeit der Keratinozyten oder Apoptoseinduktion austben. Die
Behandlung von nicht entzindlichen Epidermismodellen sowie Explantatkulturen mit der
Rifampicin-Nanoformulierung mit einem Wirkstoffgehalt von 0,3 % flhrte ebenfalls zu keinen
Proliferationsverlusten, induzierte keine Apoptose oder Zytotoxizitat und hatte keinen
Einfluss auf die Differenzierung der Keratinozyten. Im letzten Teil der Arbeit sollte die
Wirksamkeit der Rifampicin-Nanoformulierung naher beleuchtet werden. Als Antibiotikum
inhibiert Rifampicin die DNA-abhangige RNA-Polymerase von Bakterien (107,108), weshalb
es bei der Behandlung der Tuberkulose eingesetzt wird. (111-113) Die Hidradenitis
suppurativa ist aber primar keine Infektionskrankheit, sondern eine von Bakterien getriggerte,
entzlindliche Erkrankung. (19,52,82) Aus diesem Grund ist der positive Effekt der
systemischen Rifampicintherapie vermutlich vielmehr auf eine antiphlogistische Wirkung
zuriickzufiihren. Diese Uberlegung wird durch mehrere Artikel gestiitzt, die zeigten, dass
Rifampicin die Ausschuttung von IL-18 und TNF-a in unterschiedlichen in vitro und in vivo
Modellen hemmt. (89-91,96,97) Die anschlielRenden Untersuchungen zur Wirksamkeit einer
in vitro Rifampicinbehandlung bestatigten die antientzindliche Wirkung in den
Explantatkulturen indem es die Sekretion von IL-18, IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-a verminderte.
Ebenso senkte die Rifampicin-Nanoformulierung die Ausschuattung von IL-13 in den ex vivo
Explantaten, was somit die in der klinischen Praxis beobachteten antiinflammatorischen
Wirkung von Rifampicin belegt. Des Weiteren stellte sich in Untersuchungen heraus, dass
Rifampicin zu einer reduzierten Zahl CD4(+)-T-Zellen fUhrte, aber auf die CD3(+)-T-Zellen

keine Auswirkungen hatte, was auf eine Veranderung des T-Zell Phanotyps hinweist.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse zur Validierung der Rifampicin-Nanoformulierung,
spricht nichts gegen die Testung der Rifampicin-Nanoformulierung in einem individuellen

Heilversuch am Menschen.
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6 Summary

Hidradenitis suppurativa is a multifactorial chronic inflammatory skin disease caused by
occlusion of the sebaceous gland unit of the hair follicle. Inflammatory nodules, abscesses,
and fistulous ducts are developed through the subsequent rupture of the hair follicle
associated with inflammation. (39-41) Further progression of the disease is followed by
disruption of skin architecture and fibrotic scarring. (52) Studies about the inflammatory
infiltrate identified the involvement of a number of immune cells and inflammatory mediators.
These immune cells and mediators include macrophages, neutrophil granulocytes, dendritic
cells, lymphocytes, IL-13, and TNF-a. (41,45,46,51,53) Since the exact pathophysiology of
Hidradenitis suppurativa has been poorly elucidated, there is currently no causal therapeutic
possibility for affected patients. (52) The choice of therapy is based on Hurley's scoring of
severity. (25) Although most patients are affected by the mild to moderate form of
Hidradenitis suppurativa (Hurley | and Hurley 1) (98), most drugs are recommended for the
treatment of Hurley Il and Hurley Ill. The recommended drugs comprise rifampicin, usually in
combination with clindamycin, and the TNF-a inhibitor adalimumab (18,85), which act
effectively and systemically. However, due to the development of side effects, treatment of
mild to moderate Hidradenitis suppurativa would be disproportionate. In order to prevent the
skin destruction that develops during the progress of the disease, the drugs would need to be
started as early as possible. (228) In this context, a rifampicin nanoformulation with up to 1%
active agent for the treatment of mild to moderate Hidradenitis suppurativa should be
developed in cooperation with the Institute of Pharmaceutical Technology of the Goethe
University Frankfurt and preclinically validated in the laboratory of the department of

dermatology.

Therefore, in the first part of the present work, an epidermis model was generated from skin
cells of affected patients, to validate the rifampicin nanoformulation. This epidermis model
presented a multi-layered epidermis with all important differentiation markers similar to
lesional Hidradenitis suppurativa and secreted the proinflammatory cytokines IL-13 and TNF-
a. As another model ex vivo explants of lesional Hidradenitis suppurativa skin were
established. To evaluate the validity of the explant cultures, the morphology and integrity of
the epidermis were further examined using hematoxylin eosin and the proliferation marker Ki-
67. In the second part of this dissertation, studies were performed to establish a
concentration range using rifampicin dissolved in DMSO as an in vitro treatment. The
concentrations used did not exert any toxic effects regarding the proliferative capacity of
keratinocytes or induction of apoptosis. Treatment of non-inflammatory epidermis models as

well as explant cultures with the rifampicin nanoformulation containing 0.3 % of the active
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ingredient also resulted in no loss of proliferation, did not induce apoptosis or cytotoxicity,
and had no effect on keratinocyte differentiation. In the last part of the work, the efficacy of
rifampicin nanoformulation was examined in more detail. Since rifampicin is an antibiotic, it
inhibits the DNA-dependent RNA-polymerase of bacteria (107,108), which is why it is used in
the treatment of tuberculosis. (111-113) However, Hidradenitis suppurativa is not primarily
an infectious disease but rather an inflammatory disease triggered by bacteria. (19,52,82)
For this reason, the beneficial effect of systemic rifampicin therapy is probably due to an
antiphlogistic effect. This consideration is supported by several articles, which showed, that
rifampicin inhibits the release of IL-1p and TNF-a in different in vitro and in vivo models. (89—
91,96,97) Subsequent studies on the efficacy of in vitro rifampicin treatment confirmed the
anti-inflammatory effect in the explant cultures by decreasing the secretion of IL-1f3, IL-6, IL-
8, IL-10, and TNF-a. Similarly, rifampicin nanoformulation decreased the secretion of IL-1 in
the ex vivo explants, demonstrating the anti-inflammatory effect of rifampicin observed in
clinical practice. Furthermore, rifampicin was found to reduce CD4(+) T-cell numbers but had

no effect on CD3(+) T-cells, indicating a change in T-cell phenotype.

Based on the results for the validation of the rifampicin nanoformulation presented in this
thesis, there is no reason why the rifampicin nanoformulation should not be tested in

compassionate use/ off-label use in a human trial.
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7 Anhang

7.1 Apoptoseinduktion in primaren Fibroblasten
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Abbildung 32: Cleaved Caspase 3 Proteinexpression in primaren Fibroblasten.

Fibroblasten aus nicht entziindlicher Haut wurden mit verschiedenen Rifampicinkonzentrationen (0-1,2 mM) und
Losungsmittelkontrolle (DMSO) Uber einen Zeitraum von 2 h sowie 1 uyM Staurosporin fir 6 h (St, positiv
Kontrolle) behandelt. Die Lysate wurden fir die Analyse der Proteinexpression mit spezifischen Antikdrpern
gegen die cleaved Caspase 3 und Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) inkubiert. Dargestellt
sind reprasentative Westernblots aus n = 4 unabhangigen Versuchen.
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7.2 Toxizitit einer in vitro Rifampicinbehandlung in ex vivo Explantaten
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Abbildung 33: Einfluss einer Rifampicinbehandlung auf die Morphologie von nicht entziindlichen und
Hidradenitis suppurativa ex vivo Explantaten.

Explantate aus nicht entzindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa (HS) wurden mit verschiedenen
Rifampicinkonzentrationen oder Lésungsmittelkontrolle (DMSO) kultiviert. Fir die Beurteilung eines Einflusses
von Rifampicin auf die Morphologie von Explantaten wurden Schnitte dieser mit Hamatoxylin-Eosin angefarbt.
Abgebildet sind reprasentative Schnitte (Nicht entziindliche Haut 0-1.2 mM Rifampicin n=5, 1 % DMSO n = 2;
Hidradenitis suppurativa 0-1.2 mM Rifampicin n =8, 1 % DMSO n = 3; MafRstabsbalken = 100 ym). (modifiziert
nach Haferland et al. 2022)
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Abbildung 34: Einfluss einer Rifampicinbehandlung auf die Proliferationsfahigkeit von Keratinozyten in ex
vivo Explantaten aus nicht entziindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa.

Explantate aus nicht entzindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa (HS) wurden mit verschiedenen
Rifampicinkonzentrationen oder Lésungsmittelkontrolle (DMSO) kultiviert. Fir die Beurteilung eines Einflusses
von Rifampicin auf die Proliferationsfahigkeit der Keratinozyten wurden Schnitte dieser immunhistochemisch mit
einem Anti-Ki-67 AntikOrper angefarbt. Gezeigt werden reprasentative Ausschnitte und die Quantifizierung ist
dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (Nicht entziindliche Haut 0-1.2 mM Rifampicin n =5, 1 % DMSO
n = 2; Hidradenitis suppurativa 0-1.2 mM Rifampicin n=8, 1 % DMSO n = 3; Malistabsbalken = 100 um;
schwarze Pfeile = Ki-67(+) Zellen). Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet.
(modifiziert nach Haferland et al. 2022)
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Abbildung 35: Einfluss einer Rifampicinbehandlung auf die Apoptoseinduktion in der Epidermis von ex
vivo Explantaten aus nicht entziindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa.

Explantate aus nicht entziindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa (HS) wurden mit verschiedenen
Rifampicinkonzentrationen oder Lésungsmittelkontrolle (DMSO) kultiviert. Fir die Beurteilung der epidermalen
Apoptoseinduktion wurden Schnitte dieser mit einem Anti-cleaved Caspase 3-Antikérper angefarbt. Gezeigt
werden reprasentative Ausschnitte und die Quantifizierung ist dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung
(Nicht entzindliche Haut 0-1.2 mM Rifampicin n=5, 1 % DMSO n = 2; Hidradenitis suppurativa 0-1.2 mM
Rifampicin n = 8, 1 % DMSO n = 3; MaRstabsbalken = 100 um; schwarze Pfeile = cleaved Caspase 3(+) Zellen).
Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet. (modifiziert nach Haferland et al. 2022)
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Abbildung 36: Einfluss einer Rifampicinbehandlung auf die Apoptoseinduktion in der Dermis von ex vivo
Explantaten aus nicht entziindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa.

Explantate aus nicht entziindlicher Haut und Hidradenitis suppurativa (HS) wurden mit verschiedenen
Rifampicinkonzentrationen oder Ldsungsmittelkontrolle (DMSO) kultiviert. Fur die Beurteilung der dermalen
Apoptoseinduktion wurden Schnitte dieser mit einem Anti-cleaved Caspase 3-Antikdrper angefarbt. Gezeigt
werden reprasentative Ausschnitte und die Quantifizierung ist dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung
(Nicht entzindliche Haut 0-1.2 mM Rifampicin n=5, 1 % DMSO n = 2; Hidradenitis suppurativa 0-1.2 mM
Rifampicin n = 8, 1 % DMSO n = 3; Mal3stabsbalken = 100 um; schwarze Pfeile = cleaved Caspase 3(+) Zellen).
Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet.

99



7.3 Immunmodulierende Wirkung einer in vitro Rifampicinbehandlung in
ex vivo Explantaten
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Abbildung 37: Wirkung einer Rifampicinbehandlung auf den Toll-like Rezeptor 2 in der Epidermis von ex
vivo Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden mit verschiedenen Rifampicinkonzentrationen oder
Lésungsmittelkontrolle (DMSO) kultiviert. Fir die Beurteilung der Wirkung von Rifampicin wurden Schnitte dieser
mit einem Anti-Toll-like Rezeptor 2-Antikdrper angefarbt. Gezeigt werden reprasentative Ausschnitte (0-1.2 mM
Rifampicinn =7, 1 % DMSO n = 3; Mal3stabsbalken = 100 um).
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7.4 Toxizitit der Rifampicin-Nanoformulierung in Epidermismodellen
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Abbildung 38: Einfluss der Rifampicin-Nanoformulierung auf die Proliferationsfahigkeit von Keratinozyten

@

Ki-67(+) Zellen in %
(normiert zu Gesamt)
3

in Epidermismodellen.

Epidermismodelle aus préputialen Keratinozyten wurden fir A) 2, B) 24 und C) 48 h mit unbeladenen Liposomen
oder der 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Durch immunhistochemischen
Nachweis wurden die Epidermismodelle mittels Ki-67-Farbung hinsichtlich der Proliferationsfahrigkeit der
Keratinozyten untersucht. Abgebildet sind reprasentative Ausschnitte und die Quantifizierung ist dargestellt als
Whisker Boxplot (n = 3; Mal3stabsbalken = 100 ym; schwarze Pfeile = Ki-67(+) Zellen). Die p-Werte wurden mit

dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet.
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Abbildung 39: Einfluss der Rifampicin-Nanoformulierung auf die Apoptoseinduktion in
Epidermismodellen.

Epidermismodelle aus préputialen Keratinozyten wurden fiir A) 2, B) 24 und C) 48 h mit unbeladenen Liposomen
oder der 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Fur die Beurteilung der epidermalen
Apoptoseinduktion in den Epidermismodellen, wurden Schnitte dieser mit einem Anti-cleaved Caspase 3-

Antikérper angeférbt. Abgebildet sind reprasentative Ausschnitte (n = 3; Ma3stabsbalken = 100 ym).
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Abbildung 40: Einfluss der Rifampicin-Nanoformulierung auf die Differenzierung von Keratinozyten in
Epidermismodellen.

Epidermismodelle aus prdputialen Keratinozyten wurden fir A) 2, B) 24 und C) 48 h mit unbeladenen Liposomen
oder der 0,3 %-igen Rifampicin-Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Durch immunhistochemischen
Nachweis wurden die Epidermismodelle mittels Filaggrin-, Involucrin- und Zytokeratin-10-Farbung hinsichtlich
epidermaler Differenzierung untersucht. Gezeigt werden reprasentative Epidermismodell-Ausschnitte (n = 3;
MaRstabsbalken = 100 pm).
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7.5 Toxizitit der Rifampicin-Nanoformulierung in ex vivo Explantaten
Kontrolle unbehandelt Liposomen Rifampicin
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Abbildung 41: Einfluss der Rifampicin-Nanoformulierung auf die Morphologie von ex vivo Explantaten.
Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden fur 24 h mit unbeladenen Liposomen oder 0,3 %-igen Rifampicin-
Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Fir die Beurteilung eines Einflusses der Rifampicin-Nanoformulierung
auf die Morphologie wurden dieser mit Hamatoxylin-Eosin angefarbt. Abgebildet sind reprasentative Schnitte
(n = 3; Mastabsbalken = 100 pym).
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Abbildung 42: Einfluss der Rifampicin-Nanoformulierung auf die Proliferationsfahigkeit von Keratinozyten
in ex vivo Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden fur 24 h mit unbeladenen Liposomen oder 0,3 %-igen Rifampicin-
Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Durch immunhistochemischen Nachweis wurden die Explantate mittels
Ki-67-Farbung hinsichtlich der Proliferationsfahrigkeit der Keratinozyten untersucht. Gezeigt werden
reprasentative Ausschnitte und die Quantifizierung ist dargestellt als Whisker Boxplot (n = 3; MaRstabsbalken =
100 um; schwarze Pfeile = Ki-67(+) Zellen). Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test
berechnet.
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Abbildung 43: Einfluss der Rifampicin-Nanoformulierung auf die Apoptoseinduktion in ex vivo
Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden fir 24 h mit unbeladenen Liposomen oder 0,3 %-igen Rifampicin-
Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Fir die Beurteilung der A) epidermalen und B) dermalen
Apoptoseinduktion in den Epidermismodellen, wurden Schnitte dieser mit einem Anti-cleaved Caspase 3-
Antikérper angefarbt. Gezeigt werden reprasentative Ausschnitte und die Quantifizierung ist dargestellt als
Whisker Boxplot (Epidermis n = 3; Dermis n = 4; Mastabsbalken = 100 um; schwarze Pfeile = cleaved Caspase
3(+) Zellen). Die P-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test berechnet.

7.6 Immunmodulierende Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung in ex
vivo Explantaten
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Abbildung 44: Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung auf den Toll-like Rezeptor 2 in der Epidermis in
ex vivo Explantaten.

Explantate aus Hidradenitis suppurativa wurden fur 24 h mit unbeladenen Liposomen oder 0,3 %-igen Rifampicin-
Nanoformulierung (Rifampicin) behandelt. Fir die Beurteilung der Wirkung der Rifampicin-Nanoformulierung
wurden Schnitte dieser mit einem Anti-Toll-like Rezeptor 2-Antikrper angefarbt. Gezeigt werden reprasentative
(n = 3; Malstabsbalken = 100 pm).
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