











Aus der Hautklinik der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. Dr. med. h. c. T. Ruzicka

|. Etablierung und Evaluation des IMDS-Modells zur pradiktiven Erfassung und
Differenzierung photoreaktiver Substanzen
[I. Untersuchungen zur Charakterisierung der lokalen immunologischen Reaktionen

wahrend primarer photoallergischer und photoirritativer Reaktionen der Haut

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

Der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf

vorgelegt von

Andrea Blotz

2001






Als Inauguraldissertation gedruckt
mit der Genehmigung der Medizinischen Fakultéat

der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Gez. . Prof. Dr. med. D. Haussinger, Dekan
Referent . Prof. Dr. med. P. Lehmann

Korreferent : PD Dr. med. F.C. Schoebel






Meiner Familie







Vorwort

Mein ganz personlicher Dank gilt meiner Familie, insbesondere meinen Eltern
Gudrun und Georg Blotz, die mir den Wunsch Medizin zu studieren erflllt haben.
Dieser Dank gilt ebenso meiner Schwester Iris Blotz, meiner GroRmutter Lieselotte
Dobirr und Herrn Claudius Schulz.

Herrn Prof. Dr. P. Lehmann méchte ich fir die Uberlassung des Themas der
vorliegenden Arbeit sowie fur das mir entgegengebrachte Vertrauen auch Uber diese

Arbeit hinaus danken.

Herrn Dr. Dr. Ahr danke ich fur die Moglichkeit, diese Arbeit in einer Kooperation
zwischen der Forschungstoxikologie der Bayer AG, Wuppertal und der
Dermatologischen Klinik der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf durchfihren zu

konnen.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Priv. Doz. H. W. Vohr fur die intensive, freundliche
und konstruktive Betreuung dieser Arbeit, fur die wertvollen Diskussionen und
Anregungen sowie fur die vorbildliche und produktive Arbeitsatmosphare in seinen

Laboren.

Herrn B. Homey mochte ich fur die Kontaktaufnahme, Koordination und sehr
freundliche Einfihrung in das Labor der Bayer AG, Wuppertal danken.

Herzlich bedanken mdchte ich mich bei Frau B. Hoffmann, Frau P. Leidenfrost,
Frau S. Dorfling und Herrn H. Spiecker fur die freundliche Unterstitzung bei der
Durchfuhrung zahlreicher Experimente.

FUr die Forderung der vorliegenden Arbeit durch das BIOMED |l Projekt der

Europaischen Union mochte ich mich auf diesem Wege bedanken.




Tab.

Tab. 2
Tab. 3

Tab.

Tab.

Tab. 6

Tab. 7

Tab. 8

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

10:

11:

12:

13:

14:

15:

16:

17:

Tabellen Verzeichnis

Einflul® der Applikation des Vehikels Aqua bidest und Bestrahlungseinheiten von 10
und 20 Joule/ cm? auf die Ohrdicke, das Lymphknotengewicht und die
LymphKknotenzellzahl ... 30
Die Errechnung des IMDS-Quotienten am Beispiel von 8-Methoxypsoralen........... 32
Dosis-Wirkungsbeziehung der Ohrdickenzunahme, der Lymphknotenzellproliferation
und des IMDS-DI wahrend der Induktionsphase photoallergischer Reaktionen ...... 38
Dosis-Wirkungsbeziehung photoirritativer Reaktionen am Beispiel

VON SPArfloXacin ... 40
Dosis-Wirkungsbeziehung photoirritativer Reaktionen der Haut: BAY-Y-3118 und
Lomefloxacin im IMDS-MOAEI ............uuuummmmmmiiiiiiiiiinnennnnnes 42

. Ciprofloxacin, Enoxacin, Norfloxacin und Ofloxacin im IMDS-Modell ...................... 43

Enoxacin aus der Gruppe der Flour-Chinolone mit photoallergischem Potential .....44

. Ofloxacin und Norfloxacin als schwache Photoirritantien mit einem

photoallergischen Potential...............ooooii i 45

Der photoallergische Standard Olaquindox IMDS-Modell nach

topischer APPIIKAtION. ... ... . e eeeeaaeees 47
Dosis-Wirkungsbeziehung des Neuroleptikums Chlorpromazin nach oraler

F Y o] o] [12¢=1 o] o IS 48
Dosis-Wirkungsbeziehung des Neuroleptikums Chlorpromazin nach topischer

F Y o] o] {121 1o ] o IS 50

Expression costimulatorischer Molekile auf MHC Klasse Il epidermalen Zellen
wahrend der Induktionsphase photoallergischer und photoirritativer Reaktionen....53
Aktivierung von Makrophagen, Granulozyten und dendritischen Zellen

in der Epidermis wahrend primarer photoallergischer und photoirritativer

Reaktionen der Haut............cooo e 56
T-Zellrekrutierung und Einwanderung in die Epidermis und Expression des ,Very
Early Activation Antigen® (CDB9) ........oooiiiiiiiiiiiie e 58

Expression costimulatorischer Molekile auf MHC Klasse II" Lymphknotenzellen
wahrend der Induktionsphase einer photoallergischen und

photoirritativen Reaktion ... 60
B-Zellaktivierung und die Expression des ,Very Early Activation Antigen’ (CD69) auf
[-A*Zellen im lokal drainierenden Lymphknoten der Haut bei photoallergischen und
photoirritativen Reaktionen der Haut............ciiiii i 62
Einwanderung CD11b" und CD11c" Zellen in den lokal drainierenden Lymphknoten

der Haut wahrend primarer photoallergischer und photoirritativer Reaktionen ........ 64




Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Das TH1/TH2 Modell (Modifiziert nach Janeway Travers) .........cccccccvvvicieeeieeeeeennn. 10
Abb. 2: Behandlungsschema des IMDS-Modells zur Induktion der Erstantwort bei epikutan

und oral applizierten SubStanzen.............coooiiiiiiiii s 23
Abb. 3: Behandlungsschema zur Induktion der Erstantwort bei oral

applizierten SUDSTANZEN..........cooi i 24
Abb. 4: Die Berechnung des IMDS-Differenzierungsquotienten..............ccccoiieeiiiieieeeeee, 27
Abb. 5: Berechnung des IMDS-DI am Beispiel von 8-MOP .........ccccooiiiiiiiiiiiiiiccee e, 33
Abb. 6: Kinetischer Verlauf photoirritativer Reaktionen: Lokale Entztindungsreaktion

(o =T ol o F= T PRI 35
Abb. 7: Kinetischer Verlauf photoirritativer Reaktionen: Zellproliferation im lokal

drainierenden LYmphKNOtEN ...........oooiiiiiiiiii s 36
Abb. 8: IMDS-Quotient auf der Basis der Kinetik von 8-MOP.............ccccccvvvvviiiiiiiiiiiieeeeee 37
Abb. 9: Darstellung des IMDS-DI am Beispiel von Sparfloxacin in Abhangigkeit von der

(800 V=1 o 1 1 =1 1o ] o 1 41
Abb. 10 Dosis-Wirkungsbeziehung des Neuroleptikums Chlorpromazin nach oraler

Abb.

Abb.

Applikation anhand des logarithmisch dargestellten IMDS-DI .............cccccceeeiiiinnnen. 49
11: Expression costimulatorischer Molekile auf MHC Klasse |I* epidermalen Zellen

wahrend der Induktionsphase einer photoirritativen Reaktion in Abhangigkeit der

lokalen Entziindungsreaktion, bzw. der applizierten Substanzmenge...................... 54
12: Assoziierte B-Zellaktivierung in lokal drainierenden Lymphknoten der Haut wahrend

primarer photoallergischer und photoirritativer Reaktionen. ..............ccccccceee. 61




3T3 NRU PT
AG

AK

AP

BSA

CD

CIPR
CTL
DMSO
DNA
DTH
DTIC
ECVAM
ENOX
FACScan
FCS
FITC

I-A

ICAM

IFN

KG
LFA
LLNA
LOME
MHC
MIP
MOP

Abkurzungsverzeichnis

Neutral Red Uptake Photo Toxicity
Antigen

Antikorper

Antigen prasentierende Zellen

engl. ,.Bovine Serum Albumine*

engl. ,Cluster of Differentiation”
Ciprofloxacin

Cytotoxic T Lymphocyte

Dimethylsulfoxid

engl. “Desoxyribonukleinacid”

Delayed Type Hypersensitivity
5-(3,3-Dimethyltriazeno)-4-imidazolcarboxamid
European Centre for the Validation of Alternative Methods
Enoxacin

Flourescence Activated Cell Scanning
engl. ,Fetal Calf Serum”
Floureszein-Isothiocyanat

I-region Associated Antigen

engl. ,Intercellular Adhesion Molecule*
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Interleukin-lI-Rezeptor

engl. ,Integrated Model for the Differentiation of chemical-
induced allergic an irritant Skin Reactions
Korpergewicht

engl. ,Leucocyte Functional Antigen

engl. ,Local Lymph Node Assay”
Lomefloxacin

engl. ,Major Histocompatibility Complex”
engl. ,Macrophage Infammatory Protein”

Methoxypsoralen




NORF
OECD
OFLO
OLAQ
PAD
PBS
PE

Pl
PTD
RNA
RT
SPAR
TCSA
Th
TNF
uv
UV-LLNA

Norfloxacin

Organisation for Economic Cooperation and Development

Ofloxacin

Olaquindox

Photoallergische Dermatitis

engl. ,Phosphate Buffered Saline”
Phycoerythrin

Photoirritation

photoirritative Dermatitis

engl. ,Ribonukleinacid”
Raumtemperatur

Sparfloxacin
Tetrachlorsalicylanilid

T-Helfer

Tumor Nekrose Faktor
Ultraviolette Strahlung
UV-dependent Local Lymph Node Assay




1.1
1.2

1.3
1.4
1.5

1.6

2.1
2.2
23
24
2.5
2.6
2.7

2.8

2.9

2.10
2.11
2.12
2.13
2.14
2.15

Inhaltsverzeichnis

BiNleitung ... 2
Das Immunsystem der HaUL...........cooouiiiiiiiiiiiieieceeece et 5
e 0 (0 (e A 10T 1<) o LSS 6
1.2.1 Pathogenese photoirritativer Reaktionen.............cceooiiiiiiiii e, 6
1.2.2 Pathogenese primarer photo-/kontaktallergischer Reaktionen der Haut............................ 7

Anforderungen an pridiktive Testsysteme zur Erfassung photoreaktiver Substanzen... 11

Das IMDS-MOAEIL .......oooeiiiiie ettt 14
TESESUDSTANZEN ...ttt ettt et et e et e b e eabeessaeeabeenseeenseesaeensaens 15
1.5.1 Referenzsubstanzen 8-MOP und OlaquindOoX ..........ccuveeieieeiiiiiiiiiieee e 15
1.5.2 Der photoirritative Standard 8-Methoxypsoralen ... 15
1.5.3 Der photoallergische Standard OlaquindOX ...........cccccuviiiieieiiiiciieiie e 15
1.5.4 FIOU-ChINOIONE. ..ottt e s 16
TR O o1 (o] o] ] 3 1 = 4 o IS 17
Fragestellung und ZI€le .........c.oooeiiiiiiiiieie ettt e 18
Material und Methoden ... 20
VEISUCRSTIETE ...ttt ettt et beesate e e as 20
ApPPLIKatiONSSUDSTANZEN .....oovviiiiieiieciieiie ettt et et es 20
Verbrauchschemikalien ..........cooooiiiiiiiiiii e 21
ANTIKOTPET ..ottt ettt ettt et e st e et e s tae e b eesaeeenbeesaaeesbeessseensaensaesnseenseens 21
GETALE ...ttt ettt et ettt e et e bt e et e et e e ettt et e et e eas 22
APPHKAtIONSANSAIZE ..ottt ettt ettt ettt e eabeeaeesnbeeseeenseas 22
Behandlungsprotokoll zur Induktion der Primdrantwort bei lokal applizierten
SUDSTANZEN ...ttt ettt ettt ettt ettt bt 23
Behandlungsprotokoll zur Induktion der

Primérantwort bei oral applizierten Substanzen ...........ccccceceveevenienieiinicnencneeeeen 24
Berechnung der Zunahme der Ohrdicke..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiie e, 25
Wiégung der Lymphknoten und Bestimmung der Zellzahl................ccoccooieiiniinnnnnnn. 25
Berechnung des Lymphknoten-StimulationsindeX ............cccccvveeeieenciieeniieeniie e 26
Berechnung des IMDS-DifferenzierungsindeX ............cceeeeeviieiieniieeniienieeieeeeeeeeiens 26
Herstellung einer Epidermis-ZellSUSPension ...........ccueeevieerieeeiieeeiieeeieeeeveeeevee e 27
DurchfluBzytometrische ANalySen .........cccccceeeiiiiiieiiieiieiieee e 28
STALISTIK <.ttt ettt b e sttt et e 28

VI



3.2

3.3

3.4
3.5

3.6

4.2
4.3

ErQEDNISSE ..o e 29
Etablierung des IMDS-Modells zur pradiktiven Erfassung photoallergischer und
PhOtOITItatiVer SUDSTANZEN ....cccuviiieiiiieiie ettt e e e e e e e e 29
3.1.1 Der photoirritative Standard 8-Methoxpsoralen im IMDS-Modell ...........ccccccoiiiiiiinannnn. 31
3.1.2 Etablierung des IMDS-Modells flir photoirritative Substanzen anhand

der Kinetik VON 8-MOP ... .ot a e e e e e eeeea s 34
3.1.3 Der photoallergische Standard Olaquindox im IMDS-Modell ............ccccoveveeeiiiiiciiiienennn. 37
Flour-Chinolone im IMDS-Modell..........cccoooiiiiiiiiiiiiieecee e 39
3.2.1 Die photoirritative Substanz Sparfloxacin im IMDS-Modell ..............ccooociiiieiiiiiiiiiieee, 39
3.2.2 Schwache Photoirritantien aus der Gruppe der Flour-Chinolone.............ccccccoiiiieeeen. 42
3.2.3 Flour-Chinolone mit photoallergischem Potential ...............cccooiiiieiiiiiciie e, 44
Das IMDS-Modell zur Priifung topisch applizierter photoreaktiver Substanzen........... 46
3.3.1 Der photoirritative Standard 8-MOP nach topischer Applikation im IMDS-Modell ........... 46
3.3.2 Der photoallergische Standard Olaquindox nach topischer

Applikation im IMDS-MOAEIL............oooeiieiiiie e 46
Validierung des IMDS-Modells anhand von Chlorpromazin.............ccccceeevereencenennen. 47
Zelluldre Ereignisse in der Epidermis wahrend photoallergischer
und photoirritativer Reaktionen der Haut .............ccooovieiiiniiiiniiniieieeeeee e 51
3.5.1 Expression costimulierender Molekiile auf I-A” Epidermiszellen...........c..cccccoveeeveuenn... 51
3.5.2 Einwanderung von CD11b" und CD11c" Zellen in die Haut im Rahmen

photoallergischer und photoirritativer Reaktionen der Haut ..., 54
3.5.3 Epidermale T-Zell-Rekrutierung und die Expression des

,Very Early Activation Antigen* (CD69) auf I-A" Zellen der Epidermis ..............c.ccccccuc..... 57
Zelluldre Ereignisse in lokal drainierenden Lymphknoten der Haut..............c.cc.oc....... 59
3.6.1 Expression costimulierender Molekiile auf I-A* Zellen in lokal

drainierenden Lymphknoten der Haut ... 59
3.6.2 B-Zellaktivierung und Expression des ,Very Early Activation Antigen*®

(CDB9) auf I-A" LymphKnotenzZellen ...........c.ccoovoeeeeeeeeeeee e 60
3.6.3 Einwanderung CD11b" und CD11¢” Zellen in den lokal drainierenden Lymphknoten..... 63
3.6.4 T-Zellaktivierung im lokal drainierenden Lymphknoten ...........ccocoiiiiiie, 65
IS U 11 (o] o PR 66
Das IMDS-Modell zur Untersuchung photoreaktiver Substanzen ..............cccoeceeeveennen. 67
4.1.1 Flour-Chinolone im IMDS-MOEIl............oooiiiiiiiiiiii e 74
4.1.2 Flour-Chinolone mit photoallergischem Potential ..., 75
Das IMDS-Modell zur Untersuchung photoreaktiver Problemsubstanzen .................... 77
Lokale immunologische ReaKtionen ............ccceeecuviiriiieriieeiiie e e 78
U] o] T3 RPN 85
ZUSAMMENTASSUNG....uuiiiiie i e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeenane 87
LiteraturverzeiChNis .......ooooiie e 89

VI






Einleitung

1. Einleitung

Photoreaktionen der Haut stellen ein wachsendes Problem der kosmetischen und
pharmazeutischen Industrie, der Immunologie sowie der Dermatologie in Forschung
und Praxis dar (Haen et al., 1988). Sie entstehen nach systemischer oder lokaler
Applikation photoreaktiver Substanzen und anschlieRender UV-Exposition.

Unter dem Begriff der Photoreaktion werden photoallergische und photoirritative

Reaktionen zusammengefaldt (Ippen, 1993).

Photoallergische und photoirritative Reaktionen auf3ern sich klinisch als akute oder
chronische Dermatitiden und treten mehrere Stunden bis wenige Tage nach
Lichtexposition auf. Hauptsachlich sind lichtexponierte Areale (Gesicht, Hals, Hande
und Dekolleté) betroffen (Neumann et Lehmann, 2000, Pigatto et al., 1996).

Sie stellen Sonderformen einer Kontaktallergie und einer Irritation dar und sind durch

Odembildung, Erythem, Schuppung und Juckreiz der Haut charakterisiert.

Als exogen zugefuhrter Ausloser dieser Hautreaktionen sind Medikamente wie
Antibiotika, insbesondere Flour-Chinolone, Antiepileptika, Farbstoffe, Teerderivate,
pflanzliche Stoffe (Furocoumarine), etc. bekannt (Schauder, 1990). Photoreaktive
Stoffe sind damit in der gesamten Welt allgegenwartig. Das ,Comitee Internationale
d’Eclairage® hat 1993 insgesamt 15.000 Chemikalien als photosensibilisierend
deklariert.

Photoallergische und photoirritative Kontaktekzeme kdnnen durch eine Vielzahl
sogenannter sekundarer Pflanzenstoffe (z.B. Urushiol aus dem amerikanischen
Efeu) hervorgerufen werden. Schon im Jahre 1500 vor Christi Geburt rieben
agyptische Arzte zerkleinerten Samen der Pflanze Ammi majus (Knorpelmohre) auf
erkrankte Stellen der Haut und konnten exacerbierte Verbrennungen nach

Sonnenlichtexposition beobachten.

Nach heutigem Wissen stammen die meisten Photosensibilatoren in der floralen
Umgebung des Menschen aus der Stoffgruppe der Psoralene (Furocoumarine), die
beispielsweise in der Herkulesstaude (Heracleum spec.), dem Feigenbaum (Ficus
carica) oder der Selleriestaude (Apium graveolens) anzutreffen sind. Sie rufen eine
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sogenannte Phytophotodermatitis hervor (Lagey et al, 1995). Dies ist eine,
gegenuber dem Sonnenbrand protrahiert verlaufende Entzindung der Haut mit
starker posteruptiver Pigmentierung (Jung, 1995).

Die Wellenlangen, welche mit der lichtabsorbierenden Substanz in Reaktion treten,
und zu den oben beschriebenen Hauterscheinungen fuhren, liegen vorwiegend im
UV-A-Bereich (320- 400nm) und zum Teil im Bereich des sichtbaren Lichts.

Sprachlich gesehen, bietet das Feld der Photoreaktionen bis heute grole
Verwirrungen. Haufig werden die Begriffe Photosensibilisierung, Phototoxizitat,
Photoirritation und Photoallergie synonym benutzt.

Nach der Nomenklatur von Ippen werden photoallergische und photoirritative
Reaktionen als zwei Arten der Photosensibilisierung, unter der man ursprunglich die
photografische Zersetzung von Silbersalzen verstand, klar differenziert (Ippen, 1993).
Photosensibilisierung sollte heute nur noch im Sinne der chemischen Aktivierung
benutzt werden und Phototoxizitat als Oberbegriff flir medizinische und biologische

Reaktionen.

Eine sehr ernstzunehmende Gruppe der photoreaktiven Substanzen stellen topische
und systemisch applizierte Medikamente, wie Antibiotika, Antiphlogistika,
antiinflammatorische Substanzen, Antihypertensiva, Antimykotika, Antirheumatika,
Psoralene, Psychopharmaka, Neuroleptika, etc. dar (Allen, 1993 und Gould et al.,
1995).

Dal oral verabreichte Medikamente Photodermatosen hervorrufen kdnnen, zeigte
sich 1945 in Nordafrika und Italien. Nach der Einnahme von Sulfonamiden
entwickelten 361 von 500 Patienten schwere Sonnenbrande mit Blasenbildung und
Beeintrachtigung des Herz-Kreislaufsystems (Peterkin, 1945).

Zwar zwingt eine photoallergische oder photoirritative Reaktion der Haut nach
Medikamentengabe nicht immer zwangslaufig zum sofortigen Therapieabbruch,
sondern kann durch Verhaltensmaliregeln, wie Vermeidung von Sonnenexposition,
angemessener Kleidung oder Reduktion der Medikamentendosis vorerst unter

Kontrolle gehalten werden, jedoch kann es auch akut zu schweren
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Verbrennungserscheinungen mit Fieber und Kreislaufschock kommen (Johnson et
Ferguson, 1990).

In den letzten Jahren wurden in Phase Il und IV Studien einiger Propionsaure-
Derivate und Flour-Chinolone schwere photoirritative Reaktionen bei Patienten
ausgelost. Ein zuverlassiges Screening-Modell konnte das photoreaktive Potential
bereits in Phase Il Studien erkennen und eine gezielte Weiterentwicklung
ermdglichen sowie Kosten einsparen. Mit dem Wissen um die Photoreaktivitat
konnten rechtzeitig entsprechende Malinahmen zur Lichtprotektion eingeleitet
werden und das Medikament mit Einschrankungen, beispielsweise fur
Intensivstationen zugelassen werden. Einige neu entwickelte Flour-Chinolone wie
BAY-Y-3118 waren heute eine Bereicherung im klinischen Alltag beim Einsatz gegen

multiresistente Keime.

Die hier aufgezeigte klinische Relevanz zeigt die Notwendigkeit eines labortechnisch
einfachen Screening- und Differenzierungstestes auf.

Der pharmazeutischen Industrie konnten bei der Arzneimittelentwicklung mittels
eines zuverlassigen Testverfahrens Zeit und Kosten erspart bleiben, dem
Endverbraucher, also dem Patienten, unnétige Nebenwirkungen. Momentan hat die
European Medicines Evaluation Agency (EMEA) noch keine legislative Grundlage
geschaffen, die der pharmazeutischen Industrie vorschreibt, ihre neu entwickelten

Substanzen zu testen.

Die EU ist sich jedoch des Problems bewuf3t und versucht mit der COLIPA (Cosmetic
Manufacturers Association), neue in vitro Modelle zu entwickeln (Liebsch, 1997).
Durch den zunehmenden Bedarf und der rapiden Entwicklung neuer Substanzen und
Arzneistoffe werden einem Testmodell nicht nur Schnelligkeit und vertretbare Kosten,
sondern auch Transparenz und Zuverlassigkeit abverlangt.

Ein solches Testverfahren ist nur auf der Grundlage des Verstandnisses der
pathophysiologischen Mechanismen moglich, die zu photoallergischen oder

photoirritativen Hauterscheinungen fuhren.
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1.1 Das Immunsystem der Haut

Aufgabe der Haut ist es, die Integritat des Organismus durch ein komplexes
Uberwachungs- und Eliminierungssystem sicherzustellen. Als groftes Organ des
menschlichen Korpers bietet sie ein faszinierendes Netzwerk verschiedenster
lebenswichtiger Funktionen. In ihrer Rolle als erste Abwehrlinie fur samtliche aulRere
Noxen ist sie ein immunologisch privilegiertes Organ.

Physikalisch dient sie als Barriere gegen die eventuell schadigende AulRenwelt. Die
relative Impermeabilitat fur Wasser und wasserlosliche Stoffe, die strukturelle
Integritat bei mechanischer Belastung und Traumata, die pH-Barriere gegen
Mikroorganismen, sowie die optischen Eigenschaften zum Schutz vor den potentiell
negativen Auswirkungen des UV-Lichtes sind ihre herausragenden Leistungen.

Der Schutz vor exogen schadlichen Einflussen wird hauptsachlich von der Epidermis
geleistet. Keratinozyten, die Zellen der Epidermis, produzieren nicht nur Keratin und
bilden nach ihrem programmierten Zelltod die sogenannte Hornhaut, sie sezernieren
auch eine Vielzahl von Zytokinen und inflammatorischen Proteinen, wie IL-1alpha,
IL-8 (entspricht MIP-2 der Maus [Macrophage Inflammatory Protein-2]), IL-10 und
den Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-alpha). Sie konnen auRerdem zur Expression

von MHC Klasse Il Molekile angeregt werden.

Langerhanszellen reprasentieren die potentesten antigenprasentierenden Zellen der
Haut. Sie sind in der Lage, im Rahmen einer antigeninduzierten Immunantwort
Antigene zu phagozytieren, zu prozessieren und relevante antigene Determinanten
nach der Migration von der Haut Uber afferenten Lymphbahnen in den lokal
drainierenden Lymphknoten T-Zellen zu prasentieren. Langerhanszellen kdnnen
ferner Zytokine wie IL-1 beta sezernieren und auf ihrer Oberflache die
costimulierenden Molekile CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) exprimieren
(Kampgen et al., 1991). Im lokal drainierenden Lymphknoten aktivieren sie als reife,
immunologisch hochaktive Zellen T-Helfer-Zellen. Ferner werden im Rahmen
inflammatorischer Reaktionen insbesondere aktivierte T-Zellen in der Dermis und
Epidermis gefunden (T-Zell-Recruitment) (Enk et Katz, 7/1995).

Immunologisch kompetente Zellen der Dermis und Epidermis bilden mit den

jeweiligen regionalen Lymphknoten eine Funktionseinheit, die als ,SALT"
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(Skin Associated Lymphatic Tissue) bezeichnet wird und das ,lokale Immunsystem

der Haut" nach Bos und Kapsenberg (1993) reprasentieren.

1.2 Photoreaktionen

Unter dem Oberbegriff Photoreaktionen werden photoallergische und photoirritative
Reaktionen zusammengefal3t.

1.2.1 Pathogenese photoirritativer Reaktionen

Das klassische Beispiel einer photoirritativen Erscheinung ist der ,Sonnenbrand®, ein
Strahlenerythem, das bis hin zu Odem- und Blasenbildungen neigt. Es entwickelt
sich in Abhangigkeit von Bestrahlungsdauer, -dosis und Adaptationsfahigkeit der

Haut (Lichtschwiele, Melaninpigmentierung).

Photoirritative Substanzen konnen die Reaktionsschwelle zur Ausbildung einer
irritativen Hautreaktion stark herabsetzen. Die Substanz oder ein Metabolit derselben
lagert sich in der Haut ab, kann dort in Wechselwirkung mit dem UV-Licht treten und
eine photoirritative Hautreaktion provozieren. Im Gegensatz zu den allergischen
Reaktionen kann eine solche Hautirritation schon bei Erstkontakt auftreten und eine
Dosis-Wirkungs-Beziehung zeigen.

Photoirritativen Reaktionen liegen keine immunogenen Hapten-Protein-Komplexe
zugrunde. Mechanistisch handelt es sich um eine direkte irritative Wechselwirkung
einer durch UV-Bestrahlung veranderten Substanz mit einer Zelle oder einem
Zellbestandteil. Durch UV-Einwirkung auf die betreffende Substanz kommt es zur
Bildung toxischer Sauerstoffderivate: Sauerstoff-Radikale, Superoxid-Anionen oder
Hydroxyl-Radikale (Jensen, et al., 1987). Durch Interaktion dieser Sauerstoffderivate
mit Zellbestandteilen werden z.B. Aminosauren oder ungesattigte Membranlipide
oxidiert. Die daraus resultierenden DNS- und Zellmembranschaden induzierten dann
die photoirritative Reaktion (Harber et al., 1989, Wagai et al, 1991,
Spielmann et al., 1997).

Um die photosensibilisierenden Substanzen und die Mechanismen ihrer Entstehung

zu strukturieren, unterteilt man sie in sogenannte primare und sekundare
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Photosensibilatoren. Primare Photosensibilisatoren wirken als unveranderte
Ausgangssubstanz. Sekundare Photosensibilisatoren werden durch verschiedene
Mechanismen, wie beispielsweise durch Metabolisierung, durch spezifische Bindung

oder durch Zersetzung, Oxidation und Warme erzeugt.

1.2.2 Pathogenese primarer photo-/kontaktallergischer Reaktionen der Haut

Photoallergien konnen im Gegensatz zu Photoirritationen uber das lichtexponierte
Hautareal hinaus generalisieren oder eine sogenannte ,persistierende Lichtreaktion®
auslésen, die eine Uber die Expositionszeit hinaus substanzunabhangige
Lichtsensibilitat darstellt. Hawk und Magnus (1979) beschrieben Falle, bei denen sich
aus einer persistierenden Lichtreaktion ein aktinisches Retikuloid ausbildete, welches

die Grundlage fur ein Lymphom der Haut bilden kann.

Ippen unterscheidet innerlich ausgeloste photoallergische Ekzeme, z.B. durch oral
oder intra vends applizierte Medikamente und photoallergische Kontaktekzeme, die
durch aulerliche Anwendung von Salben oder Tinkturen entstehen kdnnen
(lppen et al., 1993).

Bei beiden Arten der Photoallergie wird die betreffende Substanz oder einer ihrer
Stoffwechselmetaboliten in der Haut angereichert und tritt dort in Wechselwirkung mit
dem UV-Licht. In jungerer Zeit konnten Pendlington et al. (1990) zeigen, dal}
UV-Bestrahlung die Bildung freier Radikale oder aktiver Zwischenprodukte in der
Haut induziert. Die Substanz wird so in eine reaktionsfahige Verbindung (Prohapten)
uberfuhrt. Diese reaktiven, meist kurzlebigen Zwischenstufen konnen mit
korpereigenen Molekulen (Protein) eine kovalente Verbindung (Hapten-Protein-
Komplex) eingehen. Hapten-Protein-Komplexe sind dann in der Lage, eine
allergische Reaktion zu verursachen. Photoirritative Substanzen hingegen bilden

keinen immunogenen Hapten-Protein-Komplex aus (Spielmann et Liebsch, 1995).

Der Hauptunterschied zwischen kontaktallergischen und photoallergischen
Reaktionen ist also, dald im Rahmen der Photokontaktallergie das Hapten oder
Hautkomponenten zuerst mit relevanten Dosen und Wellenlangen von UV-Strahlung
interagieren mussen, um eine Bindung der Substanz an Selbst-Protein zu
ermdglichen, um so zum Photoallergen zu werden. Die folgenden Hautkomponenten

kobnnen durch Photoenergie aktiviert werden: Aminosauren und Proteine,
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Blutkomponenten, Lipoproteine, DNA und RNA. Es wurden sechs mogliche
Reaktionsformen zwischen Hapten, UV- Strahlung und Hautkomponenten von Stork

beschrieben:

1. Das Prohapten wird durch absorbierte Lichtquanten zum Hapten transformiert.

2. Durch die absorbierten Lichtquanten wird der aktive Protein-Carrier fur das
Hapten aus Hautproteinen gebildet.

3. Die UV-Strahlung fuhrt zur Bildung eines Haptens, daf® an Hautproteine bindet
und zum Antigen wird.

4. Das Hapten bindet an Protein, welches durch UV-Strahlung verandert wurde.

5. Hapten und Protein werden durch UV-Strahlung verandert und bilden
gemeinsam das Antigen.

6. Das Hapten und die UV-Strahlung katalysieren eine chemische Reaktion im
Protein, die zur Antigenbildung fuhrt.

Nach Antigenbildung und Phagozytose durch antigenprasentierende Zellen verlaufen
die folgenden immunologischen Prozesse bei der Photoallergie analog zu denen der
Kontaktallergie.

Beide Reaktionsformen reprasentieren eine Typ IV Reaktion nach Coombs und Gell
(1963) und zeigen einen crescendoartigen Verlauf. Bei dieser zellvermittelten
Immunreaktion wird die Erkrankung nicht durch Antikorper, sondern unmittelbar
durch spezifische T-Lymphozyten ausgelést und ist damit nicht durch Serum
Ubertragbar. Inzwischen hat es sich als zweckmallig erwiesen, den zellularen
Reaktionstyp IV in a und b zu untergliedern.

Typ IV a stellt eine cytotoxische, allergische Reaktion dar, bei der
CD8" T-Lymphozyten antigentragende Zellen direkt zerstéren. Bei der
zellvermittelten Reaktion vom verzogerten Typ IV b spielen sensibilisierte

CD4" T-Zellen die herausragende Rolle.

Wahrend der Auspragung primarer kontaktallergischer Reaktionen nehmen
CD4" T-Zellen eine Schllisselposition ein. Sie werden wahrend der Prasentation von

Antigenen durch spezialisierte Zellen (dendritische Zellen, Makrophagen, B-Zellen)
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stimuliert und nehmen durch die Sekretion von Zytokinen einen selektiven Einflul} auf

den weiteren Verlauf der Immunantwort.

In den letzten Jahren wurde erkannt, dall von Ty-Lymphozyten zwei
Subpopulationen existieren, die sich vor allem durch ihr Zytokinmuster
unterscheiden, durch das sie sich als Ty1- und Th2-Zellen definieren. Ausgehend von
der undifferenzierten Ty0-Zelle, die IL-2, -4 und IFN-gamma produzieren kann,

spezialisieren sich die Ty-Zellen durch einen Maturationsprozel3.

Tu1-Zellen sezernieren Interleukin-2, den Wachstumsfaktor fur T-Lymphozyten sowie
IFN-gamma. IFN-gamma aktiviert antigenprasentierende Zellen und férdert die
zellular vermittelte Immunitat. Ty2-Lymphozyten regulieren durch die Sekretion von
IL-4, -5, -6, -10 und —13 die Antikorpersynthese von B-Zellen und nehmen Einfluf3 auf
die Immunglobulin-lsotypen. B-Lymphozyten konnen beispielsweise ohne IL-4 kein
IgE synthetisieren. IL-4, wie auch IL-10 und IL-13 lenken die Differenzierung in
Richtung Ty2-Zellen, wahrend IFN-gamma die Differenzierung zu Ty1 lenkt.

Damit fordern die Ty Subpopulationen ihre eigene Entwicklung zum Teil Uber andere
Zellen, wie den naturlichen Killerzellen und hemmen gleichzeitig die Reifung anderer
Subpopulationen (Abb. 1).
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CD4'T - Zelle
Peptide und MHC Kilasse Il Molekiile

T,1-Zellen
inflammatorische T-Zelle

T,2-Zellen
T-Helfer-Zelle

TNF- Rezeptor

Intrazellulare

Zytokine CD40 Ligand

Fremdproteing
Makrophage
Makrophagen . .
aktivierend Zytokine LI
IFN-y IL-2
TNF IL-3

CD40
p-
- *
Antigen
Antigen-spezifische B-Zelle
B-Zell-aktivierende . .
Zytokine Weitere Zytokine
IL-4 IL-3
IL-5 GM-CSF
IL-6 IL-10

Abb. 1: Das TH1/TH2 Modell (modifiziert nach Janeway Travers)
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T-Lymphozyten konnen Antigene nur dann erkennen, wenn sie von
antigenprasentierenden Zellen (dendritische Zellen, Makrophagen oder B-Zellen) an
Molekule des Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC) gebunden prasentiert
werden. Die Struktur der MHC Molekule erlaubt nur die Prasentation von Peptiden,
die aus 8-25 Aminosauren bestehen. Proteine mussen also zuvor von
antigenprasentierenden Zellen aufgenommen und zu kleinen Peptiden zerlegt
werden. Kleinere molekulare Stoffe, wie die meisten Arzneimittel werden nur dann an
ein kleines Peptid gebunden bleiben, wenn die Bindung fest, in der Regel kovalent,
ist. Das relevante Antigen entsteht aus der kovalenten Bindung des Haptens mit den
Selbst-Protein, z.B. der Haut.

Einige chemische Substanzen durchlaufen erst metabolische Prozesse, in deren
Folge ihre Metaboliten durch kovalente Bindung oder durch Komplexbildung mit dem
Selbstproteinen zu einem ,altered self und somit zur Antigenbildung fuhren. Liegt
eine Sensibilisierung vor, wird bei erneutem Kontakt mit dem Arzneimittel eine

allergische Reaktion ausgeldst, die klinisch zum Bild der Photo-/Kontaktallergie fuhrt.

1.3 Anforderungen an pradiktive Testsysteme zur Erfassung photoreaktiver

Substanzen

Aus den grundlegenden Entstehungsmechanismen photoallergischer und
photoirritativer Reaktionsmuster ergeben sich die komplexen Anforderungen und
Entwicklungsmoglichkeiten eines Screeningtestes.

Aktuell gibt es weder ein Testsystem welches oral applizierte Substanzen hinsichtlich
Ihres photoirritativen Charakters, noch ihres photoallergischen Charakters prufen

kann.

Aktuelle Testsysteme konzentrieren sich entweder ausschlielllich auf die
Untersuchung epikutan applizierter Arzneimittel oder untersuchen die direkte
Wirkung der Substanz auf bestimmte Zellsuspensionen.

Vorab ist festzustellen, dal} bei Testmodellen die Gefahr falsch positiver oder falsch
negativer Ergebnisse um so groRer wird, je mehr sich das betreffende Modell
(Prokaryonten, Eukaryonten, Erythrozyten oder Nacktmause) biochemisch und
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strukturell von der menschlichen Haut und damit dem Erfolgsorgan der
Photosensibilisierung unterscheidet.

Bei sekundaren Photosensibilatoren nehmen die Anforderungen an den Testansatz
weiter zu, wie das folgende Beispiel zeigt. Dacarbazin (DTIC) ist ein Zytostatikum,
dessen photoirritative Potenz nach intravendser Gabe klinisch beobachtet werden
konnte (H. Ippen, 1993). Es wird in der zytostatischen Nachbehandlung des
Malignen Melanoms eingesetzt. Seine Lichtinstabilitat ist bekannt, und Patienten wird
angeraten, nach jeder Behandlung ein Sonnenschutzmittel zu benutzen. Kunze et al.
beobachteten die Abnahme der zum Erythem notwendigen Bestrahlungszeit nach
DTIC-Applikation an einer Patientengruppe (Kunze, 1980).

Bolling et al. versuchten, diese Wirkung nach dermaler Applikation und sofortiger
Belichtung zu reproduzieren, was allerdings nicht gelang. (Bolling et al., 1981).
Belichtungstests in verschiedenen Zeitintervallen nach Infusion der Substanz zeigten
erst etwa nach vier Stunden eine voribergehend stark erhéhte UV-A Empfindlichkeit
der Haut. Hieraus kann gefolgert werden, dall erst ein spater in der Haut
erscheinender Metabolit die Lichtsensitivitat hervorrufen kann und ein sogenannter
sekundarer Photosensibilisator vorliegt. Substanzen, wie die Furocoumarine
beispielsweise, mussen erst lichtunabhangig mit der DNA interkalieren und so einen
uber Nebenvalenzen fixierten Komplex bilden, um ihre photoirritative Potenz

entwickeln zu kdnnen.

In den letzten Jahren versuchte man Photoreaktionen nach epikutaner Applikation
durch Modifikation der biphasischen Testsysteme: Buhler Occluded Patch Test
(Bihler, 1965) und Guinea Pig Maximization Test (GMPT) zu untersuchen
(Magnusson et Klingman, 1969). Der sogenannte Buhler-Test bendtigt
10-20 Meerschweinchen pro Gruppe, bei einem Versuchszeitraum von 40 Tagen.
Der GMPT ist in 30 Tagen durchflhrbar, benétigt 25 Meerschweinchen pro Gruppe
und erfordert aufwendige Applikationsmodalitaten, wie z.B. eine genaue, nicht irritativ
wirkende Schwellendosis der zu untersuchenden Substanz.

Um die Sensitivitit des Testes zu erhohen, wird das Testareal mit
10% Natriumeaurylsulfat vorbehandelt, welches den Reaktionsablauf, insbesondere

bei photoreaktiven Stoffen beeinflussen kann.
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Ein weiteres Problem stellt die Durchfuhrung der streng intradermalen Injektion dar.
Diese Versuchsmodalitaten verlangen einen hohen personellen, zeitlichen und
finanziellen Aufwand, um eine Aussage Uber die photo-/irritative, bzw.

photo-/allergische Potenz treffen zu kénnen.

Der GMPT und der Buhler-Test unterliegen beide einer rein subjektiven
Erythem-Einschatzung des Versuchsdurchfihrers und der damit verbundenen
Varianz.

Farbige Testsubstanzen oder solche, die als Photokontaktallergene selbst ein hohes
intrinsisch irritatives oder photoirritatives Potential aufweisen, kdnnen ihrerseits zu

zweifelhaften Ergebnissen fuhren (Hoelzle et al., 1991).

Mit der Einfuhrung des Local Lymph Node Assay (LLNA) durch Kimber und
Weisenberger im Jahre 1989 wurde ein in vivo Modell mit einem klar definierten und
objektivem Endpunkt, dem Proliferationsindex der Lymphknotenzellzahl etabliert
(Kimber et al., 1989).

Der LLNA wurde 1992 in die Richtlinien der OECD (Organisation for Economic
Cooperation and Development) fur die immuntoxikologische Risikoanalyse neuer
Substanzen aufgenommen. Testchemikalien, die eine positive Reaktion im
Lymphknoten zeigen, werden als Allergene identifiziert. Bei einem negativen
Testergebnis werden allerdings auch weiterhin Guinea Pig-Maximisation Tests
(GMPT) gefordert, um das negativ- Ergebnis zu bestatigen
(Kimber et Weisenberger, 1989 und Basketter et Gerberick, 1996). Validierungen in
verschiedenen voneinander unabhangigen Laboratorien zeigen den hohen
pradiktiven Wert des LLN-Proliferations-Index (Chamberlain et Basketter, 1996 und
Chamberlain et Hilton, 1991).

Scholes versuchte 1992 erstmalig Photokontaktallergene mit dem LLNA zu testen
(Scholes et Basketter, 1992). Dieser UV-LLNA kann photoreaktive Substanzen nur
nach topischer, nicht jedoch nach oraler Applikation testen. Er ist ebenso wie die
oben genannten Testsysteme nicht in der Lage, zwischen photoirritativen und
photoallergischen Substanzen zu differenzieren. Allerdings besitzt der LLNA als
monophasisches und objektives Testsystem wesentliche Vorteile gegenuber den

0. g. biphasischen Systemen.
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Um der Problemlosung der Differenzierbarkeit zwischen Photo/-Kontaktallergie und
Photo-/Irritation naher zu kommen, wurde das (UV-) LLNA-Modell weiter modifiziert,
und man konzentrierte sich auf immunologisch relevante Zellpopulationen im lokal
drainierenden Lymphknoten: CD4"T-Zellen und AP-Zellen (Vohr, 1994).
Ulrich et Vohr konnten zeigen, dall das modifizierte LLNA-Modell auch auf
photoreaktive Substanzen anwendbar ist (Ulrich et Vohr,1996).

Um dieses Testmodell zu vereinfachen konzentrierte man sich auf immunologische

Endpunkte kontaktallergischer und irritativer Reaktionen der Haut.

1.4 Das IMDS-Modell

Das IMDS-Modell (Integrated Model for the Differentiation of chemical-induced
allergic and irritant Skin reactions) erfahrt seine Diskriminierungsfahigkeit durch
Messung einfacher, immunologisch relevanter Endpunkte der Haut und der lokal
drainierenden Lymphknoten. Diese Endpunkte wurden aufgrund jahrelanger

Beobachtungen und immunologischer Forschungsergebnisse ausgewahit.

Das Verhalten der Ohrdicke dient als Melgrundlage fur das Ausmal} der
Inflammation der Haut als charakteristischstes Merkmal photo-/irritativer Reaktionen.
Die Proliferation der lokal drainierenden Lymphknoten fallt selbst bei starker
Hautinflammation in den ersten vier Tagen einer photo- /irritativen Reaktion

vergleichsweise gering aus (Schilling, Diplomarbeit, 2000).

Photo-/allergische Reaktionen zeigen eine massive Lymphknotenproliferation bei
geringer bis fehlender Entziindungsreaktion der bestrahlten Hautareale. Als Mal3 der
Lymphknoten-Aktivierung wird ein Index aus der Lymphknotenzellzahl der
Testgruppe und der Vehikel-Gruppe gebildet. Das IMDS-Modell ist ein
monophasisches Modell, welches die photoreaktiven Eigenschaften einer Substanz
innerhalb von vier Versuchstagen testen kann und die Substanzen in photoirritativ

und photoallergisch differenziert.

Neben den photodermatologischen Aspekten spielt die Abschatzung des

immuntoxischen Risikos eine maldgebliche Rolle. Dieses Risiko beeinfluf3t nicht nur
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den Rahmen, in dem das Medikament eingesetzt werden kann, sondern auch
dessen Zulassung als Arzneimittel.

Das IMDS-Modell ist in der Lage, photo-/allergische und photo-/irritative Substanzen
bereits in der Induktionsphase als solche zu erkennen. Weiter ist es das erste
Testsystem, welches anhand eines Differenzierungsindexes eine klare
Differenzierung zwischen photo-/allergischen und photo-/irritativen Substanzen nach
oraler Applikation ermdglicht. Dies ist nicht nur fir die chemische und
pharmazeutische Industrie von herausragender Bedeutung, sondern vor allem fir

Patienten.

1.5 Testsubstanzen

1.5.1 Referenzsubstanzen 8-MOP und Olaquindox

Basierend auf den Empfehlungen der COLIPA bezuglich photoirritativer und
photoallergischer Standardtestsubstanzen wurden in der vorliegenden Arbeit 8-MOP
als photoirritative und Olaquindox als photoallergische Referenzsubstanz benutzt.

1.5.2 Der photoirritative Standard 8-Methoxypsoralen

8-MOP wird als Photochemotherapeutikum im Rahmen der PUVA-Therapie
eingesetzt, um vor allem bei schweren Formen der Psoriasis, Psoriasis en Plaque,
Mycosis fungoides, der Vitiligo und anderen Dermatosen die photoirritative Wirkung
dieses Psoralens therapeutisch auszunutzen (Oakley et al., 1996; Pier et al., 1993;
Mobacken et al., 1983 und Wiessmann et al., 1978).

8-MOP wird klinisch sowohl topisch als auch systemisch angewendet, was die
Etablierung des IMDS-Modells fir beide Applikationswege moglich macht
(Bech-Thomson, 1994).

1.5.3 Der photoallergische Standard Olaquindox

Olaquindox wurde in der vorliegenden Arbeit als Referenzsubstanz photoallergischer
Reaktionen genutzt, da in klinischen Untersuchungen kein photoirritatives
Begleitpotential beschrieben wird. Auch in dem sensiblen Photo Hen’s Egg Test
wurde kein photoirritatives Potential von Olaquindox beobachtet

(persénliche Mitteilung Dr. N. Neumann vom 20.5.2001).
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Olaquindox wurde aus der Vorlaufersubstanz Quindoxin entwickelt, um als
Wachstumspromoter Gastroenteritiden in der Schweinezucht vorzubeugen. Das
photoallergische Potential beider Substanzen machte sich vor allem bei Landwirten
bemerkbar, die bei der Tierfutterung mit Olaquindox in Kontakt kamen und bei der
Feldarbeit der Sonne exponiert waren. Bei den Mischvorgangen des Tierfutters
gelangt Olaquindox in die Luft und kann so aerogen oder oral aufgenommen werden.
Die geringe auslésende Konzentration beschreibt einmal mehr das photoallergische
Potential dieser Substanz und die Wichtigkeit seiner Erkennung, da sie uUber die
Tierfutterung in die menschliche Nahrungskette gelangt.

1.5.4 Flour-Chinolone

Nalidixinsaure stellt mit ihrer Einfiuhrung im Jahre 1962 die Ausgangssubstanz
chemisch-synthetisch hergestellter Flour-Chinolone dar (Wolfson et al., 1990). Es hat
sich vor allem als Chemotherapeutikum gegen Infektionen der ableitenden Harnwege
bewahrt. Die in den darauf folgenden 20 Jahren abgewandelten Derivate erlangten
nur wenig oder, wie die Pipemaidsaure, eine in etwa gleichwertige Kklinische
Bedeutung.

Wegen ihres Hemmeffekts auf die bakterielle DNA-Gyrase werden sie auch ,Gyrase-
Hemmer® genannt. Sie blockieren die Topoisomerase Il und damit die Faltung der
DNA-Helix zu Schleifen-Domanen (Burry et al., 1966).

Norfloxacin leitete 1982 die aktuell anhaltende erfolgreiche Entwicklung der
Flour-Chinolone ein. Bereits kurze Zeit nach der EinfUhrung der Nalidixinsaure wurde

ihre photoirritative Potenz registriert.

1993 hat die ,Food and Drug Administration® der USA die Anzahl der an Patienten
ausgegebenen Rezepte fur vier verschiedene Chinolone mit der Anzahl der auf diese
zurlckzufuhrenden Photoreaktionen der Haut verglichen. Auf eine Millionen
Verschreibungen fur Ciprofloxacin kam ein registrierter Fall, fur Norfloxacin zwei
Falle, 20 Falle fur Ofloxacin und 70 Falle fur Lomefloxacin (Food, 1993). Zu
bertcksichtigen Dbleibt die wahrscheinlich sehr hohe Dunkelziffer der
Erkrankungsfalle, v.a. in den USA.
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Den momentan bei uns zugelassenen Praparaten (Norfloxacin, Ofloxacin,
Ciprofloxacin, Enoxacin, Cinoxacin, Pefloxacin, Flerofloxacin) werden bald andere

wie Moxifloxacin folgen.

1.5.5 Chlorpromazin

In der Literatur werden zwei zuerst vollig kontrar erscheinende Phanomene
lichtabhangiger Reaktionen auf Chlorpromazin beschrieben. Nach oraler Applikation
kann es zu photoirritativen und nach topischer Applikation zu photoallergischen
Reaktionen kommen.

Bei systemischer Verabreichung in hohen Dosisbereichen zeigt Chlorpromazin
photoirritative Potenz. Bei dermaler Applikation reagiert es jedoch wie ein
Photoallergen. Ippen und Jung flhren dieses Phanomen auf eine lichtabhangige
Abspaltung des Chloratoms und der Bildung eines langlebigen Cl-Radikals zurtck.
Reagiert dies nun mit der DNA, folgt eine photoirritative Hyperpigmentierung
(Ippen et Jung, 1993). Ippen fugt hinzu, dald die Hyperpigmentierung aber auch auf
Wechselwirkungen mit Melanin oder dessen Vorstufen zurickzuflhren sein kann.
Bei topischer Anwendung setzt sich dieses durch Licht erzeugte Chlorpromazin-
Radikal dagegen mit Hautproteinen um, die dann als Haptene, bzw. Antigene wirken.

Im Falle eines Landwirtes rief das Psychopharmakon Chlorpromazin eine
persistierende Lichtuberempfindlichkeit hervor, die Uber den Zeitraum der
Substanzexposition hinaus ging.

Eine mdgliche Erklarung fir dieses Phanomen ist die Retention des Photoallergens
in der Haut Uber einen sehr langen Zeitraum. Dieses Phanomen wird auch als sog.
.Bystander-Effekt* beschrieben, der zu Reaktion gegen ,kryptische Peptide® fihrt. In
der Haut werden unter UV-Wirkung und bei starken inflammatorischen Reaktionen
Peptide zu sog. ,kryptischen Peptiden® verandert. Diese ursprunglich korpereigenen
Peptide werden als fremd erkannt und I6sen eine Immunreaktion aus, die zur

Selektion hochaffiner T-Zellen fuhrt und somit Kreuzreaktionen hervorrufen konnen.
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1.6 Fragestellung und Ziele

Ziele dieser Arbeit waren die Entwicklung und Etablierung eines neuen in vivo
Modells zur Detektion und erstmals auch zur Differenzierung photoirritativer und

photoallergischer Substanzen.

Die Substanzgruppe der Flour-Chinolone sollte einer phototoxikologischen
Risikoanalyse unterzogen werden und Aufschlufd Gber die klinische Aussagekraft des
IMDS-Modells bezuglich des photoirritativen Potentials der jeweiligen Substanz

geben.

Obwohl bereits eine Anzahl von Ergebnissen in vitro et in vivo Tests vorliegen, sind
viel Bausteine und Zusammenhange in dem komplexen immunologischen Netzwerk
der Haut noch weitestgehend unklar. Vor allem die differentiellen
pathophysiologischen Vorgange, die zur Genese photoallergischer und
photoirritativer Reaktionen fuhren, sind trotz der hohen klinischen Inzidenz nur

[ickenhaft entschlisselt.

Ungeachtet dieser unklaren Bausteine gibt es unterschiedliche zellulare und
morphologische Charakteristika photoallergischer und photoirritativer
Reaktionsweisen, wie die Lymphknotenproliferation und die Ohrdickenzunahme.

Die Untersuchungen sollen Aufschlul® Uber die Zuverlassigkeit, Aussagekraft und
Differenzierungsmoglichkeiten anhand dieser Parameter geben.

Die Analyse der zellularen und molekularen Interaktionen zwischen dem primaren
Reaktionsort Haut und den lokal drainierenden Lymphknoten soll mechanistisch-
regulatorische Unterschiede zwischen photoallergischen und photoirritativen

Reaktionen untersuchen.

Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Maturation und das
Migrationsverhalten antigenprasentierender Zellen aus der Haut in die lokal
drainierenden Lymphknoten und die resultierende T-Zell- und assoziierte
B-Zellaktivierung in den Lymphknoten gelegt. Die zellularen Ereignisse wurden nach

der Isolierung der Zellen aus der Epidermis und den drainierenden Lymphknoten
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anhand der Expression immunologisch relevanter Zelloberflachenmolekile

flowzytometrisch untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fur die vorliegende Arbeit wurden weibliche, pathogenfreie NMRI-Mause
(Winkelmann, Borken) in einem Alter zwischen 6-12 Wochen und einem Gewicht von
28 bis 32g verwendet. Die Versuchstiere erhielten eine Standarddiat (Altromin
GmbH, Lage) sowie Wasser ad libitum. Die Tiere wurden nach den Bestimmungen
der Neufassung des deutschen Tierschutzgesetzes (Bundesgesetzblatt Teil I, 1998)
in den Tierstallen des immuntoxikologischen Labors (Bayer AG, Wuppertal) gehalten.
Vor Versuchsbeginn wurden die Mause mindestens eine Woche an die neue,

UV-freie Umgebung akklimatisiert.

2.2 Applikationssubstanzen

8-Methoxypsoralen (Sigma, Deisenhofen)
Acridin (Sigma, Deisenhofen)
BAY-Y-3118 (Bayer, Wuppertal)
Chlorpromazin (Sigma, Deisenhofen)
Ciprofloxacin (Bayer, Wuppertal)
Enoxacin (Sigma, Deisenhofen)
Lomefloxacin (Sigma, Deisenhofen)
Nalidixinsaure (Sigma, Deisenhofen)
Norfloxacin (Sigma, Deisenhofen)
Ofloxacin (Bayer, Wuppertal)
Olaquindox (Gebachem, Leverkusen)
Promethazin (Sigma, Deisenhofen)
Sparfloxacin (Bayer, Wuppertal)

Die Applikationssubstanzen wurden unmittelbar vor Gebrauch in Aqua bidest bei
oraler Applikation und in DAE 433 (Maurer, 1984) gelost.

Die Substanzkonzentrationen sind jeweils im Ergebnisteil angegeben.
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2.3 Verbrauchschemikalien

Alle Verbrauchschemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Roche

Diagnostics (Mannheim), Merck (Darmstadt) und Sigme-Aldrich (Deisenhofen)

bezogen.

FCS Fetal Calf Serum

PBS™ Dulbecco’s Phospate Buffered Saline
PBS-Azid PBS w/o + 0,02% (w/v) NaN3
Petrischalen Greiner, Nurtingen

Siebe (70um) Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
Trypsin Trypsin

Varipette 4710 Eppendorf, Hamburg
Zentrifugenrohrchen Becton Dickinson, Heidelberg

2.4 Antikorper
Die folgenden monoklonalen Antikérper (mAk) wurden verwendet:

Hamster anti-Maus CD11c (HL3) (FITC) (IgG2a)

(Pharmingen; San Diego, USA)
Hamster anti-Maus CD54 (3E2) (FITC) (IgG)

(Pharmingen; San Diego, USA)
Hamster anti-Maus CD80 (GL1) (FITC) (IgG2a)

(Pharmingen; San Diego, USA)
Ratte anti-Maus CD11b (M1/70) (PE) (IgG2a) mAk

(Pharmingen; San Diego, USA)
Ratte anti-Maus CD25 (AMT-13) (FITC) (IgG2a) mAk

(Boehringer, Mannheim)
Ratte anti-Maus CD45/B220 (RA3-6B2) (FITC) (IgG2a) mAk

(Pharmingen; San Diego, USA)
Ratte anti-Maus CD86 (Ly-2GL1) (FITC) (IgG2a) mAk

(Pharmingen; San Diego, USA)
Ratte anti-Maus CD8a (Ly-2) (53-6.7) (PE) (IgG2a) mAk

(Pharmingen; San Diego, USA)
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Ratte anti-Maus I-A (M5/114) (PE) (IgG2b) mAk

(Boehringer, Mannheim)

Ratte anti-Maus L3T4/CD4 (H129.19) (PE) (IgG2a) mAk

Isotyp- Kontrollen:

PE-konjugiertes Ratte IgG2a
PE-konjugiertes Ratte 1gG2b
FITC-konjugiertes Ratte IgG1
FITC-konjugiertes Ratte IgG2a
FITC-konjugiertes Ratte IgG2b

FITC-konjugiertes Hamster 1gG

2.5 Gerate

Analysenwaage
Coulter Coulter ZM
FACScan

Flow
Haut-Dickenmesser
Mikroskop
Pipettierhilfen
Zentrifuge

2.6 Applikationsansatze

(Boehringer, Mannheim)

(R35-95) (Pharmingen; San Diego, USA)
(R35-38) (Pharmingen; San Diego, USA)
(R3-34) (Pharmingen; San Diego, USA)
(R35-95) (Pharmingen; San Diego, USA)
(R35-38) (Pharmingen; San Diego, USA)

(UC8-4B3) (Pharmingen; San Diego, USA)

(Typ R 160 P Sartorius, Goéttingen)

(Biometra, Gottingen)

(Becton Dickinson, Heidelberg)

(Modell BSB 3A, Galaire, Opera, Italien)

(ODI 001 TG, Kroeplin, Schluchtern)

(Modell Standard 14, Carl Zeiss, Oberkochen)
(Accuboy, Tecnomara, Zurich, Schweiz)
(Minifuge, Heraeus, Dusseldorf)

Fir die dermale Behandlung wurde die jeweilige Substanz in den speziell

angegebenen Konzentrationen unmittelbar vor Gebrauch in DAE 433 geldst.

Die oral zu applizierenden Substanzen wurden alle, bis auf 8-MOP, in Aqua Bidest

geldst. Nach den Erfordernissen des Ldslichkeitsverhaltens der jeweiligen Substanz

wurde auf maximal 10ml/kgkG Loésung verdinnt. 8-MOP wurde in einer 50%-igen

DMSO-Ldsung angesetzt.
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2.7 Behandlungsprotokoll zur Induktion der Primarantwort bei lokal

applizierten Substanzen

Fir die Untersuchung der Primarantwort im Rahmen des IMDS-Modells wurde
weiblichen NMRI-Mausen (n=5) die jeweilige Substanz bzw. das Vehikel (Volumen:
25ul/Ohr) an drei aufeinanderfolgenden Tagen auf den dorsalen Oberflachen beider
Ohren appliziert.

Direkt nach der Behandlung wurden die Versuchstiere mit 10 bzw. 20 J/cm? UV-A
Ganzkorper bestrahlt (Xenon UV Lampe mit Honle H1 UV Filter; ca. 40 cm
Bestrahlungsabstand; Emissionsspitze bei 365 nm; Bestrahlungsintensitat
4,5 mW/cm?. Die genaue Positionierung und Bestrahlungszeit wurde vor jeder

Bestrahlung anhand eines Dosimeters tberprift).

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3

> IMDS

Substanz Substanz Substanz
+ UV-A + UV-A + UV-A

Abb. 2: Behandlungsschema des IMDS-Modells zur Induktion der Erstantwort bei epikutan
und oral applizierten Substanzen

Vor der ersten Behandlung und 24 Stunden nach der letzten Behandlung wurde die
Dicke jedes Ohres an seinem helikalen Rand anhand des Odimeters ermittelt.

Am vierten Tag wurden die Mause durch CO»-Begasung getdtet. Die Ohren, sowie
die aurikularen Lymphknoten am Treffpunkt der V. facialis und der V. maxillaris

wurden resiziert.
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2.8 Behandlungsprotokoll zur Induktion der Primarantwort bei oral

applizierten Substanzen

Die orale Applikation der Substanz, bzw. des Vehikels erfolgte mittels einer

speziellen Maus-Schlundsonde.

Orale Applikation der Testsubstanz an Tag 0, 1 und 2.
UV-Bestrahlung mit 20 J, 30 min nach der Applikation.

Messung der Ohrdicke an Tag 0 und Tag 3.

Praparieren der Ohren und der lokal drainierenden
Lymphknoten am Tag 3. Erfassung des
Lymphknotengewichtes und der Zellzahl mit

anschlielRender flowzytometrischer Analyse.
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2.9 Berechnung der Zunahme der Ohrdicke

Die Zunahme der Ohrdicke wurde fur jede Behandlungsgruppe als Differenz der
arithmetischen Mittelwerte der Einzeltiermessungen unmittelbar vor dem Abtoten

(Mw,) der Mause zur Messung vor der ersten Substanzapplikation (Mw4) angegeben.

Ohrdickenzunahme = Mittelwert _Mittelwert

Substanzgruppe Kontrollgruppe

2.10 Wagung der Lymphknoten und Bestimmung der Zellzahl

Die aurikularen Lymphknoten wurden sofort nach der Entnahme von Geweberesten
befreit, auf Kulturplatten in RPMI-Medium paarweise pro Tier auf Eis gelagert. Das
Gewicht der auf Filterpapier abgetropften Lymphknoten wurde in Form von
Einzeltiermessungen mit einer Analysenwaage AT261 (Mettler, Giessen) bestimmt.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde durch mechanische Disaggregation (Pinzette)
eine Zellsuspension in 1ml RPMI-Medium hergestellt und die bindegewebige

Organkapsel entfernt.

Die Zellzahlen der einzelnen Lymphknotenpaare wurden konduktrometrisch mit
einem Partikelzahlgerat Z1 (Coulter, Krefeld) bestimmt. Dazu wurden 40 pl
Einzellzellsuspension in 20 ml Isoton II (Coulter) (Verhaltnis 1:500) gegeben und
1 min vor der Messung mit 20 yl Zapoglobin (Coulter) zur Erythrozytenlyse versetzt.
Alle Partikel < 4,43 pym wurden durch die Gerateeinstellung von der Messung

ausgeschlossen.
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2.11 Berechnung des Lymphknoten-Stimulationsindex

Der Lymphknoten-Stimulationsindex (LLN-Index) wurde sowohl fur die Zunahme des
Lymphknoten-Gewichts als auch der Lymphknotenzellzahl bestimmt: Er ist definiert
als der Quotient der arithmetischen Mittelwerte der Einzeltiermessungen aus
substanzbehandelter (Mittelwertsubstanzgruppe) und vehikelbehandelter

(Mittelwertkontronigruppe) Versuchsgruppe (Vohr et al., 1994).

. Mittelwert
LK—ZCllZ&hllﬂdeX = tttetwe Substanzgruppe

Mlttelwert Kontrollgruppe

Aus dieser Definition folgt, daf3 sich fur die vehikelbehandelte Versuchgruppe immer
ein LLN-Index von eins ergibt.

2.12 Berechnung des IMDS-Differenzierungsindex

Mit Hilfe des “Integrated Model for the Differentiation of chemical-induced allergic and
irritant  Skin  reactions" (IMDS) 1aRt sich das photo-/ irritative, bzw.
photo-/ sensibilisierende  Potential einer applizierten Substanz zuverlassig
abschlitzen (Homey et al., 1998).

Dem IMDS-Modell liegt die Hypothese zugrunde, dall eine sensibilisierende
Substanz wahrend der Induktionsphase der Reaktion nur eine schwache
inflammatorische Reaktion an der Applikationsstelle, aber eine deutliche
antigenabhangige Zellproliferation der drainierenden Lymphknoten verursacht. Im
Gegensatz hierzu 16st eine irritative Substanz eine starke inflammatorische Reaktion
an der Applikationsstelle, aber aufgrund der unspezifischen Aktivierung durch pro-
inflammatorische Zytokine nur eine schwache Zellproliferation der drainierenden

Lymphknoten aus.

Der IMDS-Differenzierungsindex (DI) als Quotient aus relativer
Lymphknotenproliferation (Pr,; = % einer definierten maximalen Proliferation) und

relativer ~ Ohrdickenzunahme (O,; = % einer definierten  maximalen
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Ohrdickenzunahme) ermdglicht eine Abschatzung, ob es sich um eine Substanz mit

einem irritativen oder sensibilisierendem Potential handelt:

LK — Zellzahlindex —1
P[%] =

jxlOO
4

O _ [ Ohrdickenzunahme X 102 mm <100
[x] 15102 mm

DI-
O]

Abb. 4: Die Berechnung des IMDS-Differenzierungsquotienten

Die zur Berechnung verwendeten Maximalwerte wurden aufgrund historischer Daten
festgelegt. Aufgrund der ebenfalls anhand historischer Daten ermittelten
Schwankungen der Ohrdicken innerhalb einer Behandlungsgruppe wurden
Ohrdickenzunahmen < 1 x 102 mm und Lymphknoten-Stimulationsindices < 1,25 auf
einen Grundwert von 6 % gesetzt. Unter Berucksichtigung der oben beschriebenen
Definition ergibt sich fur einen DI > 1 ein photo-/irritatives Potential, flr einen DI > 0

aber < 1 ein photo-/allergisches Potential der verwendeten Substanz.

2.13 Herstellung einer Epidermis-Zellsuspension

Nach dem Abtéten der Mause wurden die Ohren in RPMI-Medium auf Eis gelagert.
Die Cutis wurde von ihrer knorpeligen Auflageflache abprapariert. Nach einer
30-minutigen Trypsinisierung (0,5%-iges Trypsin) wurde die Epidermis von der
Dermis in einem 0,05%-igen Trypsinbad mit Pinzetten gelost. Anschlielend wurde
durch 10-maliges resuspendieren eine Epidermis-Zellsuspension hergestellt. Die
Zellen wurden mit 10%-igem FCS gewaschen und in 2ml PBS w/o bei 4°C

aufbewahrt.
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2.14 DurchfluBzytometrische Analysen

Zur Durchfuhrung der Analysen der Zelloberflachenproteine wurden ein FACScan-
Gerat (Becton Dickinson, Heidelberg) und ein FACSCalibur (Becton Dickinson,
Heidelberg) genutzt.

Dazu wurden 1x10° Zellen pro Gruppe mit 200ul Antikérperldsung (in 0,02%ige
NaNs- Lsg.) fur 15 Minuten inkubiert, gewaschen und der Analyse des FACScan
zugeflhrt.

Pro Messung wurden 10.000 Zellen nach GroRe, Granularitat und
Fluoreszenzmerkmalen analysiert.

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Cell Quest (Becton Dickinson).

2.15 Statistik

Bei der statistischen Auswertung der Experimente bezlglich der Proliferation der
Lymphknotenzellzahl und der Ohrdickenzunahme wurde aus zusammengehdrenden
Einzelwerten der Mittelwert und die Standardabweichung errechnet. Die Errechung
der Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels des Student-t-Tests durchgefuhrt
(p<0,05).
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung des IMDS-Modells zur pradiktiven Erfassung

photoallergischer und photoirritativer Substanzen

Die folgenden Versuche dienten dem Ziel, das IMDS-Modell fir die Testung
photoallergischer und photoirritativer Substanzen zu prifen. Hierbei sollte die
Fragestellung untersucht werden, ob Substanzen nach oraler Applikation und
UV-Bestrahlung als photoallergisch oder photoirritativ zu detektieren sind.

Ein besonderer Schwerpunkt wurde hierbei auf die Differenzierung zwischen
photoallergischen und photoirritativen Substanzen gelegt.

8-Methoxypsoralen (8-MOP) wurde als eine von der COLIPA empfohlene
Referenzsubstanz zur Auslosung photoirritativer und Olaquindox zur Auslésung

photoallergischer Reaktionen verwendet.

Als Bezugsgruppen dienten in allen Versuchen vehikelbehandelte Kontrollgruppen.
In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dal} die orale Applikation des Vehikels Aqua
bidest und Bestrahlungseinheiten von 10, bzw. 20 Joule/cm? an drei
aufeinanderfolgenden Tagen weder eine inflammatorische Hautreaktion (Zunahme
der Ohrdicke), noch einer Aktivierung der drainierenden Lymphknoten (erhdhtes

Lymphknoten-Gewicht, bzw. —Zellzahl) induzierte (Tab. 1).
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Ohrdickenzunahme Lymphknotengewicht LK-Zellzahl

oral in mm™ in mg [x 103/ml]
Vehikel L0 i 2 20935
10 Joule/ om? c00 r00 1236
20 Joule! e L0 e ey

Tab. 1: EinfluR der Applikation des Vehikels Aqua bidest und Bestrahlungseinheiten von 10
und 20 Joule/ cm? auf die Ohrdicke, das Lymphknotengewicht und die
Lymphknotenzellzahl
An drei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag O, 1, 2) wurde finf NMRI- Mausen pro Gruppe
das Vehikel Aqua bidest mittels einer Schlundsonde oral appliziert. Nach einer systemischen
Verteilungszeit von 30 min wurden die Mause mit 10 J/ cm?, bzw. 20 J/ cm? UV-A bestrahlt.
Die Ohrdicken wurden vor der ersten und 24 h nach der letzten Behandlungseinheit (Tag 4)
ermittelt und der Grad der Hautentziindung als Funktion der Ohrdickenzunahme
beschrieben. Am Tag 4 wurden die lokal drainierenden Lymphknoten entfernt, das Gewicht
und die Lymphknotenzellzahl der gepoolten Lymphknoten eines Tieres ermittelt und die
Mittelwerte einer Gruppe berechnet (Mittelwerte + Standardabweichung). Signifikante
Unterschiede (p< 0,05) zu den Kontrollgruppen, die auf der Basis der Einzeltierwerte
errechnet wurden, sind mit ,*“ markiert.

Wie auch in anderen Arbeitsgruppen (Kimber et Weisenberger, 1989;
Spielmann et al.,1993; Vohr et al., 1994) zeigten Vorversuche, dal} eine optimale
Sensibilisierung gegenuber Kontaktallergenen durch einmalige topische Applikation
der jeweiligen Testsubstanz an drei aufeinanderfolgenden Tagen erzielt werden

kann.

Die Zellproliferation der drainierenden Lymphknoten der Haut erreichte bei diesem
Applikationsschema ein reproduzierbares Maximum am Tag drei und vier
(Kimber et al., 1994).

Da es sich bei photoallergischen Reaktionen um eine Sonderform der Kontaktallergie
handelt, wurde in der vorliegenden Arbeit dieses viertagige Versuchsprotokoll sowohl
zur Induktion photoallergischer als auch photoirritativer Reaktionen verwendet.
Anhand der immunologischen Endpunkte Ohrdicken- und
Lymphknotenzellzahlzunahme wurde der IMDS-Quotient fir alle untersuchten

Substanzen errechnet.
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3.1.1 Der photoirritative Standard 8-Methoxpsoralen im IMDS-Modell

Der IMDS-Differenzierungsindex (DI) ermdglicht auf mathematischer Basis eine
objektive  Differenzierung zwischen photoallergischen und photoirritativen

Reaktionsformen einer Substanz in der jeweilig angewandten Konzentration.

Ausgehend von der Beobachtung, dal® sowohl Photoallergene als auch
Photoirritantien eine signifikante Zellproliferation der drainierenden Lymphknoten
induzieren, aber nur letztere eine signifikante inflammatorische Hautreaktion
verursachen, wird das relative Verhaltnis zwischen beiden objektiv mefRbaren

Parametern bestimmt.

Ein DI > 1 entspricht einem allergischen Potential, wohingegen ein DI < 1 ein

irritatives Potential anzeigt (Homey et al., 1998).

Die Berechnung des IMDS-DI ist jedoch nur fir positive Reaktionen einer
Testsubstanz sinnvoll. Positive Reaktionen werden als Zunahme der Ohrdicke von
mindestens 2 x 0,0lmm oder positive Lymphknotenreaktionen als ein

Lymphknotenzellzahlindex groRer als 1,25 definiert.

In Tab. 2 sind die Parameter Ohrdickenzunahme und Verhalten der LK-Zellzahl nach
oraler Applikation von 10 mg/kgkKG 8-MOP und nachfolgender Bestrahlung mit
10 Joule UV-A/ cm? dargestellt. An Versuchstag drei war eine massive
Entzindungsreaktion der Haut zu verzeichnen.

Der Mittelwert der Ohrdickenzunahme betrug 15,5 mm™ und belegt damit eine
Zunahme der Ohrdicke um mehr als 103%. Im Verhaltnis zu dieser starken Reaktion
in der Haut zeigten die lokal drainierenden Lymphknoten nur eine geringe
Lymknotenproliferation (LK-Zellzahlindex: 2,32).
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oral Ohrdic{(nirrlf_g]nahme LK-Zellzahlindex
10 mg 8-MOP/kgKG 155 2,32

Tab. 2:

Die Errechnung des IMDS-Quotienten am Beispiel von 8-Methoxypsoralen

An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurde finf NMRI Mausen pro Gruppe 10 mg/kgkG 8-
Methoxypsoralen oder das Vehikel DMSO oral appliziert. Nach einer systemischen
Verteilungszeit von 30 min wurden die Mause mit 10 J/cm? UV-A bestrahlt. Die Ohrdicken
wurden vor der ersten und 24 h nach der letzten Behandlungseinheit ermittelt und der Grad
der Hautentziindung als Funktion der Ohrdickenzunahme beschrieben. Am Tag 4 wurden
die lokal drainierenden Lymphknoten entfernt, das Gewicht und die Lymphknotenzellzahl der
gepoolten Lymphknoten eines Tieres ermittelt und die Mittelwerte einer Gruppe berechnet
(Mittelwerte + Standardabweichung). Signifikante Unterschiede (p< 0,05) zu den
Kontrollgruppen, die auf der Basis der Einzeltierwerte errechnet wurden, sind mit ,**
markiert.

Fir die, aus der Tabellen 2 enthommenen Werte fir die Ohrdickenzunahme und

Lymphknotenproliferation errechnet sich der IMDS-Quotient wie folgt:
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14,2 mm2 = Ohrdicke d, 29,7 mm2 = Ohrdicke d,

10 LK-Zellzahl
62583 x — = Kontroligruppe

10° _ LK-Zellzahl
14519 x — = Substanzgruppe

Ohrdicke d;- d,

15,5 mm2 Ohrdickenzunahme in mm-2

15,0 mm-2 Max. Ohrdickenzunahme

NN/

LK-Zellzahl Substanzgruppe

LK-Zellzahl Kontrollgruppe

2,321

LK-Index - 1

Max.

LK-Proliferationsindex

103 %

Prozentuale Ohrdickenzunahme

33%

Prozentuale Lymphknotenproliferation

0,32

IMDS - Differenzierungsindex

Abb. 5: Berechnung des IMDS-DI am Beispiel von 8-MOP
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3.1.2 Etablierung des IMDS-Modells fur photoirritative Substanzen anhand der
Kinetik von 8-MOP

Die Untersuchungen zur Kinetik von 8-Methoxypsoralen an den Tagen vier, funf,
sieben und neun sollte klaren, ob das Behandlungsprotokoll des IMDS-Modells zur
Auslosung photoirritativer Reaktionen geeignet ist und Tag drei reprasentativ fur eine
photoirritative Reaktionen ist. An den Tagen vier bis sieben zeigte sich eine weitere
signifikante Zunahme der Ohrdicke, wobei die Lymphknotenzellzahl erst ab Tag funf

signifikant anstieg.

Schilling et al. fanden bei Untersuchungen mit Crotondl heraus, dald im Rahmen
irritativer Reaktionen die prozentuale Proliferation der Lymphknotenzellzahl ab Tag
sieben der prozentualen Zunahme Ohrdicke Uberwiegt. Damit ware zu diesem
Zeitpunkt ein Umschlagen des IMDS-Differenzierungsquotienten von einer irritativen

Reaktion in eine allergische zu beobachten (Diplomarbeit, C. von Schilling, 2000).

Die Kinetik von 8-MOP zeigt, dal3 diese Beobachtung nicht uneingeschrankt auf
photoirritative Substanzen Ubertragbar ist. An allen Versuchstagen zeigt 8-MOP
einen Differenzierungsquotienten kleiner eins und damit ein photoirritatives Potential.
Zu beobachten ist jedoch eine kontinuierliche Zunahme der Lymphknotenzellzahl
und ein Rluckgang der Ohrdickenzunahme am Tag neun. Die immunologischen

Endpunkte einer Photoirritation werden hierdurch verwischt.

Versuche zu der Kinetik von Sparfloxacin und Lomefloxacin fuhrten zu

vergleichbaren Ergebnissen (Daten nicht gezeigt).

Da dieses Phanomen bekannt ist, sollte der Tag der Aufarbeitung nicht zu weit nach
hinten verschoben werden, weil zu spateren Terminen Substanzen mit
photo-/allergischem Potential bereits eine Memory-T-Zellbildung induziert haben
konnten. Memory-T-Zellen infiltrieren die Haut und flhren bei erneutem Kontakt zu
massiven Hautreaktionen. Auf dieser Reaktion beruht der Nachweis von
sensibilisierenden Substanzen im sogenannten Mouse Ear Swelling Test (MEST).
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Der

Parameter  Ohrdickenzunahme im  IMDS-Modell reprasentiert die

Entzindungsreaktion nach Photo-/Irritation. Im MEST (Mouse Ear Swelling Test)

bestatigt die Ohrdickenzunahme hingegen den photo-/allergischen Charakter der

Substanz, da diese durch die Infiltration spezifischer T-Zellen zu Stande kommt.

Ohrdickenzunahme [0,01 mm'z]

40,0

30,0 +

36,0
29,1
1 23,7
22,1
20,0
15,5
N I
0,0 : : : :

10mg/kgKG 10mg/kgKG 10mg/kgKG 10mg/kgKG 10mg/kgKG
8-Mop d3 8-Mop d4 8-Mop d5 8-Mop d7 8-Mop d9

Abb. 6:

Kinetischer Verlauf photoirritativer Reaktionen: Lokale Entziindungsreaktion der Haut
An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden finf NMRI Mausen pro Gruppe 10, bzw.
50 mg/kgKG 8-Methoxapsoralen oder das Vehikel DMSO oral appliziert. Nach einer
systemischen Verteilungszeit von 30 min wurden die Mause mit 10 J/cm? UV-A bestrahlt. Die
Ohrdicken wurden vor der ersten, 24 h nach der letzten Behandlungseinheit sowie an den
jeweiligen Aufarbeitungstagen bestimmt.
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LK-Zellzahlindex

4 + 3,74

29

2,32

10mg/kgKG 10mg/kgKG 10mg/kgKG 10mg/kgKG 10mg/kgKG
8-Mop d3 8-Mop d4 8-Mop d5 8-Mop d7 8-Mop d9

Abb. 7: Kinetischer Verlauf photoirritativer Reaktionen: Zellproliferation im lokal

drainierenden Lymphknoten

Abb. 4: Der kinetische Verlauf einer photoirritativen Reaktion, gemessen an den Tagen d3,
d4, d5, d7 und d9. Das Behandlungsprotokoll entspricht dem von Abb. 3. Am d3 wurden die
lokal drainierenden Lymphknoten beider Ohren entfernt und die Zellzahl der gepoolten
Lymphknoten eines Tieres ermittelt. Der LLN-Index =zeigt den Grad der
Lymphknotenproliferation am d3, 4, 5, 7 bzw. 9 als Faktor x im Verhaltnis zur jeweiligen
Kontrollgruppe an. (Mittelwerte + Standardabweichung; Signifikante Unterschiede (p< 0,05)
zu den Kontrollgruppen, die auf der Basis der Einzeltierwerte errechnet wurden sind mit ,**
markiert.
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IMDS - DI

Kontrolle kein IMDS-DI

Tag 3 0,32 |:

Tag 4 0,06 | !

Tag 5 0,14 |

Tag 7 0,19 |

Tag 9 0,47 |:

0,01 0,‘10 1,00 10,00
<«— Photoirritation i Photoallergie —

Abb. 8: IMDS-Quotient auf der Basis der Kinetik von 8-MOP
Der kinetische Verlauf einer photoirritativen Reaktion, gemessen an den Tagen d3, d4, d5,
d7 und d9. Das Behandlungsprotokoll entspricht dem der Abb. 3. Der IMDS-
Differenzierungsindex (DI) wurde als Quotient aus relativer Lymphknotenproliferation (P, =
% einer definierten maximalen Proliferation) und relativer Ohrdickenzunahme (0Oy; = % einer
definierten maximalen Ohrdickenzunahme) berechnet.

3.1.3 Der photoallergische Standard Olaquindox im IMDS-Modell

Im Gegensatz zu 8-Methoxypsoralen wiesen Versuche mit Olaquindox
(Bsp.: 25 mg/kgkG) eine wesentlich starkere Proliferation (LK-Zellzahlindex von
4,55) der lokal drainierenden Lymphknoten am Tag 3 bei vergleichsweise sehr
geringer Ohrdickenzunahme (0,4 mm™) auf. Der daraus resultierende IMDS-DI
betrug 34,13 und lag damit eindeutig im Bereich der Photoallergie. Gleiches gilt fur
die Konzentrationen 5 und 50 mg/kgKG. Die Kontrollgruppen zeigten weder eine
Ohrdickenzunahme noch eine Lymphknotenproliferation.

Um bei Olaquindox etwaige UV-Licht unabhangige Nebeneffekte auszuschliel3en,
wurde einer weiteren Gruppe 50 mg/kgKG Olaquindox appliziert und die jeweilige

Bestrahlungseinheit ausgelassen.
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Die Ergebnisse zeigen, dal} bei einer Substanzkonzentration von 50 mg/kgkG ohne
UV-Exposition weder eine Lymphknotenzellproliferation noch eine
Ohrdickenzunahme zu detektieren waren und es sich bei der Substanz Olaquindox
um eine UV-spezifische Reaktion handelt. Die Ohrdicke zeigte bei dieser
Konzentration ein Abnahme marginale um 0,2 in mm?, welche im Bereich der
normalen Standardabweichung liegt. Der Lymphknotenzellzahlindex unterschied sich

bei einem Faktor von 1,01 nicht von der Kontrollgruppe.

Ohrdickenzunahme LK-Zellzahlindex IMDS-DI
oral [mm-2]
OLAG + UV-A by 182 15.76
o2 fArgg-/rk%}\(/(-;A :%f e 4,55" 34,13
()E)SArgg-/rk%}\(/(-aA :%f > 4,38" 256
A o 1,01 Kein IMDS-DI

Tab.3: Dosis-Wirkungsbeziehung der Ohrdickenzunahme, der Lymphknotenzellproliferation
und des IMDS-DI wahrend der Induktionsphase photoallergischer Reaktionen
An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden jeweils 5 NMRI Mause pro Gruppe 5, 25, 50
mg/kgkG bzw., das Vehikel Aqua bidest oral appliziert. Nach einer systemischen
Verteilungszeit von 30 min wurden die Mause mit 10 J/cm? UV-A bestrahlt. Eine Gruppe
wurde mit 50 mg/kgKG Olaquindox behandelt und nicht bestrahlt. 24 h nach der letzten
Behandlungseinheit wurden die aurikularen Lymphknoten (LK) prapariert und die Zellzahl
der paarigen LK bestimmt. Die Ohrdicken wurden vor der ersten und 24 h nach der letzten
Behandlungseinheit ermittelt. (Mittelwerte + Standardabweichung; Signifikante Unterschiede
(p< 0,05) zu den Kontrollgruppen, die auf der Basis der Einzeltierwerte errechnet wurden,
sind mit ,*“ markiert. Aus den auf den arithmetischen Mittelwerten der Versuchsgruppen
beruhenden Ohrdickenzunahmen und den Stimulations-Indizes (Zellzahl) wurden die
jeweiligen IMDS-Differenzierungsindices (DIl) berechnet. ,Kein IMDS-DI* zeigt an, dal} die
Ohrdickenzunahme und/ oder die Lymphknotenzellzahlproliferation unterhalb der
festgesetzten positiven Level lagen. Betragt die Ohrdickenzunahme < 1 x 10-> mm und /
oder der Lymphknoten-Stimulationsindex < 1,25 auf der Basis der Ergebnisse der
Kontrollgruppen, kann kein IMDS-DI fur die jeweilige Substanzkonzentration errechnet
werden.
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3.2 Flour-Chinolone im IMDS-Modell

Flour-Chinolone sind als photoreaktive Stoffe bekannt. Ihre Nebenwirkungen im
Sinne photoirritativer und teilweise photoallergischer Reaktionen nach oraler

Applikation wurden klinisch vielfach beobachtet.

Da es derzeit weder Testverfahren zur Detektion photoirritativer noch
photoallergischer Nebenwirkungen nach oraler Applikation gibt, wurde in der
vorliegenden Arbeit erstmals der Versuch unternommen, das photoirritative Potential
dieser Substanzen nach oraler Aufnahme nachzuweisen. Mit den folgenden
Versuchen sollte geklart werden, ob das photoirritative Potential der einzelnen
Substanzen zu detektieren ist und ob eine Abstufung zwischen den verschiedenen

Substanzen bezuglich ihrer photoirritativen Potenz maoglich ist.

3.2.1 Die photoirritative Substanz Sparfloxacin im IMDS-Modell

Sparfloxacin gilt als photoirritative Referenzsubstanz aus der Gruppe der Flour-

Chinolone.

Behandlungen von Sparfloxacin + UV-A in den Konzentrationsstufen 100, 200 und
400 mg/kgKG induzierten eine dosisabhangige und stark ausgepragte
Ohrdickenzunahme im Sinne einer lokalen Entzindungsreaktion der Haut. Begleitet
wurde diese Reaktionen von einer moderaten Zunahme der Lymphknotenzellzahl im
lokal drainierenden Lymphknoten. Eine signifikante Zunahme der Ohrdicke als Mal}
der Entziindungsreaktion der Haut wurde bei einer Konzentration ab 100 mg/kgKG
gefunden, ein signifikanter Anstieg der Lymphknotenzellzahl jedoch erst bei einer

Konzentration von 400 mg/kgKG.

In allen Versuchen korrelierten Lymphknotengewicht und Lymphknotenzellzahl direkt
miteinander. Es zeigte sich, dal} die Lymphknotenzellzahl als Mal fur die
Lymphknotenproliferation die Unterschiede zwischen Test- und Kontrollgruppen
deutlicher darstellt (Tab.4).
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oral Ohrdigkenzu_gahme LK-Gewicht LK-Zellzahl

[in mm™] [mg] [x 103/ml]

Kontrolle i o oy
100 mg SPAVg KG B L0 L0005
200 mg SPA/g KG P 2% iora7s
400 mg SPAKg KG v G iez000

Tab. 4:

Dosis-Wirkungsbeziehung photoirritativer Reaktionen am Beispiel von Sparfloxacin
An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden finf NMRI Mausen pro Gruppe 100, 200 oder
400 mg/kgKG Sparfloxacin oder das Vehikel (Aqua bidest) oral appliziert. Nach einer
systemischen Verteilungszeit von 30 min wurden die Mause mit 10 J/cm? UV-A bestrahlt.
24 h nach der letzten Behandlungseinheit wurden die aurikularen Lymphknoten (LK)
prapariert und das Gewicht und die Zellzahl der paarigen LK bestimmt. Die Ohrdicken
wurden vor der ersten und Behandlung und unmittelbar vor dem Abtdten der Tiere, also 24 h
nach der letzten Behandlungseinheit ermittelt. (Mittelwerte + Standardabweichung;
Signifikante Unterschiede (p< 0,05) zu den Kontrollgruppen, die auf der Basis der
Einzeltierwerte errechnet wurden, sind, mit ,,** markiert.

Der anhand der oben aufgefiihrten Ausgangsdaten errechnete IMDS-DI zeigte mit

Werten zwischen 0,04 und 0,08 in den oben genannten Konzentrationsstufen ein

photoirritatives Potential fur Sparfloxacin an.
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IMDS - DI

Kontrolle kein IMDS-DI

400mg SPAR/KgKG 0,08 —

T T

0,01 0,10 1,00 10,00

-<«<— Photoirritation 4|— Photoallergie —

Abb. 9: Darstellung des IMDS-DI am Beispiel von Sparfloxacin in Abhdngigkeit von der
Konzentration
Der IMDS-Differenzierungsindex  (DI) wurde als Quotient aus relativer
Lymphknotenproliferation (Pr,; = % einer definierten maximalen Proliferation) und relativer
Ohrdickenzunahme (O, = % einer definierten maximalen Ohrdickenzunahme) berechnet.
Die Versuchsanordung ist identisch mit der in Tab 4.

Die  Flour-Chinolone  BAY-Y-3118 (5-50 mg/kgkG) und Lomefloxacin
(400 -600 mg/kgkG)  zeigten nach UV-Exposition ein vergleichbares
konzentrationsabhangiges Reaktionsmuster wie Sparfloxacin. 50 mg/kgKG
BAY-Y-3118 + UV-A erzeugte beispielsweise einen LK-Zellzahlindex von 2,3 und

eine Ohrdickenzunahme von 26,6 x 102 mm (£ 177%).

Es konnte gezeigt werden, dal} fur BAY-Y-3118 und Lomefloxacin nach oraler
Applikation unterschiedlicher Substanzkonzentrationen IMDS-Quotienten zwischen
0,04 und 0,37 errechnet wurden (Tab. 5) und damit alle untersuchten

Konzentrationen photoirritativim IMDS-Modell reagierten.
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oral Ohrdickenzunahme LK-Zellzahlindex IMDS-DI
[mm x 1072]
5mg/kgKG BAY-Y-3118 -2 1,00 0,13
25mg/kgKG BAY-Y-3118 o4 1,81 0,04
50 mg/kgKG BAY-Y-3118 2.8 23 0,18
400 mg/kgKG LOME 105 2,70 0,37
600 mg/kgKG LOME 212 2,13 0,21

Tab. 5: Dosis-Wirkungsbeziehung photoirritativer Reaktionen der Haut: BAY-Y-3118 und
Lomefloxacin im IMDS-Modell
An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden fiunf NMRI Mausen pro Gruppe 5, 25, bzw. 50
mg/kgKG BAY-Y-3118, bzw. 400, bzw. 600 mg/kgKG Lomefloxacin oder das Vehikel (Aqua
bidest) oral appliziert. Nach einer systemischen Verteilungszeit von 30 min wurden die
Mause mit 10 J/cm? UV-A bestrahlt. 24 h nach der letzten Behandlungseinheit wurden die
aurikularen Lymphknoten (LK) prapariert und die Zellzahl der paarigen LK bestimmt. Die
Ohrdicken wurden vor der ersten und 24h nach der letzten ermittelt. (Mittelwerte +
Standardabweichung; Signifikante Unterschiede (p< 0,05) zu den Kontrollgruppen, die auf
der Basis der Einzeltierwerte errechnet wurden, sind mit ,** markiert. Aus den auf den
arithmetischen Mittelwerten der Versuchsgruppen beruhenden Ohrdickenzunahmen und den
Stimulations-Indices (Zellzahl) wurden die jeweiligen IMDS-Differenzierungsindices (DI)
berechnet.

3.2.2 Schwache Photoirritantien aus der Gruppe der Flour-Chinolone

Anhand der, in der Literatur als sehr schwach beschriebenen Photoirritantien
Ciprofloxacin, Ofloxacin und Norfloxacin aus der Gruppe der Flour-Chinolone sollte

die Sensitivitat des IMDS-Modells gepruft werden.

Die Applikation von 4000 mg/kgKG zeigte fur die Substanzen Ofloxacin und
Ciprofloxacin ein eindeutig photoirritatives Potential mit einem IMDS-DI von 0,15 fur
Ciprofloxacin und 0,19 fur Ofloxacin an. Bei Enoxacin (3000 mg/kgKG) waren eine
Zunahme der Ohrdicke um 12,5 mm™ und ein LLN-Index von 1,37 zu verzeichnen.

Der daraus resultierende IMDS-DI betrug 0,11.

Bei Norfloxacin hingegen konnten weder eine Proliferation der Lymphknoten noch

eine Ohrdickenzunahme beobachtet werden (Tab. 6).
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oral Ohrdickenzunahme LK-Zellzahlindex IMDS-DI
[mm x 107?]
1,6
4g/kgKG CIPR e 1,00 0,15
3g/kgKG ENOX 125 1,37 0,11
0,0 .
4g/kgKG NORF 29 1,00 Kein IMDS-DI
4g/kgKG OFLO 7.z 1,37 0,19
+4,82 ’ !

Tab. 6:

Ciprofloxacin, Enoxacin, Norfloxacin und Ofloxacin im IMDS-Modell

An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden finf NMRI Mausen pro Gruppe und funf NMRI-
Mausen 4000 mg/kgKG Ofloxacin, Ciprofloxacin, Norfloxacin, 3000 mg/kgKG Enoxacin oder
das Vehikel (Aqua bidest) oral appliziert. Nach einer systemischen Verteilungszeit von 30
min wurden die Mause mit 10 J/cm? UV-A bestrahlt. 24 h nach der letzten
Behandlungseinheit wurden die aurikuldren Lymphknoten (LK) prapariert und die Zellzahl
der paarigen LK bestimmt. Die Ohrdicken wurden vor der ersten Behandlung und 24 h nach
der letzten Behandlungseinheit ermittelt. (Mittelwerte + Standardabweichung; Signifikante
Unterschiede (p< 0,05) zu den Kontrollgruppen, die auf der Basis der Einzeltierwerte
errechnet wurden, sind mit ,* markiert. Aus den auf den arithmetischen Mittelwerten der
Versuchsgruppen beruhenden Ohrdickenzunahmen und den Stimulations-Indizes (Zellzahl)
wurden die jeweiligen IMDS-Differenzierungsindices (DI) berechnet. ,Kein IMDS-DI* zeigt
an, dal} die Ohrdickenzunahme und/ oder die Lymphknotenzellzahlproliferation unterhalb der
festgesetzen positiven Level lagen. Betragt die Ohrdickenzunahme < 1 x 10-> mm und / oder
der Lymphknoten-Stimulationsindex < 1,25 auf der Basis der Ergebnisse der
Kontrollgruppen, kann kein IMDS-DI fur die jeweilige Substanzkonzentration errechnet
werden.
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3.2.3 Flour-Chinolone mit photoallergischem Potential

In klinische Beschreibungen zeigt Enoxacin sowohl photoirritative als auch
photoallergische Eigenschaften (Kang et al., 1993). Hierzu untersuchten wir
Enoxacin in niedrigen Substanzkonzentrationen von 200, 400 und 800 mg/kgKG. Es
zeigten sich keine oder nur diskrete Ohrdickenzunahmen mit Werten zwischen 0,1
und 1,7 mm?.

Die Lymphknotenproliferation hingegen erbrachte Zellzahlindizes zwischen 1,64 und
2,3. Daraus ergab sich in den vorgestellten Substanzkonzentrationen jeweils ein

photoallergisches Potential mit beispielsweise einem DI von 26,6 bei 200 mg/kgKG

Enoxacin.
oral Ohrdickenzunahme LK-Zellzahlindex IMDS-DI
[mm x 107?]

0,1

200 mg/kgkG ENOX £0,20 1,64 26,6
1,7

400 mg/kgKG ENOX o102 2,3 2,9

800 mg/kgkG ENOX 0.9 2,08 45

+0,80 ’ ’

Tab. 7: Enoxacin aus der Gruppe der Flour-Chinolone mit photoallergischem Potential
An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden finf NMRI Mausen pro Gruppe 200, 400 und
800 mg/kgKG Enoxacin oder das Vehikel Aqua bidest (Gruppe 1) oral appliziert. Das
Behandlungs- und Bearbeitungsprotokoll entspricht dem der Tab. 6.

Die folgenden Untersuchungen sollten klaren, ob weitere Flour-Chinolone
photoallergische Eigenschaften besitzen und diese teilweise nur durch das
photoirritative Potential in hoheren Substanzkonzentrationen Uberlagert werden und
so primar nicht zum Ausdruck kommen.

Versuche mit 50, 100, 200, 400 und 800 mg/kgKG Ciprofloxacin, Ofloxacin
Norfloxacin  zeigten  weder eine Lymphknotenschwellung noch ein

Ohrdickenzunahme (Daten nicht gezeigt).
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Im der Konzentrationsstufe 2000 mg/kgKG prasentierte Ofloxacin und Norfloxacin
eine Proliferation der Lymphknoten (LLN-Inidices zwischen 1,26 und 1,68) bei nur
minimaler Zunahme der Ohrdicken zwischen 0,1 und 0,4 mm™. Der errechnete
IMDS-DI deutet damit auf ein photoallergisches Potential fur die Flour-Chinolone
Norfloxacin (11,4) und Ofloxacin (25,7) in der Konzentrationsstufe 2000 mg/kgKG
hin.

Da Norfloxacin und Ofloxacin im Vergleich zu Lomefloxacin und Ciprofloxacin bis
dato noch wenig klinische Anwendung finden, bleibt offen, ob die Beobachtung im
IMDS-Modell langfristig bestatigt wird. Da sich das photoallergisch Potential nur in
einem sehr schmalen Konzentrationsrahmen gezeigt hat, legen die Ergebnisse nur

ein schwaches photoallergisches Potential nahe.

ral Ohrdickenzunahme LK-Zellzahlindex IMDS-DI

ora [mm x 107?]

2000 mg/kgKG NORF o 1,30 114
0,1

2000 mg/kgKG OFLO £0,70 1,68 25,7

Tab. 8: Ofloxacin und Norfloxacin als schwache Photoirritantien mit einem photoallergischen
Potential
Die applizierten Substanzkonzentrationen betrugen fir Norfloxacin und Ofloxacin 2000
mg/kgKG. Das Behandlungs- und Bearbeitungsprotokoll entspricht dem der Tab. 6.

Titrationsansatze mit niedrigen Konzentrationen Bay 3118, Sparfloxacin oder

Lomefloxacin, wiesen ein solches Phanomen nicht auf.

Neben NMRI-outbread-Mausen wurden zwei weitere Inzuchtstdmme B6C3F1 und
BALB/c zur Untersuchung des Einflusses des genetischen Backgrounds auf das
IMDS-Modell verwendet. Beide Inzucht-Stamme zeigten veranderte Sensitivitaten im
Priming, den Parametern Ohrdickenzunahme und Lymphknotenproliferationsindizes

und dem damit verbundenen IMDS-Quotienten.

Es konnten allerdings vergleichbare IMDS-Werte berechnet werden, wenn

stammspezifische Maximalreaktionen flr die Berechnung zugrunde gelegt wurden.

45



Ergebnisse

Beispielsweise reagieren BALB/c Stamme mit einer insgesamt schwacher
ausgepragten inflammatorischen Reaktion der Haut als NMRI-Mause, d.h. die max.
Ohrdickenzunahme und die max. Lymphknotenproliferation missen anhand des

jeweiligen Mausstammes definiert werden (Daten nicht gezeigt).

3.3 Das IMDS-Modell zur Prufung topisch applizierter photoreaktiver

Substanzen

3.3.1 Der photoirritative Standard 8-MOP nach topischer Applikation im IMDS-
Modell

Homey et al. konnten zeigen, dall bei topischer Applikation einer 0,3%-igen
8-MOP-L6sung mit anschlieRender UV-A Bestrahlung eine signifikante Zunahme der
Ohrdicke um 163% zu beobachten war. Die prozentuale Zunahme des
Lymphknotenzellzahlindex vom Maximum betrug 31%. Der sich daraus errechnete
IMDS-DI betragt 0,2.

3.3.2 Der photoallergische Standard Olaquindox nach topischer Applikation im
IMDS-Modell

In den folgenden Versuchen sollte geklart werden, ob Olaquindox nicht nur nach
oraler sondern auch nach topischer Applikation photoallergisch reagiert.

Die topische Applikation von Olaquindox (0,5 und 1%-ige- L6sung) mit nachfolgender
UV-A Bestrahlung fuhrte weder zu einer Zunahme der Ohrdicke noch zu einer
Zunahme der Lymphknotenzellzahl. Olaquindox fuhrt somit nicht zu einer
Photoreaktion nach topischer Applikation (Tab. 9).
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. Ohrdickenzunahme LK-Zellzahlindex IMDS-DI
epikutan [mm x 107]
0 0,2 .
0,5% OLAQ +0.43 0,95 Kein IMDS-DI
0 0,2 .
1,0% OLAQ 40,29 1,12 Kein IMDS-DI

Tab. 9: Der photoallergische Standard Olaquindox IMDS-Modell nach topischer Applikation
An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden 5 NMRI-Mausen pro Versuchsgruppe 25l
einer 0,5%-igen, 1%-igen Lésung Olaquindox, bzw. des Vehikels (DAE433) einmal pro Tag
an den dorsalen Flachen beider Ohren aufgetragen. Anschlielend wurden die Mause
10 J/cm? UV-A bestrahlt. Die Aufarbeitung und Auswertung des Versuchs gleicht dem der
Tab.6.

3.4 Validierung des IMDS-Modells anhand von Chlorpromazin

Chlorpromazin illustriert die Komplexitat des Gebietes der Photoreaktionen als
klassisches Beispiel.

Es wirkt bei systemischer Verabreichung in hohen Dosen ausschliel3lich
phototoxisch, in niedrigen Konzentrationen jedoch photoallergisch. Bei kutaner
Applikation ist es nahezu obligat photoallergisch. (lppen, 1993). Die folgenden
Untersuchungen dienten dem Ziel zu prufen, ob diese Phanomene mit Hilfe des

IMDS-Modells zu analysieren sind.

Wie Tabelle 10 zeigt, erzeugte Chlorpromazin + UV-A im niedrigen Dosisbereich von
10 mg/kgKG eine deutliche Proliferation der Lymphknotenzellzahl mit einem Faktor
von 1,64. Das Verhalten der Ohrdicke zeichnete sich durch eine relativ schwache
Zunahme um 0,7 mm™ aus. Der daraus resultierende IMDS-DI lag im Bereich der

Photoallergie mit einem Index von 3,47.

Die weitere Titration ergab eine konzentrationsabhangige Zunahme der Ohrdicke fur
die Konzentrationen 50, 100 und 200 mg/kgKG. Die Zellzahlindizes der lokal
drainierenden Lymphknoten hingegen blieben in einem Bereich zwischen 1,43 und
1,51, wobei der Index in der hochsten Konzentration (200 mg/kgKkG) sogar abnahm
und bei 1,11 lag.

Die errechneten IMDS-DI zeigten eine konzentrationsabhangige Abnahme der
Indexzahl von 0,95 auf 0,03. Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dal}
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Chlorpromazin im IMDS-Modell die klinischen Beobachtungen bestatigt und im
hohen Dosisbereich ein photoirritatives, im niedrigen Dosisbereich ein

photoallergisches Potential aufweist.

| Ohrdickenzunahme LK-Zellzahlindex IMDS-DI
ora [mm x 107?]
0,7
10 mg/kgKG CHLO ol 1,64 3,47
50 mg/kgKG CHLO A 1,43 0,95
6.8
100 mg/kgKG CHLO 4243 1,51 0,28
200 mg/kgKG CHLO 15,47 1,11 0,03
+4,78 ’ ’

Tab. 10: Dosis-Wirkungsbeziehung des Neuroleptikums Chlorpromazin nach oraler
Applikation
An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurde funf NMRI Mausen pro Gruppe 10, 50, 100, 200
mg/kgKG Chlorpromazin oder das Vehikel Aqua bidest (Gruppe 1) oral appliziert. Das
Behandlungs- und Bearbeitungsprotokoll entspricht dem der Tab. 6.
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IMDS - DI
10 mg/kgKG CHLO 3,47
50 mg/kgkG CHLO 0,95
100 mg/kgkG CHLO 0,28
200 mg/kgKG CHLO 0,03
0,01 0,1 1 10
«< Photoirritation 4|— Photoallergie —

Abb. 10: Dosis-Wirkungsbeziehung des Neuroleptikums Chlorpromazin nach oraler
Applikation anhand des logarithmisch dargestellten IMDS-DI
Die Daten wurden der Tab. 10 entnommen.
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Die folgenden Versuche sollten klaren, ob die von Ippen (1993) beschriebenen rein
photoallergischen Reaktionen nach epikutaner Applikation mit Hilfe des

IMDS-Modells nachzuvollziehen sind.

Nach topischer Applikation von 3, 5, 10 und 20%-iger Chlorpromazin-Losung mit
anschlieBender UV-A-Bestrahlung wurden eine deutliche Proliferation der lokal
drainierenden Lymphknoten beobachtet. In allen Konzentrationsstufen lag der
LLN-Index zwischen 2,01 und 2,28. Demgegenuber stand eine wohl
konzentrationsabhangige, jedoch mit Werten zwischen 0,3 und 3,4 mm™ eher

dezente Ohrdickenzunahme.

Die IMDS-DI lagen in den untersuchten, topisch applizierten Konzentrationen
eindeutig im Bereich der Photoallergie (IMDS-DI zwischen 13,5 und 1,4).
Die dargelegten Untersuchungen von Chlorpromazin nach dermaler und oraler

Applikation unterstreichen damit die klinischen Beobachtungen.

. Ohrdickenzunahme LK-Zellzahlindex IMDS-DI
epikutan R |
3%-ig CHLO 23 2.1 13,5
o) 1,5
5%-ig CHLO +105 2,01 2,5
o) 1,6
10%-ig CHLO +0.74 2,28 2,9
B2 3,4
20%-ig CHLO 4135 2,24 1,4

Tab. 11: Dosis-Wirkungsbeziehung des Neuroleptikums Chlorpromazin nach topischer
Applikation
5 NMRI Mause pro Gruppe wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit drei und 10%
Chlorpromazin oder Vehikel (DAE) auf den dorsalen Oberflachen beider Ohren behandelt.
Das Behandlungs- und Bearbeitungsprotokoll entspricht dem der Tab. 9.
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3.5 Zellulare Ereignisse in der Epidermis wahrend photoallergischer und

photoirritativer Reaktionen der Haut

Um die, dem IMDS-Modell zugrunde liegenden immunologischen Mechanismen
einer photoallergischen oder photoirritativen Reaktion zu analysieren, wurden die
zytokinvermittelten zellularen Ereignisse in der Epidermis und den lokal
drainierenden Lymphknoten untersucht.

Versuche von Ulrich et al. zeigten, dal eine dreimalige Bestrahlung mit 10, bzw.
20 Joule/cm? keine immunmodulierende Wirkung auf die Expression der
untersuchten Zelloberflachenmarker hat (Ulrich et al, 1997).

Mit Hilfe von flowzytometrischen Untersuchung wurden die jeweiligen
Zellpopulationen nach Auslésung einer photoallergischen, bzw. photoirritativen

dargestellt.

Die eine Zweitantwort charakterisierende Auspragung von Gedachtnis-T-Zellen
infolge der wiederholten Applikation photoallergischer Substanzen konnte durch die
durchfluRzytometrische Analyse von CD4/CD45RB" Lymphknotenzellpopulationen

ausgeschlossen werden.

Die hier beschriebenen Ergebnisse kdnnen somit eindeutig der Induktionsphase der
lokalen Erstantwort zugeordnet werden und stellen damit keine Reaktionen im Sinne

einer Zweitantwort dar (van Loveren et al.,1984).

3.5.1 Expression costimulierender Molekiile auf I-A* Epidermiszellen

Die Induktion einer allergischen Primarantwort ist von der Reifung
antigenprasentierender Zellen abhangig. Dieser Maturationsprozef® wird durch die
Sekretion primarer proinflammatorischer Zytokine der Epidermis (GM-CSF
[granulocyte macrophage colony stimulating factor], IL-1 alpha, IL-1 beta und TNF

alpha) in Gang gesetzt.
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Ein daraus resultierender markanter Schritt dieses Reifungsprozesses ist die
Expression costimulatorischer Molekile (CD54, CD 80 und CD86) auf der
Oberflache antigenprasentierender 1-A* Zellen. Costimulierende Molekiile (CD54,
CD80 und CD 86) sind Vorraussetzung fur eine optimale T-Zellaktivierung
(Steinmann et al., 1995).

Hypothetisch wird angenommen, dal® sich photoallergische und photoirritative
Reaktionen in der Transduktion des antigenspezifischen Signals 1 an T-Zellen im
lokal drainierenden Lymphknoten unterscheiden. Um diese These zu hinterfragen,
analysierten wir die Expression costimulierender Molekiile auf I-A* Epidermiszellen.

Die Untersuchung der Oberflachenmarker CD54, 80 und 86 auf |-A*Zellen der

Epidermis erbrachte folgende Ergebnisse:

Olaquindox rief im Rahmen der Primarantwort einer photoallergischen Reaktion eine
Induktion von CD54 (Faktor 5,0), CD80 (3,32) und CD86 (5,67) hervor. Das
interzellulare  Adhasionsmolekil ICAM-I  (Oberflachenmarker: CD54) wurde
interessanterweise sowohl in der Induktionsphase priméarer photoallergischer
Reaktionen als auch photoirritativer Reaktionen in der Epidermis vermehrt exprimiert.

Neben CD54 wurden auch CD 80 (B7-1) und CD86 (B7-2) auf I-A™ Epidermiszellen
sowohl nach photoallergische als auch photoirritativen Reaktionen zunehmend
haufig angetroffen. Nach der oralen Applikation von
400 mg/kgKG Sparfloxacin + UV-A wurde der Oberflachenmarker CD54 um das
5,67-fache exprimiert, der Marker CD80 um das >23-fach und CD86 um das
14,4-fache.

Sparfloxacin induzierte entsprechend der starken Zunahme der Ohrdicke in diesem
Dosisbereich  die deutlichsten Effekte  bezlglich der Expression der

costimulatorischer Molekile auf I-A-" Epidermiszellen.
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Epidermis I-A"/ CD54" I-A"/ CD80" I-A*/ CD86"
10 mg/kgKG 8-MOP 5,73 1,08 1,18
400 mg/kgKkG SPAR 5,67 23,11 14,40
400 mg/kgkG LOME 4,31 7,20 7,60
3000 mg/kgKG ENOX 2,71 3,34 2,96
400 mg/kgkG ENOX 4,00 2,89 2,09
50 mg/kgkG OLAQ 5,00 3,32 5,67

Tab. 12: Expression costimulatorischer Molekiile auf MHC Klasse II' epidermalen Zellen
wahrend der Induktionsphase photoallergischer und photoirritativer Reaktionen
An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden finf NMRI Mause pro Gruppe 10 mg/kgKG
8-MOP, 400 mg/kgKG Sparfloxacin, 400 mg/kgkG LOME, 400, bzw. 3000 mg/kgkG ENOX
oder 50 mg/kgKG Olaquindox oder das Vehikel Aqua bidest oral appliziert. Nach einer
systemischen Verteilungszeit von 30 min wurden die Mause mit 20 J/cm? UV-A bestrahlt. 24
h nach der letzten Behandlungseinheit wurden die Ohren prapariert. 106Epidermiszellen
wurden mit monoklonalen Antikérpern gegen MHC Klasse Il Molekile (I-A), CD54, CD80
und CD86 gefarbt, in einem FACSCalibur Durchflulzytometer analysiert und mit CellQuest
Analysis und Akquisition Software, Version 1.2 (Becton Dickinson, Heidelberg), ausgewertet.
Um Daten aus verschiedenen Versuchen vergleichbar zu machen, wurde ein Index gebildet.
Die Daten zeigen reprasentative Ergebnisse von einem aus drei Experimenten.

Die Korrelation der konzentrationsabhangigen Ohrdickenzunahme mit einer
vermehrten Expression costimulatorischer Moleklile wurde in Versuchen mit
BAY-Y-3118 deutlich. Die Konzentrationsstufen 5, 25 und 50 mg/kgKG fuhrten zu
Ohrdickenzunahmen von 1,2, 15,4 und 26,6 mm™(siehe Tab. 5).

Die im Rahmen des gleichen Versuchaufbaus durchgefuhrten
duchfluRzytometrischen Analysen der Epidermiszellen erbrachten eine Induktion der
Oberflachenmarker CD54, CD80 und CD86 in direkter Abhangigkeit von der
Ohrdicke und damit der applizierten Substanzkonzentration. CD86 (B7-2)
beispielsweise wurde 1,4-fach nach der Applikation von 5 mg/kgkG BAY-Y-3118
exprimiert, 5,53-fach nach der Applikation von 25 mg/kgkG BAY-Y-3118 und
8,0- fach nach 50 mg/kgKG BAY-Y-3118.
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Expression costimulatorischer Molekiile auf HI-A/ CD54
MHC-Klasse-II" epidermalen Zellen mI-A/ CD80
I-A/ CD86
18,0
15,9
14,4
120 11,4
8,0
5,8
6,0 | 5,5
1 1,4 1,0 1,4
00 |
5 mg/kgKG 25 mg/kgKG 50 mg/kgKG
BAY-Y-3118 BAY-Y-3118 BAY-Y-3118

Abb. 11: Expression costimulatorischer Molekiile auf MHC Klasse II' epidermalen Zellen
wahrend der Induktionsphase einer photoirritativen Reaktion in Abhdngigkeit der
lokalen Entziindungsreaktion, bzw. der applizierten Substanzmenge
An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden finf NMRI Mause pro Gruppe 5, 25, 50
mg/kgKG BAY-Y-3118 oder das Vehikel Aqua bidest (Gruppe 1) oral appliziert. Das
Behandlungs- und Bearbeitungsprotokoll entspricht dem der Tab. 12.

3.5.2 Einwanderung von CD11b" und CD11c” Zellen in die Haut im Rahmen

photoallergischer und photoirritativer Reaktionen der Haut

CD11b (Mac-1 alpha-Kette) reprasentiert die alphay-Kette des alphaybeta, Integrins,
LFA-1, das funktionell bei der Adhasion mit ICAM-I eine Rolle spielt und auf der
Oberflache von Granulozyten und Makrophagen exprimiert wird (Springer et al.,
1979, Beller et al., 1982). Flowzytometrisch lassen sich Makrophagen (CD11b*/I-A")
und Granulozyten (CD11b"/I-A") unterscheiden.

Die Analyse der Epidermiszellen ergab eine Zunahme der Makrophagenpopulation
(CD11b*/I-A") im Rahmen einer photoirritativen (Bsp.: 8-MOP, 2,35- fache
Expression von CD11b auf I-A™ Zellen) und primaren photoallergischen Reaktionen

(Bsp.: Olaquindox: 3,17-fache Expression von CD11b auf I-A* Zellen).
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Im Rahmen photoirritativer Reaktionen, insbesondere nach der oralen Applikation
von 8-MOP (10 mg/kgKG) zeichnete sich eine massive Infiltration von Granulozyten
in der Epidermis ab. Im Gegensatz hierzu war nach der Verabreichung des
photoallergischen Standards Olaquindox keine Zunahme der Granulozytenpopulation
zu erkennen (CD11b™/I-A”: 1,00).

Eine weitere Gruppe stellen die dendritischen Zellen (Steinmannzellen) der Haut dar,
die sogenannte Gewebsmakrophagen (Fritsch et al, 1998). Es sind
MHC Klasse Il tragende Leukozyten aus dem Knochenmark, die gleichmallig die

Haut besiedeln und die der reifen Form der Langerhans Zelle entsprechen.

Der Oberflachenmarker CD11c wird als Indikatormolekul im Maussystem, analog zu
CD1a im humanen System verwendet (Metlay et al., 1990, Saunders et al., 1996;
Inaba et al., 1997).

Die dargestellten Ergebnisse fir CD11c*/I-A* Zellen lassen erkennen, dafk Enoxacin
eine massive Zunahme (11,7-fach) dendritischer Zellen in die Epidermis bewirkt.
Auch weitere photoirritative Substanzen wie Sparfloxacin und Lomefloxacin bewirken
diesen Effekt, wenn auch schwacher.

Der photoallergische Standard Olaquindox ruft eine Induktion der CD11¢*/I-A* Zellen

um das 1,63- fach hervor.
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Epidermis CD11b"/I-A CD11b"/I-A CD11c'/I-A
10 mg/kgKG 8-MOP 2,35 88,0 0,38
400 mg/kgKG SPAR 1,81 19,83 1,70
400 mg/kgKG LOME 1,44 22,68 2,46
400 mg/kgKG ENOX 1,61 2,60 3,85
3.000 mg/kgkG ENOX 2,17 11,65 11,77
50 mg/kgKG OLAQ 3,17 1,00 1,63

Tab. 13: Aktivierung von Makrophagen, Granulozyten und dendritischen Zellen in der

Epidermis wiahrend primarer photoallergischer und photoirritativer Reaktionen der
Haut

Das Behandlungs- und Bearbeitungsprotokoll entspricht dem der Tab. 12.
10° Epidermiszellen wurden mit monoklonalen Antikérpern gegen MHC Klasse Il Molekile
(I-A), CD11b und CD11c geféarbt, in einem FACSCalibur DurchfluBzytometer analysiert und
mit CellQuest Analysis und Akquisition Software, Version 1.2 (Becton Dickinson,
Heidelberg), ausgewertet. Um Daten aus verschiedenen Versuchen vergleichbar zu
machen, wurde ein Index gebildet. Die Daten zeigen reprasentative Ergebnisse von einem
aus drei Experimenten.
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3.5.3 Epidermale T-Zell-Rekrutierung und die Expression des ,Very Early Activation
Antigen“ (CD69) auf I-A* Zellen der Epidermis

Um eine gerichtete T-Zellmigration in der Haut nachweisen zu kénnen, wurden
CD4" und CD8" Zellen in der Epidermis untersucht. CD4 wurde insbesondere nach
Applikation der photoirritativen Substanzen Sparfloxacin  (18,36-fach) und
Lomefloxacin (12,4-fach) beobachtet.

Wahrend der Induktionsphase photoallergischer Reaktionen wurde eine eher
schwache Vermehrung CD4" Zellen nachgewiesen. Interessant wéren aus
immunologischer Sicht Analysen der T-Zellinfiltration im Rahmen der Zweitantwort,

fur die eine massive Infiltration von T-Zellen in die Epidermis charakteristisch ist.

Das ,Very Early Activation Antigen® (CDG69) ist ein Aktivierungsmarker, der in vitro
innerhalb von Minuten bis Stunden nach Stimulation auf der Oberflache von T-Zellen
exprimiert wird (Yokoyama et al., 1988). AulRer auf T-Zellen konnte CD69 auch auf

der Oberflache von B-Zellen und Makrophagen nachgewiesen werden.

Somit handelt es sich bei der I-A"/CD69" Lymphknotenzellpopulation um eine
Mischpopulation aus aktivierten T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen. Es konnte
gezeigt werden, dall sowohl bei photoallergischen als auch photoirritativen

Reaktionen vermehrt CD69 auf I-A* Zellen exprimiert wird.
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Epidermis CD4" cbs’ CD69"/I-A"
10 mg/kgKG 8-MOP nicht gemessen 3,10 1,40
400 mg/kgKG SPAR 18,36 11,12 7,20
400 mg/kgKG LOME 12,4 9,40 7,60
400 mg/kgKG ENOX 2,64 2,26 2,4
50 mg/kgkG OLAQ 1,44 1,2 2,60

Tab. 14: T-Zellrekrutierung und Einwanderung in die Epidermis und Expression des ,Very
Early Activation Antigen*“ (CD69)

Das Behandlungs-
106Epidermiszellen

und

Bearbeitungsprotokoll
wurden mit monoklonalen
MHC Klasse Il Molekile (I-A) und CD69 gefarbt.

entspricht
Antikérpern

der Tab. 12.

gegen CD4, CDS,

Die Daten zeigen reprasentative

Ergebnisse von einem von mehr als drei Experimenten.
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3.6 Zellulare Ereignisse in lokal drainierenden Lymphknoten der Haut

3.6.1 Expression costimulierender Molekiile auf I-A* Zellen in lokal drainierenden

Lymphknoten der Haut

Nach oraler Behandlung mit 8-MOP, Sparfloxacin und Lomefloxacin stieg die
Expression von CD54 nur marginal (Sparfloxacin: 1,33-fach) an oder sank sogar im
Falle von 8-MOP und Lomefloxacin ab (Index: 0,73 und 0,91).

Enoxacin rief im Dosisbereich von 400 mg/kgkG eine photoallergische Reaktion
(IMDS-DI: 2,9, siehe Tab. 7) hervor und ist damit in diesem Bereich fur eine
photoallergische Reaktion reprasentativ. Enoxacin induziert einen massiven Anstieg
von CD54%/I-A* Zellen mit einer Induktionsrate von 17,00. Olaquindox folgt Enoxacin
mit einer Verdreifachung (Faktor 3,02 auf CD547/I-A" Zellen).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen in der Epidermis im Rahmen photoirritativer
Reaktionen werden im lokal drainierenden Lymphknoten nur sehr schwache
Induktionsraten bis hin zu fehlenden Induktionsraten der Expression
costimulatorischer Molekiile auf I-A™ Zellen angetroffen. Die orale Applikation von
10 mg/kgKG 8-MOP+ UV-A fiihrte zu einer Vermehrung von CD80 auf I-A* Zellen um
das 2,01-fache. Sie ist damit die starkste Induktionsrate fur diesen Marker, die bei
photoirritativen Substanzen gemessen wurde. CD86 (B7.2) wurde im lokal
drainierenden Lymphknoten bei photoirritativen Reaktionen um max. 10%
(400 mg/kgkG Sparfloxacin: Faktor 1,10 auf [-A"/CD86" Zellen) vermehrt
angetroffen.

Revers zu den photoirritativen Substanzen induziert Olaquindox insgesamt eine
massive Induktion der costimulatorischer Molekile CD54, CD80 und CD86
(Induktionsraten zwischen 3,02 und 7,14) auf I-A* Zellen im lokal drainierenden
Lymphknoten als Zeichen einer spezifischen Immunantwort im Rahmen primarer

photoallergischer Reaktionen.
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Lymphknoten I-A" / CD54" I-A" / CD80" I-A"/ CD86"
10 mg/kgKG 8-MOP 0,73 2,01 1,04
400 mg/kgKG SPAR 1,33 1,19 1,10
400 mg/kgKG LOME 0,91 1,02 0,93
400 mg/kgkG ENOX 17,00 1,24 1,0
50 mg/kgKG OLAQ 3,02 7,11 7,14

Tab. 15: Expression costimulatorischer Molekiille auf MHC Klasse II' Lymphknotenzellen
wahrend der Induktionsphase einer photoallergischen und photoirritativen Reaktion
Das Behandlungs- und Bearbeitungsprotokoll entspricht dem der Tab. 12.
10° Lymphknotenzellenzellen wurden mit monoklonalen Antikérpern gegen
MHC Klasse Il Molekile (I-A), CD54, CD80 und CD86 gefarbt, in einem FACSCalibur
DurchfluBzytometer analysiert und mit CellQuest Analysis und Akquisition Software, Version
1.2 (Becton Dickinson, Heidelberg), ausgewertet. Um Daten aus verschiedenen Versuchen
vergleichbar zu machen wurde, ein Index gebildet. Die Daten zeigen reprasentative
Ergebnisse von einem von mehr als drei Experimenten.

Um auszuschlieRen, dald nach dreimaliger Applikation von Kontaktallergenen bereits
Reaktionen im Sinne einer Sekundarantwort (Challenge-Reaktion) auftreten, wurden
flowzytometrische Untersuchungen der Oberflachenmarker CD4/CD45RC auf den
Zellen der lokal drainierenden Lymphknoten durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigen,
dal® keine Zunahme der CD4/CD45RC doppelt positiven Zellen zu verzeichnen ist
(Daten nicht gezeigt).

3.6.2 B-Zellaktivierung und Expression des ,Very Early Activation Antigen“ (CD69)

auf I-A” Lymphknotenzellen

Mit Hilfe des Pan-B-Zell-Markers B220 (CR45R) wurde die B-Zellaktivierung bei
photoallergischen und photoirritativen Reaktionen in lokal drainierenden
Lymphknoten analysiert. Es konnte nachgewiesen werden, dal} Photoallergene eine
massive Expansion von B220%/I-A" Lymphknotenzellen induziert (Olaquindox:
Faktor 4,79), wobei die Expansion aktivierter B-Zellen wahrend photoirritativer
Reaktionen (8-MOP: Faktor 1,23) deutlich schwacher ausfiel (Abb.7).
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Abb. 12: Assoziierte B-Zellaktivierung in lokal drainierenden Lymphknoten der Haut wahrend
primarer photoallergischer und photoirritativer Reaktionen.
10° Lymphknotenzellen von Vehikel-, 8-Mop- und Olaquindox behandelten Versuchstieren
wurden mit monoklonalen Antikérpern gegen MHC Klasse Il Molekile (I-A)  und
CD45R/B220 inkubiert und die Expansion B220%/I-A" Lymphknotenzellen flowzytometrisch
analysiert. Die Quadrantenstatistik wurde orientierend an den Isotypenkontrollen
durchgefiihrt. Die Daten zeigen reprasentative Ergebnisse von einem von mehr als drei
Experimenten.
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In der zytokinvermittelten Aktivierung von B-Zellen spielen IL-4 und IL-6 eine
entscheidende Rolle. In vitro fuhrt IL-2 zu einer ausgepragten Expansion der
MHC Klasse |l Molekule auf B-Zellen (Paul und O Hara, 1987).

Der Aktivierungsmarker CD69 auf MHC Klasse Il positiven Zellen wurde im Rahmen
der photoallergischen Reaktion auf Olaquindox um das > 5-fache exprimiert. Im
Gegensatz hierzu zeigen Photoirritantien wie Sparfloxacin oder Lomefloxacin keine
Induktion von CD69 auf I-A™ Zellen.

Die Oberflichenmarker B220 und CD69 auf I-A* Zellen kdnnen damit Hinweise auf

photoallergische Reaktionen geben und bei der Abgrenzung zu Photoirritantien

helfen.
Lymphknoten B2207/I-A" CD69"/I-A"
10 mg/kgKG 8-MOP 1,23 0,77
400 mg/kgkG SPAR 1,45 0,98
400 mg/kgKG LOME 1,25 1,05
400 mg/kgkG ENOX 1,77 1,21
50 mg/kgkG OLAQ 4,79 5,79

Tab. 16: B-Zellaktivierung und die Expression des ,Very Early Activation Antigen’ (CD69) auf I-
A*Zellen im lokal drainierenden Lymphknoten der Haut bei photoallergischen und
photoirritativen Reaktionen der Haut
Das Behandlungs- und Bearbeitungsprotokoll entspricht dem der Tab. 12.
10° Lymphknotenzellen wurden mit monoklonalen Antikérpern gegen
MHC Klasse Il Molekile (I-A), B220 und CD69 gefarbt, in einem FACSCalibur
DurchfluBzytometer analysiert und mit CellQuest Analysis und Akquisition Software, Version
1.2 (Becton Dickinson, Heidelberg), ausgewertet. Um Daten aus verschiedenen Versuchen
vergleichbar zu machen wurde ein Index gebildet. Die Daten zeigen reprasentative
Ergebnisse aus drei Experimenten.
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3.6.3 Einwanderung CD11b" und CD11c¢” Zellen in den lokal drainierenden
Lymphknoten

Die Beobachtung CD11b" Zellen wahrend primarer kontaktallergischer Reaktionen
sollte Hinweise auf die noch sehr unklare Rolle CD11b"/I-A" antigenprasentierender
Zellen wahrend primarer photoallergischer Reaktionen geben. Der photoallergische
Standard Olaquindox rief in dem unten aufgeflhrten Versuch eine starke Proliferation
dieser Zellpopulation (Faktor: 3,39) hervor, wohingegen kein Photoirritans auch bei
sehr starker Inflammation wie bei 8-MOP (Faktor: 1,84) eine solche Reaktion

bewirken konnte.

Der Oberflachenmarker CD11c wird in jungeren Studien als Indikatormolekual fr
dendritische Zellen im Maussystem beschrieben. Auch die Oberflachenmarker DEC
205, CD80 und CD86 werden im Maussystem verwendet (Saunders et al., 1996 und
Maraskovsky et al., 1996). Im humanen System ist CD1a seit langerer Zeit als
zuverlassiger Marker fUr dendritische Zellen im lokalen Immunsystem der Haut
bekannt. Interessanterweise konnte sowohl wahrend photoallergischer am Beispiel
von Olaquindox als auch photoirritativer Reaktionen am Beispiel von 8-MOP eine

Expansion CD11c¢*/I-A™ Zellen festgestellt werden.
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Lymphknoten CD11b"/I-A" CD11c"/I-A"
10 mg/kgKG 8-MOP 1,84 3,23
400 mg/kgKG SPAR 0,63 1,13
400 mg/kgKG LOME 1,14 1,02
400 mg/kgKG ENOX 1,15 0,62
50 mg/kgKG OLAQ 3,39 1,87

Tab. 17:

Einwanderung CD11b" und CD11c¢” Zellen in den lokal drainierenden Lymphknoten
der Haut wahrend primarer photoallergischer und photoirritativer Reaktionen

Das Behandlungs- und Bearbeitungsprotokoll entspricht dem der Tab. 12.
10° Lymphknotenzellen wurden mit monoklonalen Antikérpern gegen
MHC Klasse Il Molekile (I-A), CD11b und CD11c gefarbt. Um Daten aus verschiedenen
Versuchen vergleichbar zu machen, wurde ein Index gebildet. Die Daten zeigen
reprasentative Ergebnisse von einem aus drei Experimenten.

64




Ergebnisse

3.6.4 T-Zellaktivierung im lokal drainierenden Lymphknoten

Um die T-Zellaktivierung im lokal drainierenden Lymphknoten zu analysieren, wurde
die Expression der IL-2-Rezeptor alpha-Kette (CD25) sowie die des
,Very Early Activation Antigen® (CD69) auf CD4" und CD8" Lymphknotenzellen

beobachtet.

Olaquindox flihrt zu einer Zunahme der CD4%/CD25" Zellen um 35%. Die
photoirritativen Substanzen hingegen zeigen maximale Zunahmen von bis

zu 16% (Lomefloxacin).

Olaquindox flhrte ebenso zu starken Zunahmen von CD25 und CD69 auf
CD8" Zellen und reprasentiert insbesondere bei CD8/CD69 die starkste Induktion im
Vergleich mit den Photoirritantien 8-MOP und Sparfloxacin (Daten nicht gezeigt).
Insgesamt jedoch kénnen die Aktivierungsmarker CD25 und CD69 auf CD4" und
CD8" Zellen nicht zwischen photoallergischen und photoirritativen Reaktionen

differenzieren.

T-Zellen reagieren nicht nur auf spezifische Aktivierung sehr sensibel, sondern auch
auf die unspezifische Zytokinausschuttung wahrend inflammatorischer Reaktionen.
T-Zellen werden bei spezifischer Aktivierung effektiver aktiviert und sind damit

sensibler fur diesen Aktivierungsweg.
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4. Diskussion

Photoallergische und photoirritative Reaktionen der Haut zeigen klinisch und
histologisch zahlreiche Gemeinsamkeiten, die viele Differenzierungsmoglichkeiten
anhand morphologischer Parameter wie dem Erythem, der Spongiose,
Blaschenbildung oder Schuppung ausschliel3en (Brasch et al., 1992; Berardesca et
Distante, 1995).

Vorhandene Studien zur Differenzierung photoreaktiver Substanzen vergleichen
zumeist Reaktionen in der Auslosephase der  Photokontaktallergie
(Challenge-Reaktion) mit irritativen Reaktionen der Haut. Unter diesen Bedingungen
ist die Morphe der entstehenden Hautveranderung sowie das histologische Bild mit
hautinfiltrierenden T-Zellen, Neutrophilen und Makrophagen wahrend beider
Reaktionen sehr ahnlich (Gawkrodger, 1984, Lens, 1983).

Vor dem Hintergrund dieser bestehenden Differenzierungsproblematik grindet das
vorgelegte IMDS-Modell zur Erfassung und Analyse photoreaktiver Substanzen
seine Aussage auf der immunologischen Genese der jeweiligen Immunantwort
wahrend des Primarkontaktes, also der Induktionsphase der Reaktion. Es ermoglicht
die Detektion, vor allem jedoch erstmals auch die Differenzierung photoallergischer
und photoirritativer Substanzen. Durch die Mdglichkeit, Substanzen nach oraler
Applikation zu testen, konnen nun human- und klinikrelevante Aussagen Uber die
photoreaktiven Eigenschaften  von  Arzneimitteln,  pflanzlichen  Stoffen,

Nahrungszusatzen, etc. getroffen werden.

Unter immunologischen Gesichtspunkten unterscheiden sich photoirritative und
photoallergische = Reaktionen  wahrend der Primarantwort durch die
antigenspezifische Induktion des photoallergischen und den unspezifischen
zytotoxischen Charakter des photoirritativen Reaktionstyps (Avnstorp et al., 1989).
Legt man diese Beobachtung zugrunde, sollten sich die Reaktionen auf der Ebene
der Antigenprasentation, der T-Zellaktivierung, der costimulatorischen Molekile und

der Memory-T-Zellbildung unterscheiden.

66



Diskussion

Aufgrund dieser Uberlegungen differenziert das IMDS-Modell mittels
immunologischer Endpunkte photoallergischer und photoirritativer Reaktionen. Die
Parameter dieser Endpunkte sind die Ohrdickenzunahme zur objektiven Messung
der lokalen Entzindungsreaktion der Haut und die Lymphknotenzellzahl zur
Objektivierung der Reaktion im lokal drainierenden Lymphknoten.

Anhand des auf der Grundlage dieser Parameter errechneten
IMDS-Differenzierungsquotienten lassen sich erstmalig Photoreaktionen in
photoallergische und photoirritative unterscheiden. Ein IMDS-DI < 1 steht fir

photoallergische und ein IMDS-DI > 1 fur photoirritative Reaktionen.

Da die Haut und ihre lokal drainierenden Lymphknoten funktionell voneinander
abhangig sind, werden in der vorliegenden Arbeit beide Komponenten als
immunologische ,Einheit” betrachtet und im Rahmen von Photoreaktionen erstmals

gemeinsam immunologischen Analysen unterzogen.

4.1 Das IMDS-Modell zur Untersuchung photoreaktiver Substanzen

Um die Haut und die lokal drainierende Lymphknoten als immunologische Einheit in
einem Untersuchungsmodell reprasentieren zu konnen, bezieht das IMDS-Modell im
Gegensatz zum Local Lymph Node Assay (LLNA) die Entzindungsreaktion der Haut
als Funktion der Ohrdickenzunahme im Test mit ein (Basketter et Scholes, 1991).

Im Uberblick zeigen primare photoallergische Hautreaktionen eine signifikante
Lymphknotenzellaktivierung ohne die Entwicklung einer ausgepragten Entzindung
der Haut (Ohrdickenzunahme), wahrend die Photoirritation erst nach der Entwicklung
massiver inflammatorischer Hautreaktionen zu einer signifikanten
Lymphknotenzellaktivierung fuhrt. Diese Lymphknotenaktivierung resultiert aus dem
sogenannten Bystander-Effekt. Er stellt unspezifische, indirekte immunologische
Phanomene dar und zeigt eine polymorphe und polyklonale Reaktionsweise.
.Bystander-Effekte“ kdénnen daher als Ergebnis zellularer Interaktionen unter

Abwesenheit einer spezifischen Antigen-Rezeptor Reaktion betrachtet werden.
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In den letzten Jahren wurden neue in vitro Tests entwickelt, durch die eine Aussage
uber das photoirritative Potential einer Substanz getroffen werden kann (Duffy et al.,
1987, Wagai, 1992; Yu et al.,1996; Pape et al.,1997; Spielmann et al., 1995;
Edwards et al., 1994).

In vitro Tests wie exemplarisch der 3T3 NRU PT- Test kdnnen bisher nur eine auf
primare Photosensibilisatoren begrenzte Aussage treffen. Die zur Entstehung
sekundarer  Photosensibilatoren  essentiellen  metabolisierenden  Enzyme,
Bindungsproteine oder Carrier-Komplexe kdnnen derzeit in einem in vitro System
nicht Dbereitgestellt werden. Zudem fehlen Zellen und Zellverbande, wie
beispielsweise Langerhanszellen, die bei der Entstehung photoallergischer

Reaktionen elementar wichtig sind.

In vitro Systeme erfahren eine weitere Limitierung durch die mangelnde Ldslichkeit
von Substanzen, durch inadaquate Penetration (intakte Haut versus Zellsuspension)
oder auch durch lichtunabhangige Zytotoxizitdt. Eine oft stark ausgepragte
Zytotoxizitat wird durch die qualitativ und quantitativ abnorme Verflugbarkeit der
Substanz in in vitro Tests hervorgerufen. Diese unmittelbar wirksame Toxizitat ist mit
in vivo Situationen nicht vergleichbar.

Die Komplexitat eines Organismus ist damit momentan in einem in vitro Modell

weder ganzheitlich zu erfassen noch nachzuahmen.

Das von Edwards et al. 1994 vorgestellte in vitro Modell einer 3D Haut berlcksichtigt
bereits einige der oben angeflhrten Kritikpunkte. Die 3D Haut stellt beispielsweise
dendritische Zellen zur Verfligung, die fur die Induktion einer allergischen Reaktion
von groRer Bedeutung sind. Im Gegensatz zu einer Zellsuspension wird die
Einzelzelle im Netzwerk der 3D Haut vor der direkten Zytotoxizitat der Substanz
geschutzt (Maurer, 1980).

Die unmittelbare Wirkung des UV-Lichtes zur Untersuchung photoreaktiver
Substanzen in in vitro Modellen kann zu einer direkten phototoxischen Schadigung
der Zellsuspensionen fuhren. Die Abbildung der speziellen UV-Wirkungen in vitro,
wie Immunsuppression und Aktivierung von Substanzen zur Ausbildung von
Prohaptenen stellt zudem ein Problem dar, da inflammatorische Zytokine, Enzyme
und die Wechselwirkung der verschiedenen Zellbestandteile einzelner Hautschichten

wichtige, auch protektive Funktionen in vivo ausuben.
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Wechselwirkungen der verschiedenen Zellbestandteile bei der Ausbildung
photoirritativer und photoallergischer Reaktionen beschranken sich nicht nur auf
bestimmte Zellpopulationen der Haut, sonder reichen vielmehr Uber Blutbestandteile
und Leberfermente bis zu der tragenden Rolle lokal drainierender Lymphknoten. Vor

allem ihre Rolle wurde in der vorliegenden Arbeit eingehend analysiert.

Betrachtet man in vivo Testsysteme zur Abschatzung des phototoxikologischen
Risikos, stehen vor allem modifizierte biphasische Testsysteme wie der Blhler Test,
der Guinea Pig Maximization Test, der Optimization Test nach Maurer oder der
Mouse Ear Swelling Test (MEST) zur Verfugung.

Die Ergebnisse dieser Testsysteme werden nicht wie im IMDS-Modell anhand der
Primarantwort sondern der Zweitantwort einer photoallergischen Reaktion gewonnen
(Bos, 1993).

Durch die notwendige Challenge-Reaktion bendtigen sie einen langen
Untersuchungszeitraum von 10 (Bsp. UV-MEST, Methode nach Gerberick und Ryan,
1990) bis zu 50 Tagen (Bsp. Optimization Test nach Maurer), viele Versuchstiere
und einen hohen personellen Aufwand (Bdihler et al., 1995, Magnusson et al, 1969,
Maguire et al., 1972, Maurer et al, 1975 et 1980, Gad et al., 1986 et 1990).

Die o0.g. Testmethoden zur pradiktiven immuntoxikologischen Analyse der
photosensibilisierenden Potenz von neuen Chemikalien werden von der OECD fur
die Registrierung neuer Medikamente akzeptiert. So auch der LLNA (Local Lymph
Node Assay) und UV-LLNA, die bereits eine Weiterentwicklung dieser Methoden

darstellen.

Im Rahmen des UV-LLNA nach Kimber et Weisenberger (1992) wird radioaktiv

markiertes *[H]-Thymidin zur Messung der Lymphknotenaktivierung verwendet.

Die Vorteile des monophasischen UV-LLNA sind die objektive Bewertung von
Testreaktionen (3[H]-Thymidin), deutlich reduzierte Versuchstierzahlen und eine
relativ kurze Versuchsdauer von 6 Tagen. Es konnen zudem problemlos farbige
Substanzen getestet werden. Durch das radioaktive *[H]-Thymidin werden jedoch die

sicherheitstechnischen, 6konomischen und know-how- Anspriche erhoht.
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Ferner sind die im LLNA und UV-LLNA gewonnenen Lymphknotenzellen aufgrund
der radioaktiven Kontamination nicht fir weitere molekulare und zellulare Analysen
verwendbar. Die Entsorgung der Versuchstiere und Verbrauchsmaterialien radioaktiv

kontaminierter Stoffe birgt an sich eine Problematik.

Infolgedessen wurde in der vorliegenden Arbeit das ursprungliche Testprotokoll des
LLNA modifiziert und die Lymphknotenzellproliferation als Funktion der Zunahme des
Lymphknotengewichtes und der Lymphknotenzellzahl analysiert, so dal3 auf eine
radioaktive Markierung verzichtet werden konnte. Zusatzlich konnten nun auch
molekulare und zellulare Untersuchungen mit denen im jeweiligen Versuch
gewonnen Lymphknoten durchgefiihrt werden. Die Zusammenfassung der
Untersuchungsergebnisse zeigt, dald das Lymphknotengewicht und insbesondere die
Lymphknotenzellzahl mit der Lymphknotenproliferation korrelieren und diese durch
den Lymphknotenzellzahlindex gut charakterisiert werden kann.

Far Analyseparameter eines pradiktiven Testsystems mul3 generell gefordert
werden, dal} die Bewertungskriterien einfach und zuverlassig zu erheben sind.

Beim Guinea Pig Maximization Test nach Maurer dient die subjektive
Erythemeinschatzung anhand eines 5-stufigen Erythemscores des
Versuchsdurchflhrers zur Bewertung der Reaktion. Farbige Testsubstanzen kénnen

die Bewertung des Erythems daher weiter erschweren.

Die im IMDS-Modell ermittelte Ohrdickenzunahme ist ein objektiv mefRbarer und
reproduzierbarer Parameter des Endpunktes einer inflammatorischen Hautreaktion.
Ein spezielles Ausarbeitungsverfahren ermoglichte erstmals vergleichende

molekulare Analysen von Epidermiszellen.

Zu beachten ist, dall im MEST (Mouse Ear Swelling Test) die Ohrdickenzunahme im
Rahmen der Challenge-Reaktion den photo-/allergischen Charakter der Substanz
bestatigt. Diese  Reaktion stellt somit die  Sekundarantwort einer
Photo-/Kontaktallergie dar, bei der die Ohrdickenzunahme durch die Infiltration
spezifischer T-Zellen zustande kommt. Im IMDS-Modell hingegen reprasentiert
dieser Parameter den Grad der Entzindungsreaktion wahrend einer Primarantwort

und ist damit morphologischer Endpunkt photoirritativer Reaktionen.
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Schilling et al. fanden bei Untersuchungen mit Crotondl heraus, dald im Rahmen
irritativer Reaktionen die prozentuale Proliferation der Lymphknotenzellzahl ab Tag
sieben der prozentualen Zunahme der Ohrdicke Uberwiegt. Die Untersuchungen
bestatigten die Notwendigkeit, den Versuchszeitraum zur Analyse einer
Primarantwort auf ca. vier Tage zu beschranken. Damit ware zu diesem Zeitpunkt
rein rechnerisch ein Umschlagen des IMDS-Differenzierungsquotienten von einer
irritativen Reaktion in eine allergische zu beobachten (Diplomarbeit, C. von Schilling,
2000).

Die Kinetik von 8-MOP zeigte, dal3 diese Beobachtung nicht uneingeschrankt auf
photoirritative Substanzen Ubertragbar ist. An allen Versuchstagen zeigt 8-MOP
einen Differenzierungsquotienten kleiner 1 und damit ein photoirritatives Potential. Zu
beobachten ist jedoch eine kontinuierliche Zunahme der Lymphknotenzellzahl und
eine Reduktion der Ohrdickenzunahme. Die Beschrankung des IMDS-Modells auf
vier Versuchstage dient damit unter anderem der Eindeutigkeit der
Unterscheidungskriterien anhand der immunologischen Endpunkte

Ohrdickenzunahme und Lymphknotenproliferation.

Die Versuche mit Olaquindox zeigten, dall nach topischer Applikation weder
photoallergische noch photoirritative Reaktionen zu beobachten waren. Nach oraler
Applikation hingegen zeichnete sich Olaquindox als starkes Photoallergen aus.
Hieraus ist abzuleiten, dal} Olaquindox nach epikutaner Applikation entweder die
Haut nicht penetriet oder erst Metabolisierungvorgange (z.B. durch
Cytochrom P 450) stattfinden mussen, damit Olaquindox zu einer photoreaktiven
Substanz wird.

Die Wichtigkeit einer systemischen Verteilungs- und Metabolisierungszeit belegen
die von Bolling et al. (1981) beschriebenen Versuche mit der als sekundaren
Photosensibilisator bekannten Substanz Dacarbazin.

Widirden die Tiere im Rahmen des IMDS-Modells unmittelbar nach der oralen
Applikation bestrahlt, waren zu diesem Zeitpunkt eventuelle sekundare
Photosensibilatoren moglicherweise noch nicht metabolisiert oder noch auf dem Weg

in das Effektororgan Haut.
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Aus der Komplexitat der Reaktionen ergibt sich, dal in vitro Systemen durch die
Abwesenheit antigenprasentierender Zellen, metabolisierender Enzyme oder
fehlender Bindung zu Makromolekilen oft enge Grenzen gesetzt sind. Olaquindox
reagiert beispielsweise im 3T3 NRU PT- Test (Neutral Red Uptake Photo Toxicity
Test) inert. Man musste also einem in vitro Test entweder synthetisch hergestellte
Metaboliten direkt oder ihren Metabolisierungpartner zufuhren (Hepetozyten-Test:
S9-Mix).

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, dal} die Integration der
oralen Applikation und der UV-Bestrahlung in das IMDS-Modell eine weitergehende
Analyse von Photoreaktionen oral applizierter Substanzen mdglich macht. Die
Reaktionen auf den photoirritativen Standard 8-MOP und den photoallergischen
Standard Olaquindox waren eindeutig mit Hilfe des IMDS-Modells zu detektieren und

zu differenzieren.

Wie zu erwarten rief 8-MOP als klassische photoirritative Substanz eine starke
Ohrdickenzunahme mit einer relativ geringen Lymphknotenzellzahlzunahme hervor.
Olaquindox als rein photoallergische Substanz zeigte, nach oraler Applikation und
UV-Exposition eine massive lymphozytare Reaktion bei einer fehlenden Zunahme
der Hautdicke.

Im IMDS-Modell zeigte Olaquindox nach oraler Applikation in allen
Konzentrationsstufen zwischen 5 und 100 mg/kgKG ein deutliches und rein
photoallergisches Potential. Die Zunahme der Lymphknotenzellzahl erreichte einen

maximalen Proliferationsindex von 4,55 bei 50 und 100 mg/kgKG Olaquindox.

Schauder beschrieb erstmals 7993 die Photoallergenitat von Olaquindox. Sie trat
hauptsachlich bei Schweinezichtern auf, die bei der Futterung der Tiere mit dem
Wachstumsfoérderer Olaquindox in Kontakt kamen (Schauder, 1993). Olaquindox

wird unter Lichteinflu zu dem reaktiven Oxyziridine umgewandelt.

Kumar et al dokumentierten 7996 eine schwere photoallergische Kontaktdermatitis
an den Handen eines australischen Schweinezuchters (Kumar et al.,1996). Dies

wurde die Auslosung der Reaktion durch rein kutanen Kontakt unterstreichen, wobei

72



Diskussion

andere Autoren eine eher disseminierte Verteilungsform aller lichtexponierten
Hautareale beschreiben, also Kopf, Hals, Decolleté und Hande. Schauder ist der
Meinung, dal kleinste aerogen, bzw. oral aufgenommene Substanzmengen zur

Ausbildung der Photoallergie auf Olaquindox flhren.

Die vorgelegten Untersuchungen, wie auch solche an Meerschweinchen
(Vohr, 2001, personliche Mitteilung) deuten darauf hin, dald eine Induktion tatsachlich
nur nach oraler Aufnahme (ggf. aerogene Aufnahme von Substanzpartikeln durch

Inhalation) moglich ist.

Aufgrund der in den Versuchen gemessenen Reaktionen wurden maximale Werte fur
die Zunahme der Hautdicke, des Lymphknotenzellzahlindexes sowie der prozentuale
Anteil der Testreaktion an diesen maximalen Werten bestimmt.

Die definieten Maxima wurden aus Vorversuchen (Ergebnisse aus
25 Experimenten) Uber die Mittelwerte maximaler Reaktionen bezuglich der
Zunahme der Hautdicke und der Zunahme des Lymphknotenzellzahlindexes ermittelt
und auf ganze Zahlen gerundet. Fir die mittlere maximale Hautdicke wurde der
Zahlenwert 15 x 0,01 mm und fur die mittlere maximale Zunahme des

Lymphknotenzellzahlindexes 5 berechnet.
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4.1.1 Flour-Chinolone im IMDS-Modell

Substanzen aus der Gruppe der Flour-Chinolone

Flour-Chinolone gelten als Substanzen, die eine sehr unterschiedliche photoirritative
Potenz besitzen und vereinzelt abweichende Reaktionen im Sinne einer
Photoallergie hervorrufen (Kimura, et al, 1998).

Die Medikamentengruppe der Flour-Chinolone konnte durch die Entwicklung des

IMDS-Modell erstmals nach oraler Applikation untersucht werden.

Fur die untersuchten Flourchinolone BAY-Y-3118, Ciprofloxacin, Enoxacin,
Lomefloxacin, Ofloxacin und Sparfloxacin wurde ihre photoirritative Potenz sowie

deren Dosis-Wirkungsbeziehung eindeutig nachgewiesen.

Der Vergleich der IMDS-Quotienten erbrachte die Moglichkeit einer Graduierung des
photoirritativen Potentials innerhalb der Flour-Chinolongruppe und erfolgte in die
Gruppen stark, mittel und schwach.

Demnach zeigen Lomefloxacin, BAY-Y-3118 und Sparfloxacin ein starkes, Enoxacin
ein mittleres und Ofloxacin, Norfloxacin sowie Ciprofloxacin ein schwaches
photoirritatives Potential. Aufgrund der leicht differierenden Pharmakokinetik ist eine
kleinschrittigere Abstufung der Substanzen nicht sinnvoll und wirde die Aussagekraft

nicht verstarken.

Die klinischen Erfahrungen bestatigen die hier aufgeflihrten Ergebnisse. Auf eine
Millionen Verschreibungen fur Ciprofloxacin kam ein registrierter Fall, fir Norfloxacin
zwei Falle, 20 Falle fur Ofloxacin und 70 Falle fur Lomefloxacin
(Food and Drug Administration, 1993).

Da BAY-Y-3118 wahrend der Phase IlI-Studie an Probanden zu schweren
Verbrennungserscheinungen flhrte, mufdte es aus dem Zulassungsverfahren

ausscheiden.

Fir Lomefloxacin wurden strenge Warnungen durch die Wechselwirkungen mit

Sonnenlicht ausgesprochen und vermerkt.
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Horio et al. fanden 71993 in einem Guinea Pig Model ahnliche Ergebnisse. Sie stuften
die Phototoxizitat wie folgt ein: Enoxacin, Lomefloxacin > Ofloxacin > Norfloxacin,
Ciprofloxacin. Die Einschatzung von Enoxacin ware aufgrund der fehlenden
Stellungnahme von Horio zum photoallergischen Charakter noch zu erdrtern, da in

der Studie nicht zwischen Photoallergie und Photoirritation differenziert wurde.

Um die Moglichkeit eines Transfers des IMDS-Modells auf verschiedene
Mausstamme zu testen, damit eine breitere Anwendbarkeit bereitzustellen, wurden
Untersuchungen mit BALB/c- und BG6C3F1- Inzucht-Stammen durchgefuhrt.
BALB/c-Mause werden beispielsweise haufig in den USA eingesetzt.

Zudem sollte getestet werden, ob diese Mausstamme sensibler auf photoreaktive
Substanzen reagieren. Die Analysen wiesen auf veranderte Sensitivitaten wahrend
des Priming hin. Da die Parameter Ohrdickenzunahme und Lymphknotenproliferation
den Ergebnisse zufolge stammspezifische Maximalwerte vorgeben, mufl} der

IMDS-Quotient anhand dieser Werte errechnet werden.

Der IMDS-DI bezieht sich damit auf den jeweiligen Mausstamm, dessen
Ausgangsparameter fur jeden Stamm individuell definiert werden mussen. Unter
Berucksichtigung der stammspezifischen Maximalreaktionen kann ein vergleichbarer
IMDS-Quotient errechnet werden. Die Mindestanforderung der Detektion
photoreaktiver Substanzen als auch die Differenzierungsmoglichkeit in Photoallergen
und Photoirritans konnte somit fur BALB/c- und B6C3F1- Inzucht-Stamme
nachgewiesen werden. Damit 14Rt sich eine Ubertragbarkeit des IMDS-Modells auf

verschiedene Mausstamme belegen.

4.1.2 Flour-Chinolone mit photoallergischem Potential

Normalerweise treten Flour-Chinolone wie oben erwahnt als Photoirritantien auf.
Enoxacin und Ofloxacin stellen im niedrigen Dosisbereich jedoch eine Ausnahme
dar. Besonders Enoxacin zeigte in den dargelegten Untersuchungen ein klares
photoallergisches Potential mit Differenzierungsquotienten zwischen 2,6 und 26,6 in
den Dosisbereichen zwischen 200 und 800 an.

Diese photoallergischen Eigenschaften werden in hohen oralen Dosisbereich vom

photoirritativen Charakter der jeweiligen Substanz Uberlagert. Jene Ergebnisse
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waren aufgrund klinischer Beobachtungen von Kawabe et al., (1989) und Schauder

(1990) bezuglich des photoallergischen Potentials von Enoxacin zu erwarten.

Horio et al. fuhrten 7994 anhand des Guinea Pig Modells den Beweis an, dal
Flour-Chinolone photoallergische Eigenschaften besitzen. Eine Aufschlisselung der
Dosisbereiche oder Differenzierung in  Flour-Chinolone mit und ohne
photoallergischem Potential war jedoch mit dem von Horio angewandten Modell nicht

maglich.

Oshima et al. (2000) konnten in in vitro Versuchen zeigen, daf® Flour-Chinolone unter
UV-A Exposition von Langerhanszellen gebunden werden und als Photohaptene in
der Lage waren, T-Zellen zu sensibilisieren und zu restimulieren. Tokoryo testete
1998 die Eigenschaften der Flourchinolone bezlglich ihrer Eigenschaften als
Photohaptene im Rahmen eines Maus-Modells. Er beschrieb eine Uber Ty1-Zellen
vermittelte Photoallergie, die bei Flour-Chinolonen vornehmlich Uber den
Vbeta 13 T-Zell-Rezeptor verlauft.

Hieraus ergab sich fur ihn die mogliche Schlulfolgerung, dald Flourchinolone das
gleiche photoantigene Epitop besitzen, welchen dann von V beta 3" T-Zellen erkannt
wird und sogar zu Kreuzreaktionen fihren kann. Es bleibt bis dato offen, ob klinische
Beobachtungen die These der Kreuzreaktion starken werden (Tokura, 1998). Ein
Zusammenhang zwischen in vitro Photobindung und in vivo Photoallergie ist sehr
umstritten (2nd. ECVAM Workshop, 2000).

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf} das IMDS-Modell die photoallergischen
Eigenschaften einer Substanz zuverlassig, schnell und einfach analysieren kann. Es
ist aullerdem in der Lage, den Umschlagspunkt, ab dem der photoirritative Charakter

einer Substanz Uberwiegt, zu bestimmen.

In vitro Testverfahren wie die MECLR, Mixed Epidermal Cell Lymphocyte Reaction
oder der 3T3 NRU PT-Test sind in der Lage, das photoirritative, nicht aber das
photoallergische Potential von Substanzen wie Olaquindox, Enoxacin oder Ofloxacin

zu detektieren, so dald der photoallergischer Charakter verdeckt bleibt.
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4.2 Das IMDS-Modell zur Untersuchung photoreaktiver Problemsubstanzen

Eine hohe Anforderung an pradiktive Testsysteme stellen Substanzen dar, die in
Abhangigkeit vom Applikationsmodus (oral oder dermal) photoallergische oder

photoirritative Reaktionen hervorrufen.

Chlorpromazin wird in der Literatur als eine solche Substanz beschrieben. Nach
dermaler Applikation bewirkt sie Uberwiegend eine Photoallergie und nach oraler
Applikation ausschlieBlich eine Photoirritation. Hinzu kommt, daly Chlorpromazin
nach oraler Applikation in niedrigen Konzentrationsstufen ein photoallergisches

Potential aufweist.

Nach dermaler Applikation 3 bis 20 %-iger Chlorpromazin-Losungen lagen alle
berechneten IMDS-Differenzierungsquotienten im Bereich  photoallergischer

Reaktionen.

Im IMDS-Modell betrug der Differenzierungsquotient nach oraler Applikation von
25 mg/kgKG Chlorpromazin 3,47. Ab 50 mg/kgKG aufwarts lag der IMDS-DI unter
eins und damit im Bereich der Photoirritation. Dieser von Jung bereits klinisch
beschriebene Umschlagpunkt bei oraler Applikation der Substanz war mit Hilfe des
IMDS-Modells nachzuvollziehen und in den bestimmten Dosisbereichen fur das
Maussystem (NMRI-Stamm) zu dokumentieren.

Jung (1977) hat folgende Erklarung fur diesen Sachverhalt: Durch Lichteinwirkung
bildet sich unter Abspaltung des Chlors ein langlebiges Radikal. Reagiert dieses nun
mit der DNS, so kommt es zu einer photoirritativen Hyperpigmentierung, die aufgrund
von Beobachtungen durch Ippen aber auch durch Reaktion des Radikals mit Melanin
oder dessen Vorstufen zustande kommen kann.

Bei topischer Anwendung von Chlorpromazin setzt sich ein durch Licht erzeugtes
Chlorpromazin-Radikal dagegen mit Hautproteinen um, die dann als Photohaptene

bzw. Antigene eine photoallergische Reaktion hervorrufen (Jung, 1977).
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Die unterschiedlichen photobiologischen Eigenschaften einer Substanz nach
dermaler oder oraler Applikation kdnnen nun mit Hilfe eines einzigen Testverfahrens,
namlich dem IMDS-Modell untersucht und analysiert werden.

Dieses einheitliche Testverfahren fur dermale und orale Substanzapplikation ist
besonders bei Medikamenten wie Antibiotika (beispielsweise Gentamicin) wichtig, die
als Lokal- und Systemtherapeutika eingesetzt werden.

4.3 Lokale immunologische Reaktionen

Da das IMDS-Modell eine Differenzierung anhand der immunologischen Reaktionen
wahrend der Induktionsphase einer Photoreaktion ermoglicht, konnten
photoallergische und photoirritative Reaktionen erstmals auf zellularer und
molekularer Ebene vergleichend untersucht werden, ohne dald die untersuchten

Zellen auf unterschiedliche Art und Weise gewonnen werden muf3ten.

Obwohl intensive Untersuchungen zur Pathogenese des photo-/irritativen
Reaktionstyps als reversible inflammatorische Hautreaktion ohne spezifische
immunologische Auspragung durchgefuhrt wurden, bleiben noch viele Mechanismen
ungeklart (Corsini et Galli, 1998).

Homey und Bliimel et al. zeigten 1998 und 1999, dal} irritative Hautreaktionen trotz
des antigenunabhangigen Charakters nicht nur durch eine markante epidermale
inflammatorische Hautreaktion, sondern auch durch die Aktivierung der
hautdrainierenden Lymphknoten charakterisiert sind.

Im Gegensatz zu fruheren Studien (Brasch et al, 1992 und Enk et Katz, 1992), die
sich ausschlieBlich auf die zellularen und molekularen Ereignisse in der Haut
konzentrierten, wiesen ebenfalls die Untersuchungen von Montelius et al., 1994 auf
die Begleitreaktion, dem sogenannten Bystander-Effekt im lokal drainierenden
Lymphknoten hin. Dieser findet, wenn auch zeitverzéogert, im Rahmen jeder
inflammatorischen Reaktion statt und auRert sich in der Proliferation der lokal
drainierenden Lymphknoten. Ubereinstimmende Ergebnisse wurden auch von
Montelius et al., (1994), Homey et al., (1998) und Bliimel et al., (1999) gezeigt.
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Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit verdeutlichen diese Beobachtungen anhand
des Lymphknotenproliferationsindexes in Abhangigkeit von der Ohrdickenzunahme
und beweisen die Ubertragbarkeit der o.g. Beobachtungen auf photoirritative
Reaktionen. Alle untersuchten photoirritativen Substanzen zeigten bei einer
signifikanten Ohrdickenzunahme eine Proliferation der lokal drainierenden
Lymphknoten.

Durch das Expressionsverhalten der Oberflachenmolekile immunologisch
kompetenter Zellen der Haut und des lokal drainierenden Lymphknotens konnten

Schlisselreaktionen auf molekularer Ebene beobachtet werden.

8-MOP, Lomefloxacin und Sparfloxacin fuhrten zu einer Hochregulation von
CD4" und CD8" Zellen sowie der costimulatorischen Molekile CD54, CD80 und
CD86 auf I-A* Zellen. Dieses Phanomen war vor allem in der Haut, aber auch im
lokal drainierenden Lymphknoten zu beobachten.

Weiter zeichnete sich insbesondere nach der oralen Applikation von 8-MOP eine
massive Infiltration von CD11b"/I-A” Zellen (Granulozyten) in die Epidermis ab.
DurchfluBzytometrisch konnte demnach ein leukozytares epidermales Zellinfiltrat,
bestehend aus rezirkulierenden Ty-Zellen (CD4" und CD8" Zellen in der Epidermis),
Granulozyten (CD11b"/I-A” Zellen) und Makrophagen (CD11b*/I-A* Zellen) als
charakteristisches Merkmal der inflammatorischen Hautreaktion nachgewiesen
werden.

Eine direkte stimulierende Wirkung von irritativen und photoirritativen Substanzen,
die z.B. Uber das Lymphgefallsystem in den Lymphknoten gelangen kann, scheint
daher nicht, wie an einigen Stellen diskutiert, die Ursache der

Lymphknotenproliferation zu sein.

Zusammenfassend betrachtet, lag der morphologische, zellulare und molekulare
Reaktionsschwerpunkt der Photoirritation insgesamt in der Epidermis.

Hiermit wurden (immun-) histologische Untersuchungen von Skoog (1989),
Gawkrodger et al., (1986) und Brasch et al., (1992) bestatigt, die aktivierte
Gedachtnis-T-Zellen, mononukuleaere Zellen (eosinophile, neutrophile und in
geringerem Mal3e auch basophile Granulozyten) und Makrophagen als dominierende

Bestandteile des leukozytaren Zellinfiltrats in der Epidermis identifizierten.

79



Diskussion

Friedmann et al. konnten zeigen, dal die Induktion und Bindung von CD54 und
CD106, zwei Mitglieder der Immunglobulinsuperfamilie, an ihre spezifischen
Liganden LFA-1  (Lymphocyte function-associated antigen) und das
Lvery late antigen“ (VLA-4) den Austritt von Zellen aus dem Blutstrom in das Gewebe
(Extravasation) ermdglichen (Beradesca, 1995). Die Bindung von CD62E an CLA"
(Cutaneous lymphocyte antigen) T-Zellen bewirkt die kutane T-Zellinfiltration und
damit die restriktive gewebsspezifische Auspragung der inflammatorischen
T-Zellreaktion (Berg et al.,1991).

Ein weiterer entscheidender Faktor bei der Induktion einer photoirritativen Reaktion
ist die lokale Produktion immunregulatorischer Zytokine durch epidermale
Zellpopulationen, insbesondere durch Keratinozyten und Langerhanszellen
(Corsini et al., 1998). Die Stimulation von Langerhanszellen konnte im Rahmen der
vorgelegten Arbeit durch den Oberflachenmarker CD11c auf I-A" Zellen beobachtet
werden.

Marks et al., (1987) und Scheynius et al., (1992) konnten eine Reduktion der
epidermalen Langerhans Zellpopulation infolge eines irritativen Stimulus beobachten.
Bisher war es nicht mdglich, diese Reduktion eindeutig der Migration der
Langerhanszellen zuzuschreiben, sondern es wurde auch die Moglichkeit diskutiert,
dald es sich hierbei um die Folge eines direkten zytotoxischen Effekts des Irritans
handelt (Mikulowska et Falck, 1994).

Brand et al., (1993, 1995) konnten wahrend irritativer Reaktionen eine gesteigerte
Zahl epidermaler Langerhanszellen und Zellkontakte zwischen Langerhans und
aktivierten T-Zellen in der Lymphe nachweisen, was auf eine Migration epidermaler

Langerhanszellen in Richtung der hautdrainierenden Lymphknoten hindeutet.

Aktivierte Langerhanszellen koénnen jedoch aufgrund des antigenunabhangigen
Charakters der irritativen Reaktion nur das Signal Il bereitstellen, welches aber in
Verbindung mit der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, z. B. IL-1,
ebenfalls eine, wenn auch unspezifische Aktivierung der immunologischen
Effektorzellen hervorrufen kann (Brand et al., 1995). Aus dieser zytokinvermittelten

Reaktion resultiert der sogenannte Bystander-Effekt.
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Sowohl das von Keratinozyten produzierte TNF-alpha (Enk et Kratz, 1992) als auch
das von Langerhanszellen gebildete IL-1 beta (Dustin et al., 1986) induzieren die
Expression von chemotaktischen Zytokinen und Adhasionsmolekulen und
ermdglichen so die oben beschriebene chemotaktische Extravasation des
inflammatorischen Zellenfiltrats.

Blimel et Vohr (1999) konnten anhand eines Vergleichs von IL-4 transgenen und
Wildtyp-Mausen erstmals zeigen, dald die epidermale Genexpression aller drei
primaren proinflammatorischen  Zytokine IL-1 beta, TNF-alpha und des
chemotaktischen Zytokin MIP-2 (funktional homolog zum humanen IL-8) bei
irritativen Reaktionen markant induziert werden.

Sie konnten zudem nachweisen, dal} die Migration der Langerhanszellen, die fur die
Antigen- spezifische Induktion elementar wichtig ist, ausschlieBlich Uber das

Verhaltnis dieser Zytokine zueinander reguliert wird.

Zusammenfassend resultiert die Ohrdickenzunahme als Folge der o.g. zellularen
Infiltration und andererseits der interzellularen Odembildung (Gad et al., 1986). Die
Ergebnisse zeigen, dall die mit Hilfe der Mikrometerschraube (Oditest)
objektivierbare Ohrdickenzunahme mit dem photoirritativen Potential einer Substanz
korreliert und unter Einbeziehung der Lymphknotenproliferation eine objektive

Aussage Uber die Starke der photo-/irritativen Reaktion ermdglicht.

Untersuchungen des photoallergischen Standards Olaquindox legten dar, dal® die
epidermale Reaktion auf morphologischer, zellularer und molekularer Ebene
wahrend der Induktionsphase photoallergischer Reaktionen im Vergleich zu

photoirritativen stark reduziert ist.

Die, im Vergleich zur photoirritativen Reaktion gesteigerte Aktivierung der
hautdrainierenden Lymphknoten bei photoallergischen Reaktionen manifestierte sich
morphologisch augenfallig in einer Induktion der Lymphknotenzellproliferation, die
nach Untersuchungen von Kimber et Weisenberger (1989) und Vohr et al., (1994)
eng mit dem sensibilisierenden Potential des verwendeten Allergens korreliert. Auf
zellularer Ebene konnte in der Arbeit anhand der Oberflachenexpression von CD25
(IL-2 Rezeptor alpha Kette) durchflulzytometrisch eine deutliche Aktivierung von

Ty-Zellen nachgewiesen werden.
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IL-2 ist durch Bindung an den IL-2 Rezeptor in der Lage auto- und parakrin eine
T-Zellexpansion in Lymphknoten zu induzieren.

Aktivierte Ty Zellen induzieren wiederum mittels IL-5 eine vermehrte Expression von
MHC Klasse Il Molekulen und steigern dadurch die Proliferationsrate aktivierter
B-Zellen (Holter, 1992; Peyron et Banchereau, 1994).

Die massive Zunahme des Pan-B-Zellmarkers B220 auf I-A* Zellen konnte bei allen
im IMDS-Modell als photoallergisch dokumentierten Reaktionen beobachtet werden.

Insgesamt konnten die Ergebnisse auf zellularer Ebene zeigen, dal photoallergische
Reaktionen in den peripheren Lymphknoten von NMRI-Mausen eine
antigenspezifische Aktivierung und Expansion immunologischer Effektorzellen
(T- und B-Zellen) induzieren. Die entscheidende zellulare Verbindungskomponente
zwischen Antigenexposition und Aktivierung der hautdrainierenden Lymphknoten ist

die epidermale Langerhans Zellpopulation.

Langerhanszellen gehdren zur Familie der aus der hamatopoetischen Zellinie
hervorgehenden antigenprasentierenden dendritischen Zellen (Wolff et Stingl, 1983),
die nicht nur in der Haut, sondern auch in vielen duf3eren Abschlul3geweben des
Organismus (z. B.: intestinale oder respiratorische Epithelien) nachgewiesen wurden
(Pavli et al., 1990).

Hope et al., (1995), Cumberbatch et al., (1995b, 1996) und Ulrich et Vohr (1996)
konnten =zeigen, dald dendritische antigenprasentierende Zellen, worunter bei
kutanen Reaktionen fast ausschliel3lich Langerhanszellen subsumiert werden, die
Hauptquelle fur IL-6 wahrend der Induktionsphase kontaktallergischer Reaktionen

bereitstellen.

Die in der Arbeit vorgelegten Daten wiesen nach, dald der Prozentsatz der
I-A*/CD11¢* Zellen und die Expression costimulatorischer Molekile auf
antigenprasentierenden (MHC Klasse 1) Zellen wahrend der Induktionsphase der
kontaktallergischen Reaktion vor allem in den drainierenden Lymphknoten bei der

irritativen Reaktion dagegen in der Epidermis markant erhdht waren.
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Die Charakterisierung der murinen Langerhanszellen anhand spezifischer
Zelloberflachenmolekile ist im Vergleich zum Humansystem, in dem CD1a ein
spezifisches Zelloberflachenmolekll zur Verfugung steht, nicht mit der gleichen
Eindeutigkeit moglich. Allerdings charakterisiert CD11c dendritische Zellen der Maus
(Metlay et al, 1990, Saunders et al; Maraskovsky et al., 1996) und
I-A MHC Klasse Il Molekile, so dald durch die Kombination  beider

Oberflachenmarker zuverlassig dendritische Zellen identifiziert werden konnen.

Da Langerhanszellen die Uberwiegende Mehrheit der  dendritischen
antigenprasentierenden Zellen der Epidermis darstellen, ist die in der vorliegenden
Arbeit vorgenommene Charakterisierung Uber die Kombination dieser beiden
Zelloberflachenmolekule hinreichend genau und ermoglicht eine Aussage uber das

Vorkommen der Langerhanszellen in den untersuchten Geweben.

Die Induktion der Zelloberflachenexpression costimulatorischer Molekule (CD54,
CD80 und CD86) ist eng an die Maturation der antigenprasentierenden
Langerhanszellen zu potenten immunstimulatorischen dendritischen Zellen
gekoppelt. Nur wenn die T-Zellen neben der Antigenprasentation (Signal 1) auch ein
zweites Signal Uber die costimulatorischen Molekule von den Langerhanszellen
erhalten, ist eine effektive T-Zellaktivierung moglich (Van Seventer et al., 1990;
Mc Adam et al., 1998).

Daher erhalt man auch Uber die Zelloberflachenexpression von costimulatorischen
Molekilen auf MHC Klasse II* Zellen, wie sie in der vorliegenden Arbeit anhand von
CD54, CD80 und CD86 beobachtet werden konnte, Hinweise auf das Vorkommen

aktivierter antigenprasentierender Langerhanszellen.

Unter Berucksichtigung der genannten Untersuchungen lassen die hier vorgelegten
Ergebnisse den Schlul3 zu, daf® aktivierte Langerhanszellen wahrend der
Induktionsphase der lokalen kontaktallergischen Reaktion vor allem in den
hautdrainierenden Lymphknoten und wahrend der irritativen Reaktion vor allem in

der Epidermis zu finden sind.
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Es bleibt noch zu klaren, welche molekularen Mechanismen fur das unterschiedliche
Migrationsverhalten epidermaler Langerhanszellen wahrend der Induktionsphase der
lokalen photoirritativen oder photoallergischen Reaktion verantwortlich sind. Mehrere
Studien konnten erste Hinweise liefern, dal} IL-1beta und TNF-alpha fur die Induktion
der Maturation und Migration epidermaler Langerhanszellen wahrend
kontaktallergischer Reaktionen eine wichtige Rolle spielen (Cumberbatch et al., 1999
und Blimel et al., 1999).

Des weiteren zeigte sich bei Olaquindox eine deutliche Zunahme der Expression des
,Very Early Activating Antigen“(CD69) auf CD4" Zellen in den lokal drainierenden
Lymphknoten der Haut.

Obwohl die Induktion der Expression von CD69 auf CD4" Zellen als Marker fir
allergische Reaktionen in der Literatur beschrieben wurde, konnte dies fur Enoxacin
nur tendenziell nachgewiesen werden. Da Enoxacin im IMDS-Modell alle Merkmale
eines schwachen Photoallergens aufweist, bleibt zu diskutieren, ob CD69 nur bei
sehr starken Photo-/Allergenen als Marker herangezogen werden kann.

Einige Ergebnisse sprechen dafur, dald eine erhohte Expression von CDG69
tatsachlich auf Antigen spezifische Aktivierung hindeutet. Von einem Fehlen dieses
Markers laft sich hingegen keine Aussage Uber die Endpunkte der Reaktion ableiten

oder gar eine photoallergische Reaktion ausschlie®en (Vohr, personliche Mitteilung).

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit anhand der Analyse der
Induktionsphase der lokalen photoallergischen und photoirritativen Reaktion von
NMRI-Mausen gezeigt werden, dall sowohl die Antigenexposition als auch die
Applikation eines Irritans zur Aktivierung und Reifung epidermaler Langerhanszellen
zu immunstimulatorischen Zellen fihrt. Nur die antigenabhangige Induktion der
photoallergischen Reaktion fuhrt jedoch zu einer deutlich vermehrten Migration der
aktivierten Zellen der Haut in die drainierenden Lymphknoten.
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5. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals ein Testsystem zur Detektion
photoreaktiver und Differenzierung photoallergischer und photoirritativer Substanzen
nach oraler Applikation vorgestellt. Durch die vergleichende Charakterisierung dieser
Reaktionen auf morphologischer, zellularer und molekularer Ebene konnte die
Interaktion zwischen Haut als Reaktionsort und den hautdrainierenden Lymphknoten
als peripheres Zentrum des Immunsystems wahrend photoirritativer und
photoallergischer Reaktionen aufgeklart werden. Zudem konnte die wichtige Rolle
metabolisierender Enzyme im Entstehungsmechanismus photoreaktiver Stoffe

dargestellt werden.

Eine notwendige Validierung des IMDS-Modells durch verschiedene Labore mit
NMRI-Mausen und anderen Mausstammen wird derzeit durchgefihrt. Fur die
immuntoxikologische Risikopriufung ist dabei die einfache und zuverlassige
Anwendbarkeit sowie die Ubertragbarkeit auf andere Mausstdmme von besonderem

Interesse.

Die in dieser Arbeit hinsichtlich ihrer Photoreaktivitdt sehr intensiv bearbeitete
Substanzgruppe der Flour-Chinolone wird aufgrund ihres klinischen Erfolges weiter
einen breiten Absatz finden. Die Entwicklung wird zu nebenwirkungsarmeren und
damit auch weniger photoreaktiven Stoffen gehen. Das IMDS-Modell konnte hierzu in
der frihen Entwicklungsphase einer neuen Substanz zu deren positiver Entwicklung

hinsichtlich immuntoxikologischer Nebenwirkungen beitragen.

Insgesamt sollte das IMDS-Modell aufgrund seiner Struktur auch auf die Moglichkeit
der Uberpriifung therapeutischer Arzneimittel und Methoden gegen Photoirritationen

und Photoallergien in Betracht gezogen werden.

Da das IMDS-Modell auf andere Mausstamme (Wildtyp-Mause und IL-4 transgene
Mause, Blumel et al, 1999) Ubertragbar ist, eignet es sich auch zu weitergehenden
Analysen der Pathophysiologie atopischer Hauterkrankungen sowie zur Analyse
neuer Therapieansatze. Insbesondere die Interaktion zwischen Haut als primaren

Reaktionsort, z.B. der atopischen Dermatitis und den hautdrainierenden
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Lymphknoten als peripheres Zentrum des Immunsystems lassen sich in diesem
experimentellen Modell im Gegensatz zum Humansystem oder in vitro Modellen gut

untersuchen.

Vor allem die Identifizierung der molekulare regulatorischen Mechanismen, welche
das Migrationsverhalten antigenprasentierender Langerhanszellen entscheidend
pragen, ermdglicht weiterflhrende Arbeiten. Die Unterschiede in der epidermalen
Zytokinbalance (IL-1beta und TNF-alpha/MIP-2) als eventuelle molekulare Marker
zur Differenzierung zwischen photo-/allergischen und photo-/irritativen Reaktionen

sind von besonderem Interesse.

Im Rahmen des IMDS-Modells kénnten weitere Experimente mit einem breiten
Spektrum von photo-/allergischen und photo-/irritativen Standardsubstanzen klaren,
ob sich in Analogie zum IMDS-Differenzierungsindex (Blotz et al., 2000) ein
Differenzierungsquotient definieren lafldt, welchem das Verhaltnis der epidermalen

Genexpression dieser drei regulatorischen Zytokine zugrunde liegt.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegenden Arbeit stellt mit dem IMDS-Modell (Integrated Model for the
Differentiation of chemical-induced allergic and irritant Skin reactions) erstmals ein in
vivo Testsystem zur pradiktiven Erfassung und Differenzierung photoreaktiver
Substanzen nach oraler Applikation vor.

Voranalysen legten dar, dal® Photo-/ Kontaktallergene ohne die Auslosung
inflammatorischer Reaktionen der Haut zu einer signifikanten Zunahme der
Lymphknotenzellproliferation fuhren, Photo-/ Irritantien jedoch erst nach Ausldsung
massiver  inflammatorischer ~ Reaktionen der Haut eine  signifikante
Lymphknotenproliferation  erzeugen. Die aus diesen Pathomechanismen
resultierenden immunologischen Endpunkte der Haut (Ohrdickenzunahme) und der
lokal drainierenden Lymphknoten (Lymphknotenzellzahl) ermdglichen die
Berechnung des IMDS-Differenzierungsindex (IMDS-DI). Ein IMDS-DI groRer eins
zeigt eine photo-/allergische und kleiner eins eine photo-/irritative Reaktion auf die
Testsubstanz an.

Untersuchungen mehrerer Flour-Chinolone zeigten, daf® nicht nur eine Detektion des
photoirritativen Charakters, sondern auch die Graduierung des photoirritativen
Potentials innerhalb einer Substanzgruppe moglich ist. Demnach zeigen
Lomefloxacin, BAY-Y-3118 und Sparfloxacin ein starkes, Enoxacin ein mittleres und
Ofloxacin, Norfloxacin sowie Ciprofloxacin ein schwaches photoirritatives Potential.
Analysen von Enoxacin und Ofloxacin legten ferner dar, dal} einzelne
Flour-Chinolone in niedrigen Konzentrationsbereichen photoallergische
Eigenschaften besitzen und die Schwellenkonzentration zu einer photoirritativen
Reaktion mit Hilfe des IMDS-Modells zu detektieren ist. Die Ergebnisse bestatigen
damit klinische Studien und Beobachtungen. Einige Substanzen wie beispielsweise
Chlorpromazin reagieren nach dermaler Applikation als Photoallergen und nach
oraler als Photoirritans.

Das vorgelegte IMDS-Modell erfal3te diesen problematischen klinischen Sachverhalt
fur die jeweilig untersuchten Substanzkonzentrationen und ist damit in der Lage
unterschiedliche Reaktionsweisen nach dermaler und oraler Applikation
aufzudecken. Insgesamt ist das IMDS-Modell schnell (4 Versuchstage), zuverlassig,
objektiv (melRbare Parameter, keine subjektive Erythemeinschatzung) und

kostengunstig (geringer Tierverbrauch).
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DurchfluBzytometrisch  konnte anhand der vergleichenden Analyse von
Zelloberflachenmarkern auf Epidermiszellen ein leukozytares Infiltrat, bestehend aus
rezirkulierenden T-Zellen (CD4" und CD8" Zellen in der Epidermis), Granulozyten
(CD11b*/I-A” Zellen) und Makrophagen (CD11b*/I-A" Zellen) als charakteristisches
Merkmal der inflammatorischen Hautreaktion nach Photoirritationen nachgewiesen
werden. In den lokal drainierenden Lymphknoten wurde anhand der Betrachtung der
Oberflachenmolekule CD25 (IL-2 Rezeptor alpha Kette) und CD69 (Very Early
Activation Antigen) auf CD4" und CD8" T-Zellen sowie der costimulatorischen
Molekiile CD54, CD80 und CD86 auf I-A" Zellen (MHC Klasse II7) eine geringfligige
Aktivierung beobachtet.

Im Rahmen photoallergischer Reaktionen hingegen erfolgte in den lokal
drainierenden Lymphknoten der Haut eine antigenspezifische Aktivierung und
Expansion immunologischer Effektorzellen (T- und B-Zellen), welche anhand von
CD25 auf CD4" und CD8" Zellen sowie B220 auf I-A" Zellen dokumentiert wurde. Die
Untersuchungen der Photoallergene konnten ferner zeigen, dal} die entscheidende
zellulare Verbindungskomponente zwischen Antigenexposition und Aktivierung der
hautdrainierenden Lymphknoten die epidermalen Langerhanszellen sind. Der
Prozentsatz der I-A"/CD11c” Zellen (Langerhanszellen) und die Expression
costimulatorischer Molekule (CD54, CD80 und CD86) auf antigenprasentierenden
MHC Klasse II* Zellen  (I-A") waren wahrend der Induktionsphase der
photoallergischen Reaktion vor allem in den drainierenden Lymphknoten bei der
irritativen Reaktion dagegen hauptsachlich in der Epidermis markant erhoht.

Das vorgestellte Modell ermoglicht erstmals die vergleichende Analyse
immunologischer  Pathomechanismen  photoirritativer und  photoallergischer

Reaktionen in einem einheitlichen Testsystem.
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Etablierung und Evaluation des IMDS-Modells zur pradiktiven Erfassung und
Differenzierung photoreaktiver Substanzen
Untersuchungen zur Charakterisierung der lokalen immunologischen Reaktionen wahrend
primarer photoallergischer und photoirritativer Reaktionen der Haut

Andrea Blotz

Die vorliegenden Arbeit stellt mit dem IMDS-Modell (Integrated Model for the Differentiation of
chemical-induced allergic and irritant Skin reactions) erstmals ein in vivo Testsystem zur
pradiktiven Erfassung und Differenzierung photoreaktiver Substanzen nach oraler Applikation vor.
Voranalysen legten dar, daf® Photo-/ Kontaktallergene ohne die Auslésung inflammatorischer
Reaktionen der Haut zu einer signifikanten Zunahme der Lymphknotenzellproliferation fiihren,
Photo-/ Irritantien jedoch erst nach Auslésung massiver inflammatorischer Reaktionen der Haut
eine signifikante Lymphknotenproliferation erzeugen. Die aus diesen Pathomechanismen
resultierenden immunologischen Endpunkte der Haut (Ohrdickenzunahme) und der lokal
drainierenden Lymphknoten (Lymphknotenzellzahl) ermdglichen die Berechnung des
IMDS-Differenzierungsindex (IMDS-DI). Ein IMDS-DI gr6R3er eins zeigt eine photo-/allergische
und kleiner eins eine photo-/irritative Reaktion auf die Testsubstanz an.

Untersuchungen mehrerer Flour-Chinolone zeigten, dall nicht nur eine Detektion des
photoirritativen Charakters, sondern auch die Graduierung des photoirritativen Potentials
innerhalb einer Substanzgruppe mdglich ist. Demnach zeigen Lomefloxacin, BAY-Y-3118 und
Sparfloxacin ein starkes, Enoxacin ein mittleres und Ofloxacin, Norfloxacin sowie Ciprofloxacin ein
schwaches photoirritatives Potential. Analysen von Enoxacin und Ofloxacin legten ferner dar, daf3
einzelne Flour-Chinolone in niedrigen Konzentrationsbereichen photoallergische Eigenschaften
besitzen und die Schwellenkonzentration zu einer photoirritativen Reaktion mit Hilfe des IMDS-
Modells zu detektieren ist. Die Ergebnisse bestatigen damit klinische Studien und
Beobachtungen. Einige Substanzen wie beispielsweise Chlorpromazin reagieren nach dermaler
Applikation als Photoallergen und nach oraler als Photoirritans.

Das vorgelegte IMDS-Modell erfafldte diesen problematischen klinischen Sachverhalt fir die
jeweilig untersuchten Substanzkonzentrationen und ist damit in der Lage unterschiedliche
Reaktionsweisen nach dermaler und oraler Applikation aufzudecken. Insgesamt ist das IMDS-
Modell schnell (4 Versuchstage), zuverlassig, objektiv (melRbare Parameter, keine subjektive
Erythemeinschatzung) und kostengiinstig (geringer Tierverbrauch).

Durchfluf3zytometrisch konnte anhand der vergleichenden Analyse von Zelloberflachenmarkern
auf Epidermiszellen ein leukozytares Infiltrat, bestehend aus rezirkulierenden T-Zellen (CD4" und
CD8" Zellen in der Epidermis), Granulozyten (CD11b"/I-A” Zellen) und Makrophagen (CD11b*/I-A*
Zellen) als charakteristisches Merkmal der inflammatorischen Hautreaktion nach Photoirritationen
nachgewiesen werden. In den lokal drainierenden Lymphknoten wurde anhand der Betrachtung
der Oberflachenmolekiile CD25 (IL-2 Rezeptor alpha Kette) und CD69 (Very Early Activation
Antigen) auf CD4" und CD8" T-Zellen sowie der costimulatorischen Molekiile CD54, CD80 und
CD86 auf I-A* Zellen (MHC Klasse II*) eine geringfligige Aktivierung beobachtet.

Im Rahmen photoallergischer Reaktionen hingegen erfolgte in den lokal drainierenden
Lymphknoten der Haut eine antigenspezifische Aktivierung und Expansion immunologischer
Effektorzellen (T- und B-Zellen), welche anhand von CD25 auf CD4" und CD8" Zellen sowie B220
auf I-A" Zellen dokumentiert wurde. Die Untersuchungen der Photoallergene konnten ferner
zeigen, dal3 die entscheidende zellulare Verbindungskomponente zwischen Antigenexposition
und Aktivierung der hautdrainierenden Lymphknoten die epidermalen Langerhanszellen sind. Der
Prozentsatz der I-A"/CD11c” Zellen (Langerhanszellen) und die Expression costimulatorischer
Molekile (CD54, CD80 und CD86) auf antigenprasentierenden MHC Klasse Il Zellen (I-A")
waren wahrend der Induktionsphase der photoallergischen Reaktion vor allem in den
drainierenden Lymphknoten bei der irritativen Reaktion dagegen hauptséachlich in der Epidermis
markant erhéht.

Das vorgestellte Modell ermdglicht erstmals die vergleichende Analyse immunologischer
Pathomechanismen photoirritativer und photoallergischer Reaktionen in einem einheitlichen

Testsystem. j
o

. med. P. Lehmann
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