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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Viele Pharmaka besitzen eine Reihe von Wechsel- und Nebenwirkungen, die zur Zeit
hauptsdchlich in Tierversuchen untersucht werden. Diese sind nicht nur gesellschaftlich
umstritten, es kann auch zu Unterschieden zwischen der Reaktion des Testtieres und dem
Menschen kommen, sogenannten Interspeziesdifferenzen, welche die Aussagen iiber die zu
erwartenden Wirkungen beim Menschen erschweren. Eine moderne Alternative ist die
Durchfiihrung von Pharmascreenings in vitro an priméaren humanen Zellen. Thre Reaktion auf
einen Wirkstoff kann schneller, genauer und kostengiinstiger Aufschluss {iiber das
Wirkungspotential eines Medikaments geben.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung und Charakterisierung eines Mini-
Bioreaktors zum pharmakologischen in vitro-Screening. Er besitzt die Dimensionen einer
herkommlichen 24Well-Zellkultur-Platte, deren Bodenfliche durch eine gaspermeable
Membran ersetzt wurde. Damit ist es mdoglich, die darauf kultivierten Zellen definierten
Sauerstoffbedingungen auszusetzen. Der Bioreaktor erlaubt die Kultivierung verschiedener
primdrer Zellen. In dieser Arbeit wurden Endothelien, Fibroblasten, Cardiomyozyten,
Chondrozyten, Neuronen und Hepatozyten untersucht. Da die Leber das Hauptstoffwechsel-
organ des Korpers ist, wurde die Hepatozytenkultur ausfiihrlicher betrachtet. Fiir die
Validierung des Systems wurden wegen der leichteren Verfiigbarkeit porcine Hepatozyten
verwendet. Diese zeigen liber einen Zeitraum von zwei Wochen im Bioreaktor stirkere
gewebespezifische Leistungen und eine bessere Differenzierung als bei der Kultivierung in
herkémmlichen Systemen.

Ein Modellscreening mit Johanniskraut zeigt, dass die Hepatozyten in der Lage sind,
Wechselwirkungen in Form einer Enzyminduktion wirkstoffabhéngig anzuzeigen. Es wurden
Unterschiede in den Wechselwirkungen verschiedener Priparationen der selben Substanz
bestimmt und eine gute in vivo/in vitro-Korrelation gezeigt. Damit ist der Bioreaktor sehr gut
fiir ein pharmakologisches Screening geeignet.

Mit Hilfe der gaspermeablen Membran kénnen die Zellen definierten Gasbedingungen
ausgesetzt werden. Die Hepatozyten zeigten bei der Kultivierung mit verschiedenen
Sauerstoffkonzentrationen eine der in Vivo-Zonierung entsprechende Anpassung in
periportales und perivendses Verhalten. Ein Screening mit dem Antioxidantium Vitamin C als
Wirkstoff bei kiinstlich erzeugtem oxidativen Stress fiihrte ebenfalls zu in vivo-
entsprechenden Ergebnissen. Damit ist der entwickelte Bioreaktor nicht nur fiir ein
pharmakologisches Screening von neuen Wirkstoffen, sondern auch fiir die Untersuchung der
Zellschiadigung und —alterung durch oxidativen Stress sowie das Screening potentieller neuer
Antioxidantien geeignet.

Ein Einfrierprogramm ermdglicht die Kryokonservierung der Zellen im Bioreaktor unter
Erhalt der organospezifischen Eigenschaften. Damit ist die Unabhdngigkeit des Bioreaktors
von Zellisolationen gewahrleistet.

Stichworte: 24Well-Bioreaktor, primare Zellen, pharmakologisches in vitro-Screening



II Abstract

Abstract

Most drugs possess a range of interactions and side effects, which are currently mainly
investigated in animal experiments. These are not only controversially assessed, but also
differences in the reaction of test animals and men occur. The so-called interspecies
differences make predications of the effects to be expected in men more difficult. A modern
alternative is the use of in vitro screenings with primary human cells. Their reactions to a drug
can lead to faster, more precise and more cost effective information of its effects.

This thesis describes the development and characterization of a mini-bioreactor for
pharmacological in vitro screenings. It has the dimensions of a conventional 24well-plate, the
bottom of which is replaced by a gaspermeable membrane. Hence, cells cultivated on it can be
exposed to exactly defined oxygen conditions. The bioreactor is generally applicable for the
cultivation of numerous kinds of primary cells. In this thesis endothelial cells, fibroblasts,
cardiomyocytes, chondrocytes, neurons, and hepatocytes were examined. Since the liver is the
body’s main organ of metabolism, hepatocytes were studied in more detail. For the validation
of the system porcine hepatocytes were used because of better availability. Compared to cells
cultivated in conventional systems the hepatocytes show stronger organ specific performances
and a better differentiation in the bioreactor for a period of two weeks.

A model screening with St. John’s Wort showed, that the cells are able to distinguish drug-
drug-interactions in form of an enzyme induction in a compound dependent way. Differences
in the interaction of different preparations of the same drug were found, showing a good in
vivo/in vitro correlation. This makes the bioreactor highly suitable for a pharmacological
screening.

The gaspermeable membrane allows the exposure of the cells to exactly defined gas
conditions. Cultivated at different oxygen concentrations the hepatocytes exhibit an adaption
to periportal and perivenous characteristics, reflecting the in vivo zonation. A screening with
the antioxidant Vitamin C as drug for artificially generated oxidative stress also revealed in
vivo-corresponding results. Therefore, the bioreactor is not only suitable for a
pharmacological screening of new drugs but also for investigations of cell damage and cell
aging by oxidative stress and screenings of potential new antioxidants.

A cryopreservation method allows to store the cells frozen in the bioreactor while preserving

their organ specific properties, making the bioreactor independent from cell isolations.

Key Words: 24well-bioreactor, primary cells, pharmacological in vitro-screening



Inhalt 111

Inhaltsverzeichnis
1 EINLEITUNG ..cuuueiiicinnnnnniccssssnnsecsssssassecssssssssessssssssssssssssasssssssssssssssssssassass 1
Aufgabenstellung und ZielSEtZUNG ..........cc.oevuieriiiiiiiiieeiiee ettt e 3
2 THEORETISCHER HINTERGRUND ....ciiiiicccsssscsssssnsssceccsssssonns 5
2.1 DEE LEDET ..ttt ettt et ebee e 5
2.1.1 AU bau der Leber.....cc..ooiiiiiieiieieceee ettt 5
2.1.2  Aufgaben der LeDer......c.coooiiiiiiicieeeeeee et et 7
2.1.3  BiotransSformation ..........c.eecieeieeiiienieeieeeie e site et te et st eesteeebeeeeeeneeenseeennas 8
2.1.4  Leberbior@aktoren. .. ...ceiuiiiiiiiiieiieiie ettt s 11
2.2 Pharmakologisches Screening iNVITrO ........cccooveiieiiiiienieeieeiesie et eee e see e 13
2.2.1 Rekombinante ENZYME..........ccccuiiiiiiiiiiiieiieeee et 13
2.2.2  Subzelluldre Fraktionen ..........ccocoieriieiiieiiieiiesie ettt 14
2.2.3  LeberSCRNITIE . ..eeutieiiiieiieiieee ettt s 14
2.2.4  HeEPAOZYLOM ..coouiiieiiiieeiiee ettt ettt e ettt e et e st e st e e st e et eeabeeeaaee s 15
2.2.5  DINA-MICTOAITAYS .. veeeureeeereeaureeareeesseeessseesssseesseeessseeesseesssseessssessssesssssessssseesns 17
2.3 JORANMNISKIAUL .....eiiitiiiiiieiieie ettt ettt et e e abe et e snbeenseesnaaas 17
2.4 OXIAAEIVET STIESS....utetieiuiieiieeite ettt ettt e st e et e st e eab e e bt e et e e bt e ssbeebeesabeebeesaeeeabeans 19
241  ANTIOXIAANTIEN c..eeuviieiiieiie ettt ettt ettt e teesate et e essaeeateesaaeenbeessaesnseennneans 20
242 VIEAMIN € Lottt ettt ettt et e bt e st e bt e s st e e beesabeenee e 21
2.5 KIYOKONSEIVIETUNG .....eeiuiiiiieeiiieiie et eteeeiieeiteeite et e stteebeestaeenbeeseeenseesaesnseenseessseeseens 22
2.5.1 SchadigungsmechaniSMEN...........cccuiieriieeiiieeiiee et eree e sree e saee e s 22
2.5.2 KIYOAAAITIVE ..euiiiniiieiieiie ettt ettt ettt ettt et e et e enbeensaeenbeeseeens 23
2.5.3 Kryokonservierung von Leberzellen ...........cccccoeveiiieiiiiniiiiiiiicec e 24
2.5.4 Mathematische Modellierung des Temperaturverlaufs an der Zellschicht .......... 25
3 DER BIOREAKTOR....eeiiiiiccininnnnnssnsssieiccssssssssssssssssssssssssssssssasssss 28
T BN 0 d o 721 USRS 28
3.2 Anforderungen und Eigenschaften ..........ccoccioiiiiiiiiiiiiiiiicecece e 30
4 MATERIAL UND METHODEN ....uucciiiiiiiiinnnnnnnnnnniiiccsssssssssssssssssssssss 31
4.1 Zellisolationen, Kultivierungen und Farbungen............ccccoooviieiiiieniieciieeeeeeeeee 31
4.1.1 Kollagen-EXtraktion ..........ccceecieiiieiiienieeiieriie ettt ettt sseeeneeas 31
T B & 1<) 0 11047 1<) | PSPPSRt 32
4.1.3  ENdOthElION .....ooiiiiiieiieciicie ettt ettt et ereas 34
4.1.4  FIDIODIASTEN «...ooutiiiiiiiie ettt e 35
4.1.5  ChONAIOZYLEN. .. ..ieiiiiiiieiieeieecite ettt ettt ettt et e ste e bt e s saeebeesaaeenbeessseenseens 35
O B R O (4 11010110 71 74 =)  FO U 37
4.1.7  NErVENZEIIEN ...cc.eiieiiiiiiieiee ettt et 38
A N 1 F-1 ) | QOSSR 39
4.2.1 ZellzahlbeStIMMUNG ........coocviiiiieeiieiieeiieeie ettt sieeebeeseaeeneeas 39
4.2.2 ATDUIMN ..ottt ettt ettt et e e e et e be e st e eaeenseenseeneenseenees 39
4.2.3 HASEOTT ...ttt et nee 41
.24 GIUCOSE ..ttt ettt et st ettt ettt b e et neeeeatean 42
42,5 LAKEAL .c.eiiiiieiie ettt sttt e e be bt e sae et e e saaeebeennaeeneens 42
N S 1 ) = USRS 43
4.27 EROD Und ECOD .....ccciiiiiiiiiiiiiteestee ettt 44
LR I D I T:V /5] o s 4 BRSPS 45

4.2.9 UGT UNA ST ..ottt 48



v Inhalt

4.2.10 INAUKHONEN .....oouiiiiiiiiieie ettt sttt 50

4.3 Screening mit JORANNISKIAUL..........cooviiiiiiiiiieiieie et 50

4.3.1  JohanniSKrautpraparate ...........ccccveeeeveeeiiieeeiieeeieeerieeereveeeareeeeeeesreeesseeeseseeenenes 51

4.3.2  VersuChSCINIEIIUNG .......ccouiiriiiiiiiiiieeiieeie ettt et eeeeas 52

4.4 OXIAAEIVET STIESS. . .etitieiuieitieett ettt ettt et et e bt e stte e bt e bt e e abeenbeessbe e beesaeeebeesaeeereans 53

4.5 KIYOKONSEIVIETUNG .....eeeuiiiiieeiiieiieeieeteeeiieeiteste et e sateebeessaeenseesseeenseenseesnseesseessseeseens 53

5 ERGEBNISSE UND DISKUSSION......cccccotiinnmmmnnnnniecccsssssssssssnsssssssssss 56
5.1 Exemplarische Darstellung der Anwendbarkeit zur Kultivierung verschiedener Zellen

TN BIOTEAKEOT ...ttt sttt sttt et 56

T O B 3 ) 03 3 S OSSPSR 56

5.1.2  DISKUSSION ..ttt ettt sttt ettt 59

5.2 Untersuchung zur Erbringung gewebespezifischer Leistungen der Leberzellen ......... 60

52,1 EIZEDMISSE...ueieiiieiieeieeeiie ettt ettt ettt ettt ettt e bbb e eaaeenbeennes 60

5.2.2 DISKUSSION ..ttt et ettt sttt 68

5.3 Modellscreening mit Johanniskraut (Hypericum perforatum) ...........ccceceevveieeveennne. 73

531 ETZEDMISSE...eeeiuiiiieiiieeciiieeiteeeiite ettt e et e e et e e st e e s tee e saeeesbaeesaeeesaeeenaeeenaeeenneeenns 73

5.3.2  DISKUSSION ...eeuiiriiiiiiiieiieeitete ettt ettt sttt st e 81

5.4 Screening von Antioxidantien bei oxidativem Stress........oocvvveecveeecieencieeeeiee e 85

541 EIZEDIISSE...ueieiiiiiieeiieiie ettt et ettt et abe et e e eaaeenbeennes 85

5.4.2  DISKUSSION ..ottt ettt ettt e 98

5.5 KIYOKONSEIVICIUNG ....ccuviiiiieiiieiieeiiieite e etteeite et esateebeesseeebeesseesnseenseesnseeseessseenseens 103

TR B 3 4] 03 4} ] USSR 103

5.5.2  DISKUSSION ...eiiiiiiiieiiiitieie ettt sttt st st 113

5.6 Eignung des BIor€aktors. ......c.uiviuiieiiieiiiieciicecieeesee et 117

6 AUSBLICK .....iiininiiininnicsssiissssscssssssossssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssss 119

7 LITERATURVERZEICHNIS ......cuviinniinnnnrinssnsiesssssecssssessssssesssssees 121

8 ANHANG ccuuvriiiinniinnnnicnsnsicsssssissssssessssssossssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssss 136

Bl GOIALE...euiitiete ettt et ettt et e be et s 136

8.2 IMALEITAlICTI. ...ttt sttt n 137

8.3 ChemiKalICN ...cc.eevuiiiiiiieiieieee et s 138

8.4 Antikorper fliir HIStOChemMIe........c.eieiiiieiie et 140

8.5 Isolierung der CardiomyOZYLeN ........cccueeuiieiieriieeiieiieete et ete e seee e e eiee b e seneeaeeas 141

8.6 Stoffdaten fiir das Kryomodell ............oooiiieiiiieiiieciiece et 141



Abkiirzungen

Abkiirzungsverzeichnis

ABC
ACN
AK

bFGF
BR
BSA

CYP

DAB
DAPI
DC
DEX
DHA
DMD
DMEM
DMSO
DIF

EC
ECOD
EGM
EGTA
ELISA
ER
EROD
EZR

FCS
FITC
FMB

Glu
Gly

HBSS
HEPES
HES
HPLC

IMDM
IZR

LDH

3-MC
MEM
MecOH
4-MU
4-MUG
4-MUS

Avidin-Biotin-Komplex
Acetonitril
Antikorper

basic Fibroblast Growth Factor
Bioreaktor
Bovines Serum Albumin

Cytochrome P450

Di-Amino-Benzidine
4',6'-diamidino-2-phenylindole
Dicumarol

Dexamethason
Dehydroascorbinséure
Desmethyldiazepam

Dulbecco's Modified Eagles Medium
Dimethylsulfoxid

HybridoMed DIF 1000-Medium

Ethoxycoumarin

Ethoxycoumarin-O-Deethylase

Endothelial Cell Growth Medium

Ethylene Glycol-bis(B-Aminoethyl Ether)N,N,N',N',-Tetraacetic Acid
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Ethoxyresorufin

Ethoxyresorufin-O-Deethylase

Extrazellularraum

Fotales Kélber Serum
Fluorescein Isothiocyanat
Flachmembranbioreaktor

B-Glucuronidase
Glycinpuffer

Hanks' Balanced Salt Solution
2-[4-(Hydroxyethyl)-1-piperazino]-ethansulfonsdure
Hydroxyethylenstéirke

High Performance Liquid Chromatography

Iscove's Modified Dulbecco's Medium
Intrazellularraum

Laktat-Dehydrogenase

3-Methylcholanthren

Minimum Essential Medium
Methanol

4-Methylumbelliferon
Methylumbelliferon-7-glucuronid
Methylumbelliferon-7-sulfat



Vi Abkiirzungen
PAPS 3'-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat

PB Phenobarbital

PBS Phosphate Buffered Saline

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin

PFA Paraformaldehyd

Rif Rifampicin

ROS reactive oxygen species / reaktive Sauerstoffverbindung
rpm rotations per minute / Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

ST Sulfotransferase

TEA Triethylamin

TMB Tetramethylbenzidin

TPBS Tween Phosphate Buffered Saline

TRITC Tetramethylrhodamin Isothiocyanat

U Unit [1 U= 1 pmol min™"]

UDP Uridin-diphosphat

UGT UDP-Glucuronosyltransferase

WE William's Medium E

ZNS Zentrales Nervensystem



1. Einleitung 1

1 Einleitung

Die Zulassung eines neuen Arzneiwirkstoffs setzt die genaue Kenntnis des Metabolismus
beim Menschen und der Wirkung der Metabolite hinsichtlich erwiinschter und unerwiinschter
Effekte voraus. Diese Informationen sind fiir die Beurteilung weiterer pharmakokinetischer
Parameter wie Wechsel- und Nebenwirkungen sowie der akuten und chronischen Toxizitét
von entscheidender Bedeutung. So schreiben die Allgemeinen Verwaltungsvorschriften zur
Anwendung der Arzneimittelpriifrichtlinien vom 14. Dezember 1989 (B Anz Nr. 243a) im
Anhang (Abschnitt 4C) vor, dass untersucht werden soll:

e 0ob ein Stoff metabolisiert wird,

* ob die Wirkung eines Stoffes auf seine eigene Wirkung oder die Wirkung von
Metaboliten zuriickzufithren ist, und
* wie sich die Pharmakokinetik nach ein- und mehrmaliger Gabe dieses Stoffes beim
Tier verhilt.

Diese Untersuchungen werden fast ausschlieflich in Tierversuchen durchgefiihrt, wobei es
von entscheidender Bedeutung ist, dass eine Spezies gewéhlt wird, deren Metabolismus dem
des Menschen moglichst dhnlich ist. Andernfalls besteht die Gefahr, dass aufgrund von
Interspeziesdifferenzen Metabolite gar nicht erst erfasst werden. Im Anhang der EG-
Empfehlung 75/318/EWG heiit es zur Auswahl der Spezies fiir pharmakologische und
toxikologische Untersuchungen: "Der Wert des Modells fiir die Extrapolation auf den
Menschen hiingt weitgehend von der qualitativen Ahnlichkeit zwischen dem als Modell
verwendeten Tier und dem Menschen ab; die Ahnlichkeit ist im allgemeinen nicht bekannt".
Dies wird durch die Verwendung mehrerer Spezies, mindestens zwei, zu kompensieren
versucht, wobei eine der Spezies kein Nagetier sein darf. Hierbei zeigt sich deutlich das
Problem, dass eine gewisse Sicherheit nur dadurch zu erreichen ist, dass eine groBBere Anzahl
unterschiedlicher Spezies und damit auch eine grole Anzahl von Tieren verwendet wird,
bevor Daten iiber den Metabolismus beim Menschen vorliegen.
Zur Verringerung der auch gesellschaftlich umstrittenen Tierversuche und um
humanrelevantere Aussagen erhalten zu konnen, wurde bereits 1959 von Russell und Burch
[1] das Konzept der 3Rs entwickelt: ,,Refine, Reduce, Replace”. Eine Abklidrung des
Metabolismus eines Pharmakons beim Menschen vorab in Form eines in-vitro-Modells wiirde
zu einer erheblichen Einsparung (Reduction) von Tierversuchen fiihren, weil diese teilweise
durch die in-vitro-Studie ersetzt (Replacement) wiirden und dariiber hinaus eine gezielte
Auswahl einer geeigneten Spezies (Refinement) fiir weitere pharmakokinetische und
toxikologische Untersuchungen mdéglich wiirde.
In den letzten zehn Jahren stieg das Bestreben, Tierversuche vollstindig durch andere

Testverfahren zu ersetzen, sobald dies vertretbar ist. Diese miissen ohne die Verwendung von



2 1. Einleitung

Tieren zu wissenschaftlich gleichermallen vertretbaren Resultaten gelangen konnen. Dafiir ist
es notig, Testsysteme zu entwickeln, welche nicht nur die Tiermodelle ersetzen, sondern
dariiber hinaus auch durch die Ermoéglichung eines funktionsfadhigen humanen
Stoffwechselsystems die Relevanz pharmakokinetischer und toxikologischer Untersuchungen
fir den Menschen steigern (,,refinement of results"). Zudem ist zu erwarten, dass ein
geeignetes Modell auch erheblich schneller und kostengiinstiger zu Ergebnissen fiihrt.
RoutinemifBig konnen bereits Zellen aus pharmakologisch und toxikologisch bedeutsamen
Organen wie Leber, Niere und Nervensystem in vitro eingesetzt werden. Untersuchungen von
toxikologischen Befunden in vivo erfordern aber auch den Einsatz anderer Zellsysteme aus
Knorpel, Knochen, Gefiflen, Skelett- und Herzmuskel, Hoden usw. [2]. Ein geeignetes
System sollte dabei die in vivo-Verhiltnisse im Korper moglichst genau imitieren, um die
komplexen Wirkmechanismen im Organ widerspiegeln zu konnen. Ist dies der Fall, kann
nicht nur die Wirkung eines Pharmakons analysiert werden, auch Schidigungen kdénnen
simuliert werden. So konnen Zellkulturen z.B. durch oxidativen Stress (wird z.B. fiir
Tumorerkrankungen verantwortlich gemacht) kiinstlich geschédigt werden, um die Wirkung
potentieller Antioxidantien zu untersuchen. Auch besitzt ein in vitro-Modell den Vorteil,
durch Kryokonservierung (Lagerung bei tiefen Temperaturen) haltbar gemacht und damit
nach dem Auftauen jederzeit einsetzbar zu sein.

Gerade hier weisen aber viele existierende Modelle ihre Grenzen auf. So verlieren viele
Systeme bereits nach kurzer Zeit ihre organotypische Funktion [3]. Oft ist der Gasaustausch
der Zellen nur durch Diffusion durch das Kulturmedium gewéhrleistet [4]. Wiinschenswert ist
aber eine exakt definierbare, unabhdngige Sauerstoffversorgung. Zudem verlieren viele
primére Zellen durch die Kryokonservierung an Vitalitdt oder gewebespezifischer Funktion
[5]. Komplizierter aufgebaute Bioreaktoren, wie z.B. Hohlfaserreaktoren bieten nicht die
Moglichkeit zur Kryokonservierung, da die grofen auftretenden Temperaturgradienten das

definierte Einfrieren verhindern.
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Aufgabenstellung und Zielsetzung

Ausgehend von der beschriebenen Problematik ist das Ziel dieser Arbeit die Entwicklung und
Charakterisierung eines flir die gewebespezifische Langzeitkultivierung primérer Zellen
generell einsetzbaren Mini-Bioreaktors mit unabhéngiger Sauerstoffversorgung und der
Moglichkeit zur Kryokonservierung. Der Bioreaktor soll eine kiinstliche Schadigung der
Zellen durch oxidativen Stress ermoglichen und somit nicht nur fiir den Einsatz zum in vitro-
Screening neuer Pharmaka, sondern auch neuer Antioxidantien geeignet sein.

Die Arbeit gliedert sich in die folgenden sechs Teilziele:

1. Entwicklung des Bioreaktors

Ziel: Damit die Sauerstoffversorgung der Zellen unabhingig von der Mediumversorgung
erfolgen kann, soll die Konstruktion des Bioreaktors einen exakt definierbaren und von der
Schichtdicke des Medieniiberstands unabhidngigen Gasaustausch von O, und CO,
gewihrleisten. Eine optische (mikroskopische) Qualitétskontrolle der Zellen soll ermdglicht
werden. Die einzelnen Kulturflichen diirfen dabei eine kritische Grof3e nicht iiberschreiten,
damit bereits mit kleinen Wirkstoffmengen und geringem Zellbedarf ein pharmakologisches
Screening durchgefiihrt werden kann.

Vorgehen: Ein 24Well-Bioreaktor mit einem gaspermeablen Membranboden wird konstruiert.

2. Exemplarische Darstellung der Anwendbarkeit des Bioreaktors fiir primére Zellsysteme
Ziel: Um moglichst umfassende Aussagen iiber die Wirkung eines Pharmakons auf den
gesamten Korper treffen zu konnen, soll das Bioreaktorsystem fiir verschiedene Zellsysteme
geeignet sein.

Vorgehen: Verschiedene primére Zellsysteme, wie Hepatozyten (Leber), Nervenzellen,
Cardiomyozyten (Herzmuskel), Chondrozyten (Knorpel), Endothelien und Fibroblasten

(GefiaBe) werden im Bioreaktor kultiviert.

3. Erbringung gewebespezifischer Leistungen

Ziel: Um fiir ein pharmakologisches Screening geeignet zu sein, soll gezeigt werden, dass die
Zellen im Bioreaktor gewebespezifische Leistungen erbringen.

Vorgehen: Da die Leber das zentrale Stoffwechselorgan des Korpers ist, eignen sich
hepatische Funktionen besonders fiir das invitro-Screening von Pharmaka. Da humane
Leberzellen jedoch nur in begrenzter Anzahl und nicht jederzeit verfligbar sind, werden zur
Etablierung und Validierung des Bioreaktors Schweinehepatozyten verwendet. Die
Beibehaltung gewebespezifischer Leistungen iiber einen Zeitraum von 15 Tagen wird am
Beispiel von Leberzellen ndher untersucht und mit Kulturen in herkdmmlichen Systemen

verglichen. Fir den Primdrmetabolismus werden Albumin als Parameter fiir die
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Proteinsekretion, Harnstoff als toxikologischer Parameter, Glucose und Laktat fiir die
Beurteilung des metabolischen Status und die LDH-AKktivitdt als Parameter fiir die Integritét
der Plasmamembran und die Lebensfdhigkeit der Zellen bestimmt. Fiir den Erhalt der
Differenzierung werden sowohl Phase I- (EROD, CYP 1A1/1A2 und ECOD, CYP 2B1/2B2)
als auch Phase II-Aktivitdten (UGT und ST) der leberspezifischen Biotransformation, sowie

die Beibehaltung der Moglichkeit zur Drug-Drug-Interaktion (Wechselwirkungen) untersucht.

4. invitro-Screening im Bioreaktor

Ziel: Fiir den Einsatz des Bioreaktors zum in vitro-Screening in der pharmazeutischen
Forschung soll seine Eignung in einem exemplarischen Screening mit verschiedenen
Johanniskraut-Priparaten bewiesen werden.

Vorgehen: Es wird untersucht, ob verschiedene hepatische Enzyme (CYP 1A1/1A2, CYP
2B1/2B2, CYP 2C9 und CYP 3A4) unterschiedliche Reaktionen auf verschiedene
Priparationen (Extrakt, Pulver, Ol, Tee und zwei aufgereinigte Inhaltsstoffe) des gleichen

Arzneimittels (Johanniskraut) zeigen.

5. Untersuchung von oxidativem Stress und Screening von Antioxidantien

Ziel: Eine Realisierung exakt definierter Oxygenierungsbedingungen soll die Untersuchung
des Einflusses von Sauerstoff auf die Hepatozyten ermdglichen. Es soll gepriift werden, ob
der Bioreaktor auch fiir die Untersuchung der Zellschddigung und -alterung durch oxidativen
Stress sowie das Screening potentieller neuer Antioxidantien geeignet ist.

Vorgehen: Die Leberzellen werden bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen (20%, 30%
und 40% O,) kultiviert und die Auswirkungen des so erzeugten oxidativen Stress’ auf den
Primérstoffwechsel und die Biotransformation beobachtet. Exemplarisch fiir ein in vitro-
Screening von Antioxidantien soll die schiitzende Wirkung des bekannten Antioxidantiums

Vitamin C auf die Zellen nachgewiesen werden.

6. Kryokonservierung des Bioreaktors

Ziel: Um ein Screening an humanen Hepatozyten jederzeit durchfiihren zu kdnnen, soll der
Bioreaktor bei Verfiigbarkeit mit diesen beimpft und dann kryokonserviert werden.

Vorgehen: Zur Entwicklung, Etablierung und Validierung eines Kryoprotokolls werden
ebenfalls Schweinehepatozyten verwendet. Nach dem Auftauen des Bioreaktors werden
wiederum der Primérmetabolismus sowie die Biotransformationsleistungen der Zellen
bestimmt und mit einer nicht eingefrorenen Kontrolle verglichen.

Um das entwickelte Kryoprotokoll schnell und einfach auf andere, dhnliche Systeme
iibertragen zu konnen, wird der Temperaturverlauf an der Zellschicht berechnet und mit der

tatsdchlich in der Mediumschicht gemessenen Temperatur verglichen.
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2 Theoretischer Hintergrund

In diesem Kapitel sind die Grundlagen beschrieben, auf denen die Entwicklung des
Bioreaktorsystems aufbaut. Dazu ist es wichtig, Aufbau und Funktion der Leber zu verstehen
und bestehende in vitro-Modelle zu kennen. Um die Eignung zur Anwendung als Screening-
Reaktor zu analysieren, wird die in vivo/in vitro Korrelation der induzierenden und
inhibierenden Wirkungen verschiedener Johanniskraut-Préparate sowie die Auswirkung von
oxidativem Stress und der Zugabe von Vitamin C untersucht. Die Entwicklung eines
geeigneten Kryoprogramms setzt eine genau Kenntnis der molekularen Vorgénge beim

Einfrierprozess voraus, welche hier dargestellt werden.

2.1 Die Leber

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan und mit bis zu 2,5 % des Korpergewichts die
grofite exokrine Driise des Menschen. Sie entwickelt sich wéhrend der Gestation durch
Aussprossung aus dem Rumpfdarm, wobei sich aus dem Endoderm zwei Abschnitte
ausbilden. Aus einem Abschnitt entsteht die Gallenblase, welche an die Leber assoziiert ist,
aus dem anderen das eigentliche Leberparenchym (Hepatozyten) und die intrahepatischen
Gallengénge. Die nicht-parenchymalen Leberzellen entstehen aus dem Mesoderm. Zu diesen
gehoren die sinusoidalen Endothelzellen (Schutz vor Scherbelastungen durch den Blutstrom),
die Kupfferzellen (Makrophagen), die Itozellen (Fett und Vitamin A speichernde Zellen,

konnen nach Metamorphose Kollagen sezernieren) und die Pit-Zellen (natiirliche Killerzellen)

[6].

2.1.1 Aufbau der Leber

Die klassische Anatomie gliedert die Leber in einen rechten und einen linken Lappen sowie
zwei kleinere Lappen. Sie erhilt das ndhrstoffreiche, vendse Blut aller unpaaren Bauchorgane
(Magen, Darm, Pankreas und Milz) aus der Pfortader. Zur Versorgung des Parenchyms fiihrt
die Leberarterie zusétzlich sauerstoffreiches arterielles Blut aus der Bauchaorta heran. Nach
der hepatischen Metabolisierung wird das Blut durch die Lebervene und die untere Hohlvene
abgefiihrt [7].

Unter dem Mikroskop zeigt sich die Gliederung der Leber in gleiche Baueinheiten (s.
Abbildung 2-1), die als Leberldappchen [8] bezeichnet werden. Diese besitzen eine anndhernd
hexagonale Struktur, eine GroB3e von etwa 2 mm?, und sind im Zentrum von der Zentralvene
durchzogen (4). An den Eckpunkten, den sogenannten Portalfeldern, filhren Aste der
Pfortader und der Leberarterie dem Leberldppchen Blut zu, ein Gallengang fiihrt die in den
Hepatozyten gebildete Galle entgegen dem Blutstrom ab. Diese drei GefdBe bilden das

sogenannte Glisson’sche Trias (1, 5). Im Portalbereich mischt sich das Pfortaderblut mit dem
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arteriellen Blut und stromt senkrecht dazu durch die Sinusoide (Kapillarsystem der
Blutgefidle) an 15 bis 25 Hepatozyten vorbei auf die Zentralvene zu. Hier sammelt es sich

wieder und stromt aus der Leber ab.

1 Glisson- Trias umgeben von Bindegewebe des
Mallory- Raumes

2 Lebersinusoide mit Leberzellplatten

3 System der interzelluldren Gallenkanélchen

4 Zentralvene

5 Glisson- Trias aus je einem Ast der
Leberarterie, Pfortader und Gallengang

6 Ast der Leberarterie

7 Ast der Pfortader

8 Ast des Gallengangs

Flussrichtung des Blutes im Leberlédppchen:
zentripetal
Flussrichtung der Galle: zentrifugal (Pfeile)

Wegen der deutlicheren Abgrenzung der einzelnen
Leberldppchen ist die Leber des Schweins
876 dargestellt

Abbildung 2-1: Mikroskopischer Aufbau der Leber [9]

Das Leberparenchym wird in seiner Funktion genauer durch das Modell des Leberazinus
beschrieben [8]. Dieser wird als Dreieck von zwei Portalfeldern und der Zentralvene gebildet
und besitzt drei Zonen: Die Portalzone am Pfortaderzweig, die von sauerstoff-, hormon- und
ndhrstoffreichem Blut versorgt wird (periportal), die Zentralzone um die Zentralvene herum,
die von sauerstoff-, hormon- und nédhrstoffarmem, dafiir aber kohlendioxidreichem Blut
erreicht wird (perivends), und die zwischen diesen beiden Zonen liegende Intermediérzone.
Die Hepatozyten liegen in Monolayern zwischen den radial auf die Zentralvene zulaufenden
Blutsinusoiden (2). Zwischen den Wiénden der aneinanderstoBenden Hepatozyten liegen die
interzelluldren Gallenkandlchen (3). Diese schlielen sich zu einem Netzwerk zusammen, das
in die kleinsten Gallengéinge miindet. Die in der Leber gebildete Galle flieBBt entgegen dem
Blutstrom in die Gallenblase und von dort in den Darm ab.

Den Hauptteil der metabolischen Leistung erbringen die Hepatozyten. Sie bilden mit 80% des
Zellvolumens und 60% der Gesamtzellzahl den groften Anteil der Leberzellen [10].
Betrachtet man die Mikroarchitektur der Hepatozytenplatten, so zeigt sich unabhéngig von
den Gradienten im Sinusoidalraum ein einheitliches morphologisches Bild. Jeweils unter- und
oberhalb des Hepatozytenmonolayers befindet sich das blutfiihrende, mit Endothelzellen
ausgekleidete Sinusoid (U 9-12 pum). Durch Kapillarfenster (O ca. 100 nm) in den
Endothelzellen dringen die Blutinhaltsstoffe zu den Mikrovilli der Hepatozyten vor. Diese
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stehen nicht direkt mit dem Sinusoid in Kontakt, sondern sind durch einen
fliissigkeitsgefiillten Raum davon getrennt. Dieser ,,Disse’scher Raum* genannte Spalt (I ca.
0,3 um) wird zum Teil auch als Matrix bezeichnet, da er in lockerer Packung Laminin,

Fibronektin, verschiedene Proteoglykane und Kollagen vom Typ [, III, IV und VI enthilt.

2.1.2 Aufgaben der Leber

Alle im Intestinaltrakt resorbierten Stoffe, wie zum Beispiel Kohlenhydrate, Proteine, Fette,
Vitamine, aber auch Fremd- und Giftstoffe werden der Leber zur Metabolisierung iiber das
Blut mit einem Volumenstrom von 1,51 min" zugefiihrt. In ihr laufen die meisten der
bekannten Reaktionen des Intermediérstoffwechsels ab. Hinzu kommt die Synthese von
Verbindungen, die fiir andere Organe von Bedeutung sind, sowie die Metabolisierung
korpereigener und korperfremder Substanzen. Die Aufgaben der Leber umfassen somit [9]:

e Blutbildung beim Fetus bis zum siebten Schwangerschaftsmonat und postfétal in
Zustianden starken Blutverlusts

e Abbau und Ausscheidung des Blutfarbstoffs in Form von Bilirubin iiber Galle und
Darm (Him-Degradation)

* Bildung eines Aminosédurepools fiir die Proteinbiosynthese

* Harnstoffsynthese zur Ammoniakentgiftung und als wasserlosliches Endprodukt des
Aminoséurestoffwechsels

* Regulierung des Glukosespiegels im Blut durch Glykolyse, Aufbau des
Speicherkohlenhydrats  Glykogen durch Glykogenese aus glukoplastischen
Aminoséduren oder durch Abbau von Kohlenhydraten, sowie Glukoneogenese durch
Konvertierung von Laktat, Pyruvat u.a. zu Glukose

* Regulation und Speicherung von Spurenelementen und Vitaminen (Vitamine A, D, K,
B12, Eisen, Magnesium, Kupfer etc.)

e Synthese und Abbau von Lipoproteinen (Cholesterin, Trigylceride) als zentrales
Organ des Fettstoffwechsels

» Synthese von Cholesterol und der hieraus abgeleiteten Gallensduren

* Synthese von Gerinnungsfaktoren (Prothrombin, Fibrinogen)

* Regulation des Sdure-Base-Haushaltes im Blut (pH-Wert)

* Synthese von Akut-Phase-Proteinen (Gerinnungsfaktoren, Komplementsystem,
Kallikrein-Kinin-System, Proteinaseinhibitoren, Opsonine, Transportproteine) bei
Verletzungen und Entziindungen

* Phagozytose von Bakterien sowie kopereigener und korperfremder Zellbestandteile

durch Kupfferzellen



8 2. Theoretischer Hintergrund

 Uberfiihrung von Fremdstoffen in wasserldsliche Derivate (Biotransformation, Kapitel
2.1.3)

Der Leber fillt somit eine wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung konstanter
Metabolitkonzentrationen im Blut zu, mit der die Funktionsfahigkeit aller extrahepatischer
Organe und Gewebe gewihrleistet wird. AuBBerdem ist sie neben den Nieren das wichtigste
Ausscheidungsorgan des Korpers, da sie iiber die Gallenfliissigkeit viele korpereigene und

korperfremde Verbindungen in den Intestinaltrakt abgibt [6].

2.1.3 Biotransformation

Die Hauptfunktion der Biotransformationsreaktionen besteht in der ,,Entgiftung® des

Organismus. Apolare, lipophile und damit nicht oder nur langsam ausscheidungsfahige

Verbindungen werden in polare, wasserldsliche Substanzen umgewandelt, die dann leicht

iiber den Harn oder die Gallenfliissigkeit ausgeschieden werden konnen. Derartige

Verbindungen konnen korpereigene, endogen entstandene Stoffe, sog. Endobiotika, oder auch

korperfremde Substanzen, die sog. Xenobiotika, sein. Zu den ersteren gehoren z.B. die

schlecht wasserloslichen Steroidhormone oder Stoffwechselendprodukte wie Bilirubin. Die

Zahl der Xenobiotika nimmt mit der stindigen Entwicklung chemisch-technischer Verfahren

rasant zu. Zu ihnen gehdren beispielsweise Pharmaka, Konservierungs- und

Geschmacksmittel.

Biotransformationsreaktionen finden in beschrinktem Umfang in nahezu allen Geweben statt.

Die Leber ist jedoch nicht nur wegen ihrer Gréfle, sondern auch wegen ihrer besonders

reichen Ausstattung mit den Enzymen der Biotransformationsreaktionen das wichtigste Organ

fir diese Funktion. Eine erfolgreiche Biotransformation findet jedoch nur in wvoll
differenzierten Hepatozyten statt. Ublicherweise wird die Biotransformation in zwei Phasen
unterteilt:

1. In der ersten Phase werden die in Frage kommenden Verbindungen meist durch oxidative,
seltener durch reduktive Reaktionen so weit modifiziert, dass sie reaktive Gruppen
erhalten. Enthilt ein Substrat bereits eine funktionelle Gruppe, kann es auch direkt in die
Phase II eintreten.

2. An die funktionelle Gruppe werden in der zweiten Phase der Transformationsreaktion
polare oder stark geladene Verbindungen gekniipft, so dass die dabei entstehenden
Konjugate besonders gut wasserloslich werden.

Sie konnen nun durch Exkretion in die Galle oder iiber Blut und Nieren durch Filtration

ausgeschieden werden.
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Phase I

Einen wesentlichen Beitrag zur Phase I der Biotransformation leisten die zur Grof3familie der
Cytochrom P450-Enzyme (CYP450) gehorenden sauerstoffabhingigen mikrosomalen
Monooxygenasen. Dieses im endoplasmatischen Reticulum lokalisierte System wurde zuerst
von Brodie et al. [11] und Mason et al. [12] beschrieben. Das charakteristische
Absorptionsmaximum des Enzymkomplexes bei 450 nm fiihrte zur Namensgebung [13, 14].
Bisher wurden tliber 230 verschiedene CYPs charakterisiert, von denen die meisten in der
Saugetierleber vorkommen [15], einige jedoch auch in anderen Organen wie Niere, Lunge,
Darm oder Haut [16, 17]. Weitere wichtige Phase [-Reaktionen neben den Oxidations- und
Reduktionsreaktionen sind die hydrolytische Spaltung (besonders Ester- und Peptid-
Spaltung), die Methylierung und die Desulfurierung.

Als Beispiel fiir die Phase I konnen die von EROD (Ethoxyresorufin-O-Deethylase, CYP
1A1/2) und ECOD (Ethoxycoumarin-O-Deethylase, CYP 2B1/2) katalysierten Reaktionen
herangezogen werden (s. Abbildung 2-2).

O o O—CH,CH; O 0] OH
EROD
N N

7-Ethoxyresorufin Resorufin Acetaldehyd
O O O—CH,CHj 0 (0} OH
ECOD
—_—> + CHO—CH;
~ AN
7-Ethoxycoumarin 7-Hydroxycoumarin Acetaldehyd

Abbildung 2-2: Katalytische Reaktionen der Monooxygenasen EROD und ECOD

Beide Enzyme spalten die Ethylgruppe ihrer Substrate ab. Durch die Einfiihrung der
funktionellen OH-Gruppe in die Substrate kommt es zur Erhohung der Polaritit und
Verringerung der biologischen Aktivitit oder Toxizitit. Einige Pharmaka und manche

Karzinogene werden allerdings erst durch diese Umwandlungsreaktion biologisch aktiv.

Phase II

Die Phase II der Biotransformation wird auch als Konjugationsphase bezeichnet. In ihr
werden die in der Phase I entstandenen Verbindungen iiber ihre reaktiven Gruppen an polare
Substanzen gekoppelt, wodurch sie in ausreichend hydrophile Verbindungen umgewandelt
und somit ausscheidungsfahig werden. Alle daran beteiligten Enzyme gehoren zur Gruppe der

Transferasen.
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Die haufigsten Phase II-Reaktionen sind die Glucuronidierung sowie die Sulfatierung. Durch
Kopplung mit Glucuronsidure entstehen die Glucuronide. Die Konjugation mit UDP-
Glucuronat kann dabei mit OH-Gruppen, primdren und sekundiren Aminen sowie mit
Carboxylgruppen erfolgen. Ein wichtiges Beispiel fiir diesen Reaktionstyp ist die
Glucuronidierung von Bilirubin zu Bilirubindiglucuronid. Sulfatiert werden im allgemeinen
OH-Gruppen sowie Aminogruppen. Substrat hierfiir ist das aktivierte Sulfat oder 3°-
Phosphoadenosin-5‘-phosphosulfat (PAPS). Ostrogene werden beispielsweise meist erst nach
Sulfatierung als Sulfate ausgeschieden. Als Beispielreaktion in vitro kann dabei die

Konjugation von 4-Methylumbelliferon genutzt werden (s. Abbildung 2-3):

0} O OH

X

CH;
4-Methylumbelliferon

+ PAP—SO3> + UDP—C¢HgOg
-PAP ST UGT - UDP
COOH
O
O _O 0—S0y 0. 0 0 HO
OH
N N OH
CH3 CH3

Methylumbelliferon-7-Sulfat Methylumbelliferon-7-Glucuronid

Abbildung 2-3: Katalytische Reaktionen von ST und UGT

Auch das Phase II-Substrat 4-Methylumbelliferon besitzt eine funktionelle OH-Gruppe. An
diese wird entweder von der Sulfotransferase (ST) ein Sulfat-Rest gekoppelt, oder von der
UDP-Glucuronosyltransferase (UGT) ein Glucuronosylrest. Dadurch wird das Substrat
polarer und so wasserloslich, dass es ausgeschieden werden kann. Ebenso wie die CYPs liegt
UGT im endoplasmatischen Retikulum vor, ST dagegen im Cytoplasma.

Die verschiedenen Biotransformationsenzyme, insbesondere die CYPs, sind leicht
induzierbar. Dies bedeutet, dass ihre Aktivitit bei besonders hoher oder lang andauernder
Substratzufuhr oder einer als Induktor wirkenden Substanz durch vermehrte Synthese des
betreffenden Enzymproteins zunimmt. Da sie im allgemeinen nur eine geringe
Substratspezifitét zeigen, kann eine Induktion die Verstoffwechselung und damit die Wirkung
z.B. eines Arzneimittel wesentlich beeinflussen. Die so auftretenden Wechselwirkungen

werden auch als Drug-Drug-Interaktionen bezeichnet. Der Nachweis der CYP-Aktivitét in der
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Kultur ist somit ein wichtiger Parameter, der Riickschliisse auf die Funktionsfiahigkeit und

den Differenzierungsgrad der Hepatozyten zuldsst und ein in vitro-Screening ermoglicht.

2.1.4 Leberbioreaktoren

Seit einiger Zeit kommt es bei der Behandlung von Patienten mit akutem Leberversagen zu
einer verstarkten Nachfrage nach einem geeigneten Leberunterstiitzungssystem, welches eine
zeitweise Substitution der Leberfunktionen iibernehmen kann. Dieses System soll solange die
Entgiftung der im Organismus anfallenden Stoffwechselprodukte (Biotransformation)
extrakorporal iibernehmen, bis sich das eigene Organ regeneriert hat oder ein passendes
Spenderorgan gefunden wurde. Fiir diese Aufgabe wurden verschiedene bioartifizielle
Systeme entwickelt, in denen isolierte Leberzellen mit einem kiinstlichen Perfusionssystem
kombiniert werden. Diese sind im Folgenden beschrieben.

In dem von Sussman et al. [18] beschriebenen System werden Hepatoma-Zellen auf der
dufleren Oberfldche von semipermeablen, hohlen Kapillarfasermembranen kultiviert, die in
einem Plastikgehduse gebiindelt sind. Sobald die Zellen adhériert und eine Lebergewebe-
dhnliche Struktur angenommen haben, wird Nahrmedium durch die Kapillaren zirkulieren
gelassen.

Das von Nyberg et al. [19] entwickelte System enthdlt in zylindrischen Kollagengelen
eingeschlossene primire Hepatozyten im Inneren von Hohlfasern. Dies ermdglicht neben der
Nutzung einer grolen Zellzahl auch einen engen Kontakt zwischen benachbarten Zellen,
welcher fiir die vollstindige und differenzierte Funktion der Hepatozyten wichtig ist.
Untersuchungen haben signifikante Albuminsekretionen und CYP-Aktivititen in diesem
Bioreaktor-Design gezeigt [20].

Sowohl in seiner Entwicklung als auch in der klinischen Erprobung fortgeschritten ist der
HepatAssist 2000 [21]. In diesem System wird das Plasma des Patienten durch einen primére
porcine Hepatozyten enthaltenden Hohlfaserbioreaktor perfundiert. Dieser ist mit einem
vollstindigen Schlauchset, einem integrierten Oxygenator und Wirmetauscher, einem
Plasmareservoir und einer BAL2000 Hohlfaserkassette bestiickt. Kryokonservierte
Hepatozyten werden bei Bedarf aufgetaut und mit Cytodex-3 Microcarriern in den Bioreaktor
gegeben. Zudem wurde ein Programm entwickelt, welches die Funktion wihrend der
Behandlung eines Patienten simuliert. Hiermit wurden nicht nur die Sauerstoffverbrauchsrate
und die spezifische Leberzellfunktion (Diazepammetabolismus, s. Kapitel 4.2.8), sondern
auch die in vitro- und in vivo-Leistung des Bioreaktors bestimmt.

Gerlach et al. [22] entwickelten ein System, in dem primére porcine Hepatozyten und
sinusoidale Endothelzellen auf der dufleren Oberflache und in den Zwischenrdumen von vier
verwobenen biomatrix-beschichteten Hohlfasermembranen adhérent kultiviert werden. Diese

sind in drei Ebenen jeweils senkrecht zueinander ausgerichtet und dienen verschiedenen
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Funktionen. So erlaubt das System eine dezentralisierte Mediumperfusion, eine unabhingige
Sauerstoffzufuhr, sowie einen Nahrstoff- und Metabolitenaustausch bei niedrigen Gradienten,
wodurch der Stofftransport durch die Zellmasse deutlich angeregt wird. Die Hepatozyten
bilden spontan Aggregate und nehmen wihrend der Kultur eine dreidimensionale Struktur
innerhalb des Bioreaktors an. Es wurde gezeigt, dass sie ihre differenzierte Funktion {iber
einen Zeitraum von bis zu vier Wochen beibehalten.

Einen zweidimensionalen Ansatz beschrieben Bader et al. [23] und de Bartolo et al. [24] mit
dem Flachmembran-Bioreaktor (FMB). Dieser besteht aus einer Vielzahl einzelner
Flachbettmodule, wovon jedes eine oxygenierende Oberfliche (PTFE-Membran) von
1150 cm? besitzt. Zur Zeit kdnnen bis zu 50 Module parallel genutzt werden. Isolierte
Hepatozyten werden zusammen mit nicht-parenchymalen Leberzellen im modifizierten
Sandwich (s. Kapitel 2.2.4) kultiviert und wunabhidngig vom Mediumfluss durch
Molekulardiffusion des Luftsauerstoffs durch die nicht-porése PTFE-Membran oxygeniert.
Die zweidimensionale Gestaltung ermoglicht die Kryokonservierung des Bioreaktors [25]
unter Erhalt von vollstindig differenzierten priméiren Zellen. Stabile Biotransformationsraten
und die Fdhigkeit zu Drug-Drug-Interaktionen bleiben fiir einen Zeitraum von drei Wochen
erhalten [26].

Als dreidimensionale Weiterentwicklung des FMB konzipierten Jasmund et al. [27] auf der
Grundlage eines Hohlfaseroxygenators einen Bioreaktor, der aus zwei Membranpaketen
besteht und eine verbesserte Sauerstoffzufuhr ermoglicht. In der ersten Kammer sind Lagen
aus Wirmetauschfasern und Lagen aus mikropordsen Oxygenierungsfasern kreuzweise
angeordnet, die zweite Kammer besteht nur aus Oxygenierungsfasern. Primire Hepatozyten
werden auf den duBeren Oberflachen der Hohlfasern kultiviert. Durch diesen Raum wird auch
das Kulturmedium perfundiert, so dass ein direkter Kontakt mit den Zellen besteht. Die
geringe BaugroBe des Oxygenators ermdglicht, besonders da kein Inkubator erforderlich ist,
sowohl eine gute Handhabbarkeit und als auch eine hohe Zelldichte (5 - 10" Zellen ml™).
Kultivierungen mit priméren porcinen Hepatozyten zeigten, dass die Zellen ihre Vitalitdt und
thren Primdrmetabolismus fiir mindestens drei Wochen beibehalten.

Die beschriecbenen Bioreaktoren wurden fiir den Einsatz als extrakorporales
Leberunterstiitzungssystem entwickelt, durch ihre BaugréBe (sehr hoher Zell- und
Wirkstoffbedarf) und mit Ausnahme des FMB auch den komplexen Autbau sind sie jedoch

fiir ein pharmakologisches in vitro-Screening ungeeignet.
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2.2 Pharmakologisches Screening in vitro

Stoffwechselwege, Wechselwirkungen und Nebenwirkungen neu entwickelter Medikamente
werden heute hauptsichlich in Tierversuche erforscht. Diese sind nicht nur ethisch umstritten,
sondern auch teuer, zeitaufwendig und bendtigen eine groBe Menge Wirkstoff. Zudem fiihren
sie aufgrund von Interspeziesdifferenzen nicht unbedingt zu humanrelevanten metabolischen
oder pharmakokinetischen Informationen [28]. Daher wurden verschiedene (humane) in vitro-
Modelle entwickelt, die die klinische Entwicklung eines Wirkstoffs besonders hinsichtlich
pharmakokinetischer Variabilitdt und Drug-Drug-Interaktionen erleichtern und verbessern
sollen. Dabei ist die Betrachtung der Interaktionen des Wirkstoffs mit dem CYP-System
besonders wichtig [29]. Die CYPs 2D6, 3A4 und 2C9 stellen gemeinsam mehr als 50 % der
gesamten menschlichen CYPs der Leber dar [30], und fast 80 % aller Medikamente werden
durch sie metabolisiert [31]. Werden die CYPs 1A2 und 2C19 hinzugerechnet, steigen beide
Werte auf {iber 80 % [30]. Vermehrtes Interesse richtet sich auch auf die Enzyme CYP 2B6
[32] und die Glukuronosyltransferase (Phase II) [33]. Die Interaktion eines neuen
Medikaments mit einem oder mehreren dieser CYPs kann zu klinisch relevanten
Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten fiihren, die von den gleichen Enzymen
metabolisiert werden. Die so erhaltenen invitro-Ergebnisse fiir die Absorption,
Metabolisierung und Interaktionen eines Wirkstoffs konnen auf den Menschen in vivo
extrapoliert werden. Diese Moglichkeit flihrte zur gegenwértigen Philosophie in der
Wirkstoffentwicklung: ,.fail early — fail cheaply” [28]. So konnen der Arzneimittel-
Metabolismus und mogliche Wechselwirkungen bereits verstanden werden, bevor ein
Medikament zum klinischen Einsatz kommt. Immer hiufiger werden bereits humane Modelle

eingesetzt, mit dem Ziel, Wechselwirkungen vollends zu vermeiden.

2.2.1 Rekombinante Enzyme

Eine Moglichkeit, komplexe Systeme oder Prozesse wie den Metabolismus zu verstehen,
besteht im Isolieren der kleinstmoglichen Einheit. Dabei handelt es sich hier um das fiir einen
metabolischen Stoffwechselweg verantwortliche Enzym. Die erstmalige Isolation von CYPs
und dem enzymatischen Co-Faktor Cytochrom P450-Reduktase gelang 1968/69 [34, 35] und
zog die derzeitigen Verfiigbarkeit so vieler CYPs nach sich. Die erste Aufreinigung einer
Isoform, heute als CYP 2B4 bekannt, gelang van der Hoeven et al. 1974 aus Phenobarbital-
induzierter Kaninchenleber [36], gefolgt von der Isolation und Aufreinigung verschiedenster
CYPs aus einer Vielzahl von Sdugetieren [37]. Anfang der 90er Jahre waren bereits iiber 100
verschiedene CYPs kloniert und sequenziert, darunter auch die wichtigsten humanen
Isoformen [38, 39]. Die Fortschritte der Molekularbiologie fiihrten zu einer transienten und
stabilen Expression von katalytisch aktiven CYPs in verschiedenen Expressionssystemen wie
Bakterien [40], Hefen [41], Insekten- [42] und Sdugerzellen [43]. Die Nutzung dieser cDNA
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exprimierten CYPs zur Analyse der Enzymfunktion und —struktur fiihrte zu einem besseren
Verstindnis der Substrat- und Inhibitorspezifitit verschiedener Isoformen [37, 43, 44]. Eine
zielgerichtete Mutagenese und die Expression der Mutanten fiir in vitro-Untersuchungen
wurden zu einer wichtigen Methode bei der Erforschung von Substrat-Enzym-Interaktionen
am aktiven Zentrum [45-48]. Die so gewonnenen Kenntnisse iiber humane CYP-Isozym-
Funktionen und -Spezifititen fiihrten zu ihrer Nutzung im High Throuput Screening und zu
Untersuchungen zum Isoform selektiven Metabolismus und zur Metabolitformation [49]. Die
Expression anderer flir den Metabolismus wichtiger Enzyme wurde weit weniger erforscht,
jedoch gewinnt das Phase [I-Enzym UGT zunehmend an Beachtung fiir weiterfiihrende

Metabolismus-Untersuchungen [50].

2.2.2 Subzellulare Fraktionen

Subzelluldre Fraktionen, also Mikrosomen, andere Zellorganellen und Leberhomogenate,
bilden das meistgenutzte in vitro-System zur Untersuchung von Arzneimittel-
Stoffwechselwegen. Die Entwicklung von Techniken zur Gewebehomogenisierung im Jahr
1936 [51] zeigte, dass Leberhomogenisate alle bedeutenden Phase I und Phase II Enzyme
enthalten. Nach der Entwicklung differenzierender Zentrifugationstechniken wurden diese
Enzyme einzelnen Organellen zugeordnet. Die Vorteile dieses Systems liegen in ihrer
einfachen Herstellung, ihrer Reproduzierbarkeit, der Moglichkeit zur langerfristigen Lagerung
und der ausreichenden Charakterisierung optimaler Inkubationsbedingungen [52]. Nachteilig
ist jedoch, dass einige Enzyme labil sind und fiir ihre Aktivitdt die Zugabe von Co-Faktoren
benoétigen, die durch die verminderte Zellintegritidt nicht mehr zur Verfligung stehen. Seit
Beginn der 60er Jahre [53, 54] werden mikrosomale Systeme als wichtiges Instrument zur
Erforschung von Arzneimittel-Stoffwechselwegen genutzt. Heutzutage werden die
Ergebnisse, die in Metabolismus-Studien zu spezifischen Medikamenten mit Mikrosomen
gewonnen werden, entweder mit den Ergebnissen aus parallelen Studien mit ganzen Zellen
verglichen, oder Daten aus Untersuchungen mit subzelluldren Fraktionen anderer Spezies
gegeniibergestellt [52]. Dabei stellen Mikrosomen die meistgenutzte subzelluldre Fraktion fiir

die Nutzung zum in vitro-Screening.

2.2.3 Leberschnitte

Seit Beginn des 20. Jahrhunderts werden Leberschnitte als in vitro-Modell fiir Metabolismus-
Studien eingesetzt [55]. Neue Bedeutung erlangte diese Methode um 1990 nach der
Entwicklung eines neuen Schneidegerits [56], mit dem Schnitte von konstanten Massen und
mit minimaler Zellschiddigung hergestellt werden konnten. Die Verbesserung des Schneiders
filhrte zur Entwicklung dynamischer organischer Kulturen [57], die eine Inkubation von

Leber- oder anderen Gewebeschnitten liber mehrere Stunden ermdglichten. Seit Anfang der
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90er Jahre wurden diese Technologien sowohl in der universitiren Forschung als auch von
der pharmazeutischen Industrie flir die Untersuchung von Stoffwechselwegen [55, 58],
Entgiftungsleistungen [59], Transportmechanismen und Mdoglichkeiten zur Kiihllagerung [58]
sowie der Kryokonservierung [55, 58] genutzt. Der Vergleich mit Hepatozytenkulturen zeigte
jedoch, dass Aufnahme und Abbau der Metaboliten im Leberschnitt allgemein niedriger
waren als in der Zellkultur. Die Methode der Leberschnitte als priadiktives Modell fiir
pharmakokinetische Forschungen verlor daher allgemein an Bedeutung [60]. Heutzutage
werden Leberschnitte hauptsdchlich fiir Kurzzeitstudien (bis zu vier Stunden) eingesetzt, um

metabolische Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies zu untersuchen [55].

2.2.4 Hepatozyten

Seit der Entwicklung geeigneter Isolierungsmethoden mit reproduzierbar hohen Zellzahlen
und -vitalitditen um 1970 [61, 62] gewann die Hepatozytenkultur als ganzzelliges in vitro-
Modell an Popularitit. Thre gewebespezifische Auspragung kommt der in vivo-Situation
deutlich néher als die von Zelllinien und Zellfragmenten. In Suspension zeigten die Zellen
jedoch schon innerhalb weniger Stunden eine hohe Abnahme der Vitalitidt und metabolischen
Leistung [63]. Mit der Verwendung adhérenter Zellkulturen konnte die in vivo-Situation der
Zellen besser imitiert werden. Sie iiberlebten jetzt ldnger, zeigten jedoch weiterhin den
Verlust der leberspezifischen Funktionen nach wenigen Stunden, da sich die Leberzellen
entdifferenzierten. Der FEinsatz von Wachstumsfaktoren und Hormonen, verbesserten
Kulturmedien und mit biologischen Matrizes beschichteten Oberflichen reduzierte die
Entdifferenzierung; die leberspezifischen Funktionen konnten nun einige Tage aufrecht
erhalten werden [64]. Die Methoden wurden zuerst an Sadugerhepatozyten (insbesondere
Rattenzellen) optimiert und dann auf die humane Leber {ibertragen. Diese Erfolge verschoben
den Interessenschwerpunkt von den damals (um 1970) primitiven Leberschnitten als
ganzzelligem Modell auf die Leberzellkultur [65]. In den 70er und 80er Jahren wurden die
Kryokonservierung [66], Suspensionskulturen und Langzeit-Monolayer-Kulturen von
Hepatozyten untersucht [67]. Der Entwicklung des Préizisionsschneiders fiir Leberschnitte trat
die Entwicklung verbesserter Kultivierungsmethoden fiir Hepatozyten, wie die Sandwich-
Kultur [68] oder die Gel-Immobilisierung [69], entgegen. Es wurde erkannt, dass der Erhalt
der Leberfunktionen in direktem Zusammenhang mit der Morphologie der Zellen steht. Bei
der Kultivierung konnte eine kontinuierliche Verflachung der Zellen beobachtet werden,
wobei sie ihre polarisierte Struktur verloren. Damit verloren die Zellen auch ihre
Kompartimentierung in Gallengang- und Sinusoidalraum, der gerichtete Transport konnte
nicht langer aufrecht erhalten werden und es kam zum Funktionsverlust [70]. Wesentliche
Vorteile konnten durch die Entwicklung des Sandwichmodells und anderer

Immobilisierungsverfahren erzielt werden, welche eine stabile Architektur der Leberzellen in
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Kultur erhalten. Neben Metabolismusstudien eignen sich diese Modelle speziell fiir die
Untersuchung humaner Enzyminduktionen auf mRNA-, Protein- und Enzymaktivititsebene.
Sie bieten eine wertvolle Moglichkeit fiir die Bewertung von Metabolismuswegen und Drug-

Drug-Interaktionen kommerzieller Arzneimittel [71].

Das Sandwich-Modell

Das Sandwich-Modell realisiert ein Maximum an Reorganisation der in vivo-Mikroarchitektur

der Hepatozytenmonolayer. Dafiir werden die Zellen mit einer Dichte von ca.
1,5 - 10° Zellen cm? auf einer Kollagenmatrix sedimentiert. Da die natiirliche Matrix in vivo
zum grofiten Teil aus Kollagen besteht, wird auch im in vitro-Modell Kollagen als
Matrixmaterial verwendet. Nach Ausbildung der Zell-Zellkontakte und der Reorganisation
der Gallengiinge werden die Zellen durch Uberschichtung mit einer zweiten Kollagenschicht
stabilisiert (s. Abbildung 2-4).

Gallengangskanélchen Hepatozyt

/’ |
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Abbildung 2-4: Sandwich-Kultur

In der klassischen Form des Sandwichs werden nur Hepatozyten zwischen den beiden
Kollagenschichten kultiviert [72]. Dafiir werden alle nichtparenchymalen Zellen bei der
Zellisolation durch eine aufwendige Percoll-Zentrifugation abgetrennt. Da es aber zum
Verlust einer Reihe von Leberfunktionen kommen kann, werden im modifizierten Sandwich
Kokulturen aus Hepatozyten und nichtparenchymalen Zellen kultiviert. Hier konnen die
leberspezifischen Funktionen {iber mehrere Wochen aufrecht erhalten werden [73]. Es
entsteht ein konfluenter Monolayer, bei dem die Zellen durch die Aufrechterhaltung einer
stabilen Architektur eine der in vivo-Situation entsprechende Morphologie aufweisen [74, 75]
und daher fiir Metabolismus-Studien gut geeignet sind [76]. Adulte Hepatozyten sind in vitro

allerdings nicht in der Lage zu proliferieren.
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2.25 DNA-Microarrays

Seit etwa zehn Jahren (Anfang der 90er) besteht die Moglichkeit, DNA-Fragmente bekannter
Sequenzen auf einen Glas- oder Nylontrdger fest aufzubringen (Microarray) [77]. Je nach
Lénge des ausgewidhlten DNA-Fragments des zu untersuchenden Gens werden Oligo-DNA-
Microarrays (20-25-mer Oligonukleotide) und cDNA-Microarrays (500-5000 Basenpaare)
unterschieden [78]. c¢DNA-Microarrays sind in der Lage, mehrere Tausend
Genexpressionsanalysen in einem einzigen Experiment durchzufiihren [77]. Nach der
Inkubation eines Pharmakons auf den Zielzellen (z.B. Hepatozyten) wird die gesamte mRNA
extrahiert und mit Hilfe der Reversen Transkriptase unter Verwendung fluoreszenzmarkierter
Oligo-dT-Primer in ¢cDNA umgeschrieben [77]. Alternativ kann auch unmarkierte cDNA
durch invitro-Transkription in markierte cRNA umgeschrieben werden. Dies wird bei der
Nutzung von Oligo-DNA-Microarrays bevorzugt [78]. Die Nutzung von Nukleotiden, die
entweder mit dem Farbstoff Cy3 oder Cy5 gekoppelt sind, ermoglicht eine gleichzeitige
Untersuchung von Test- und Referenzzellen [77]. Die synthetisierte cDNA bzw. cRNA wird
auf den Chip aufgegeben und hybridisiert mit der Array-DNA. Mit Hilfe eines Laserscanners
wird die Fluoreszenz der immobilisierten Proben bestimmt, wobei das Signal proportional zur
Konzentration der Probe ist [77].

Eine durch ein Pharmakon ausgeldste physiologische Anderung hat spezifische
Auswirkungen auf das Expressionsmuster einer Zelle. Diese Anderung im Vergleich zum
Expressionsmuster einer unbehandelten Zelle zeigt sich direkt im Hybridisierungssignal. So
kann direkt qualitativ und quantitativ bestimmt werden, um welchen Grad sich die Expression
des zugehorigen Gens verdndert hat und wie sich dies in der verdnderten mRNA-
Gesamtmenge der Zelle ausdriickt (Up-/Downregulierung, Uber-/Unter-Expression,
Induktion/Repression) [77]. Auch Mutationen in den betroffenen Genen lassen sich direkt
aufdecken [79]. Zudem kann die Expression der Gene zu unterschiedlichen Zeitpunkten
(Langzeitwirkung) und bei unterschiedlichen Bedingungen untersucht werden.

Eine Weiterentwicklung der DNA-Microarray-Technik stellen die Proteinmicroarrays dar, mit
denen auch die durch ein Pharmakon bedingten Verdnderungen im Proteinhaushalt der Zelle

bestimmt werden konnen [80].

2.3 Johanniskraut

Bei Johanniskraut-Extrakten handelt es sich um ein etabliertes pflanzliches Anti-
Depressivum. In jlingerer Zeit wurden jedoch mehrere Fille von Wechselwirkungen von
Johanniskrautextrakt-Préparaten mit anderen Medikamenten wie oralen Kontrazeptiva (,,Anti-
Baby-Pille*) [81], den Anti-Koagulantien Phenprocoumon [81] und Warfarin [82], dem Anti-
Asthmatikum Theophyllin [83], dem Immunsuppressivum Ciclosporin [81, 84], dem HIV-
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Protease-Inhibitor Indinavir [85] und weiteren Arzneistoffen bekannt. Es wurde durchweg
eine  Beeinflussung von Laborparametern (Prothrombinzeit) im  Sinne einer
Wirkungsabschwichung oder eine Absenkung der Plasmaspiegel der betroffenen Pharmaka
beobachtet. In  klinischen  Studien mit gesunden Probanden wurde eine
Plasmaspiegelabsenkung bei Digoxin [86], Phenprocoumon [87] und Amitriptylin [88]
nachgewiesen. Diese Daten deuteten im Zusammenhang mit Humanstudien zur Beeinflussung
des 6-B-OH-Cortisol/Cortisol — Verhéltnisses im Urin durch Johanniskrauttrockenextrakt [89,
90] auf eine Induktion des CYP-Systems als mogliche Ursache fiir die beobachteten
Wechselwirkungen hin.

Untersuchungen dieser Wirkungen ergaben eine Induktion von CYP 2C und 3A in vivo [90].
Moore et al. [91] fanden fiir drei verschiedene Johanniskraut-Extrakt-Praparationen und den
Inhaltsstoff Hyperforin eine Induktion von CYP 3A4 in humanen Hepatozyten, wihrend fiir
den Inhaltsstoff Hypericin und verschiedene Flavonoide keine Wirkung zu beobachten war.
Dagegen beschreiben Markowitz et al. [92] eine inhibierende Wirkung der Flavonoide.
AulBlerdem entdeckten Moore et al. [91] und Wentworth et al. [93], dass Hyperforin ein hoch
wirksamer Aktivator des Pregnane-X-Rezeptors ist, der fiir die Induktion der hepatischen
CYP 3A Genexpression als Reaktion auf Xenobiotika bekannt ist. Somit konnte
Johanniskraut eine eindeutig induzierende Wirkung von CYP 3A zugesprochen werden.
Wihrend  die  bisher  vorliegenden @ Daten  auf der  Anwendung  von
Johanniskrauttrockenextrakten und verschiedenen reinen Inhaltsstoffen  basieren,
unterscheiden sich weitere auf  dem Markt befindliche traditionelle
Johanniskrautzubereitungen wie Tee, Pulver in Kapseln, Olmazerate und Pflanzensifte in
threr Zusammensetzung von diesen zum Teil deutlich beziiglich ihres Gehalts an fiir
Johanniskraut typischen Inhaltsstoffen und den pro Tagesdosis verabreichten
Wirkstoffmengen.

Es besteht daher die Frage, ob alle diese Produkte aufgrund der bisher nur mit einzelnen
Priaparaten gesammelten Erfahrungen im Hinblick auf ihr Wechselwirkungspotential gleich
zu bewerten sind. Andernfalls erfordern Unterschiede zwischen den einzelnen Préparaten und
Inhaltsstoffen eine differenzierte Bewertung. Eine die Enzymaktivitit steigernde Wirkung von
Arzneistoffen beruht im Allgemeinen auf einer Induktion, eine aktivititsmindernde Wirkung
jedoch auf einer Inhibierung [94, 95]. Ein Wirkstoff kann somit sowohl die DNA- als auch

die Protein-Ebene beeinflussen.
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2.4 Ocxidativer Stress

Fiir die Funktion der Organe ist Sauerstoff eine unentbehrliche Energiequelle. Die Leber ist
eines der am stirksten sauerstoffabhingigen Organe. Fiir die Aufrechterhaltung der
metabolischen Funktionen verbraucht sie groBe Mengen O, [96]. Die Konzentration des im
Blut gelosten Sauerstoffs betrdgt dabei 13 % im periportalen und 4 % im perivendsen
Bereich. Wie verschiedene Untersuchungen gezeigt haben [97, 98], bringt eine Kultivierung
von Hepatozyten bei den in vivo beobachteten spezifischen Sauerstoffkonzentrationen aber
keine metabolischen Vorteile. Allerdings konnte bei Rattenhepatozyten beobachtet werden,
dass niedrige Sauerstoffkonzentrationen fiir das Zellwachstum und die Proliferation von
Vorteil sind [99, 100]. Die optimale Sauerstoftkonzentration liegt fiir die meisten
Sdugerzellen, abhingig von ihrer Sauerstoffempfindlichkeit [101], bei 20 %, entsprechend der
Umgebungsluft [102]. Dieser Unterschied zwischen den entsprechenden in vivo/in vitro
Sauerstoffpartialdriicken ist folgendermallen zu erkldren: Das die Leber erreichende Blut
enthilt nicht nur geldsten, sondern auch an Hamoglobin gebundenen Sauerstoff, wodurch eine
groBBere Menge als die gemessenen 4-13 % zur Verfiigung steht [97].

Sauerstoff ist ein universeller Elektronenakzeptor, der die Energiegewinnung aus
Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen ermdglicht. Bei diesen katabolischen Prozessen
entstechen freie Sauerstoffradikale und andere reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive
oxygen species) wie Superoxid (O,7), Hydroxylradikale (‘OH) und Wasserstoffperoxid
(H20) [103], welchen der Korper zusammen mit exogen aufgenommenen Radikalen
bestindig ausgesetzt ist [104]. Aber auch ein Sauerstoffiiberschuss (Hyperoxia) verursacht
eine verstirkte spontane ROS-Bildung [105]. Unter normalen physiologischen Bedingungen
wird die Mehrheit der ROS in der mitochondrialen Elektronentransportkette produziert, da
90 % des Sauerstoffverbrauchs des Kdorpers in den Mitochondrien zu Wasser reduziert wird
[106].

ROS werden jedoch auch in anderen biochemischen Reaktionen der Zelle gebildet, z.B. von
phagozytierenden Zellen wihrend des ,,respiratory burst, um Bakterien, Viren oder andere
Fremdstoffe zu eliminieren [107]. Die peroxisomale Produktion von H,0O, kann erheblich
ansteigen, wenn grofle Mengen Fett {iber die f-Oxidierung metabolisiert werden [108]. In
Gegenwart von Sauerstoff konnen auch verschiedene andere Ein-Elektronen-Transferwege
O,” und H,0, bilden. Beispiele hierfiir sind die Oxidierung von D-Aminosduren, die
Aktivierung von CYPs, der Abbau von Xanthine zu Harnsdure und die Autoxidation von
Catecholamin [109, 110]. Die Mehrzahl der Hydroxylradikale wird durch eine
metallabhidngige Aufspaltung von Wasserstoffperoxid gebildet [111]. Dabei ist die Eisen(III)-
abhingige Anreicherung von ‘OH die grofite zellulire Radikalquelle [112]. Ebenso sind
weitere Metalle sind in der Lage, anfangs gering reaktive Sauerstoffzwischenstufen zu starker

reaktiven ROS zu konvertieren.
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Obwohl dies normale Prozesse in der Zelle sind, besitzen ROS die starke Tendenz, anderen
Molekiilen Elektronen zu entzichen, um einen chemisch stabileren Zustand zu erreichen. Als
Folge sind sie in der Lage, verschiedenen zelluliren Komponenten oxidativen Schaden
zuzufithren. Diese Eigenart wird als ,,Sauerstoffparadoxon® bezeichnet: obwohl Sauerstoff
essentiell fiir die Energiegewinnung ist, ist er gleichzeitig schiadlich [113, 114]. Die Zelle
besitzt jedoch eine Reihe von antioxidativen Schutzmdglichkeiten. Ist das Verhéltnis des Pro-
Oxidant/Anti-Oxidant-Systems zu Gunsten der ROS verschoben, spricht man von oxidativem
Stress. Dieser kann entweder von einer erhdhten Exposition mit Oxidantien (z.B. auch
erhohte Sauerstoffkonzentration) oder von einem geschddigten Schutzsystem herriihren.
Unkontrollierter oxidativer Stress fiihrt zu Zellschddigungen wie z.B. Lipidperoxidation [115]
und damit Membranschiddigungen [116], DNA-Strangbriichen [117] und starken
Proteinverdnderungen [118]. Dies kann die Zellen sowohl zu unkontrolliertem Wachstum
stimulieren und zu malignen Zellen fiihren [119] als auch die metabolischen Funktionen der
Zellen beeintrachtigen, das Zellwachstum hemmen und letztendlich zum Zelltod fiithren [120].
Damit wird der oxidative Stress langfristig fiir Alterungsprozesse und die Entwicklung oder
Beschleunigung von Erkrankungen wie Arteriosklerose [111], Morbus Alzheimer,
Tumorerkrankungen [115], Altersdiabetes, sowie fiir chronisch degenerative Erkrankungen
des ZNS (z.B. Morbus Parkinson), der Lunge, des Intestinums, der Gelenke und des Auges
verantwortlich gemacht [121].

2.4.1 Antioxidantien
Fir den Schutz vor oxidativem Stress besitzen Zellen und Gewebe eine Reihe von
antioxidativ wirkenden Systemen. Dabei werden enzymatische und nicht-enzymatische

Antioxidantien unterschieden.

1. Enzymatische Antioxidantien:

Das wichtigste antioxidativ wirkende Enzym ist die selenabhidngige Glutathion-Peroxidase,
welche Sauerstoff- und Lipidperoxide reduziert [122]. Dabei wird das stark antioxidative
Tripeptid Glutathion (y-Glutamin-Cystein-Glycin) oxidiert. Die Superoxid-Dismutase setzt
Superoxidanionradikale in Wasserstoffperoxid um, welches dann von Katalasen und

Peroxidasen zu Wasser und Sauerstoff entgiftet wird.

2. Nicht-enzymatische Antioxidantien:

Die wichtigsten nicht-enzymatischen Antioxidantien sind die Vitamine E (fettloslich) und C
(wasserloslich). Von den E-Vitaminen wirkt wahrscheinlich ausschlieBlich a-Tocopherol
[123], welches sich in der Lipidphase der Zellmembranen und in Lipoproteinen (z.B. im

Blutplasma) befindet. Dort fiihrt es zu einem Kettenabbruch durch Addition eines
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Wasserstoffatoms an das ,,angreifende* Radikal, wodurch es selbst zu einem relativ stabilen,
schlecht reaktiven Radikal wird. Dieses diffundiert an die Oberfldche der Zellmembran und
wird dort durch wasserlosliche Wasserstoffdonatoren wie Vitamin C regeneriert [124]. Der
oxidative Abbau von Vitamin E wird durch Flavonoide (besonders Catechin, Epicatechin,
Quercetin und Resveratrol) verhindert. Auch Beta-Carotin und Ubiquinon k&nnen eine
wichtige antioxidative Rolle spielen, wobei ihre Wirkweise noch nicht vollstindig geklért ist
[125].

242 Vitamin C

Das wasserlosliche Antioxidantium Vitamin C (Ascorbinsdure) kann neben der Regeneration
von Vitamin E auch direkt Radikale reduzieren, z.B. aus Umweltbelastungen wie Autoabgase,
Ozon oder Zigarettenrauch, aber auch Sauerstoffradikale bei Inkubation mit erhdhten

Sauerstoffkonzentrationen (s. Abbildung 2-5):

HO
O _o
O + HO | —— H,0 + HO
HO oH

Abbildung 2-5: Antioxidative Wirkung von Vitamin C

Vitamin C ist nicht nur als Antioxidantium von Bedeutung, sondern auch fiir die Bildung von
Kollagen (Bindegewebe, Knochen, Knorpel, Dentin) und die Aufrechterhaltung der normalen
Funktion dieser Gewebe (Bildung von Hydroxyprolin aus Prolin). Daraus ldsst sich die
Bedeutung von Vitamin C fiir den Zustand der Leber erkennen. Vitamin C unterstiitzt die
hepatische Metabolisierung von Medikamenten (Biotransformation) durch seine Funktion,
Metabolite zu hydroxilieren oder zu reduzieren. Da der Mensch, ebenso wie das Schwein,
nicht die Fahigkeit besitzt, Vitamin C selbst aus Glukose zu synthetisieren (Defektmutation),
ist er auf die Zufuhr durch die Nahrung (250 mg pro Tag) angewiesen [126]. Die Leber ist in
der Lage, Vitamin C aus der oxidierten Form Dehydroascorbinsdure (DHA) zu recyceln
[127]. Dieses Recycling ist neben der Nahrungsaufnahme wichtig fiir die Konstanthaltung des
Vitamin C-Vorrats im Korper. Dabei ist besonders die Leistungsfahigkeit der Hepatozyten fiir
die DHA-Reduktion betrdchtlich.

Die an der Plasmamembran wirkende Ascorbinsdure ist als Schutz vor der oxidativen
Zellschadigung und Apoptose bekannt [128]. Thre Wirksamkeit ist sowohl in vivo bei
verschiedenen Krebserkrankungen (Kehlkopf-, Speiserohren-, Luftrohren-, Mundhdhlen-,

Magen- und Bauchspeicheldriisenkrebs) [129-135] als auch in vitro bei chromosomaler
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Schiadigung nachgewiesen [136, 137]. Zudem ist die stimulierende Wirkung in vitro auf das
Wachstum, die Proliferation und den Metabolismus verschiedener primérer Zellen [138-140]

dokumentiert.

2.5 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung von Zellen wird die physiologische Temperatur von 37°C auf eine
sehr viel niedrigere Lagerungstemperatur gesenkt. Diese muss so niedrig sein, dass das
System stabil eingefroren ist und physikalische Prozesse wie Rekristallisation oder
Devitrifikation nicht moglich sind. Tierische Zellen werden in der Regel bei —196°C gelagert

und konnen bei Bedarf wieder aufgetaut und kultiviert werden.

2.5.1 Schadigungsmechanismen

Wihrend des Einfrierprozesses konnen die Zellen durch Kristallbildung und -wachstum sowie
durch osmotische Reaktionen geschéadigt werden.

Wird eine Fliissigkeit abgekiihlt, bilden sich bei Erreichen des Gefrierpunkts nicht sofort
Kristalle. Die Losung unterkiihlt zundchst, bis ab einer bestimmten Temperatur die
Kristallisation einsetzt [141]. Nun steigt die Temperatur der Losung abrupt auf ihren
Gleichgewichtsfrierpunkt und es wird Kristallisationswarme freigesetzt. Durch diese schnelle
Temperaturdnderung konnen die Zellen geschidigt werden.

Fiir die Kristallisation ist die Bildung eines Kristallisationskeims notig. Dieser Vorgang ist in
groBen Volumina wahrscheinlicher als in kleinen [142], da die Akkumulation der
Mindestmolekiihlzahl hier leichter moglich ist. Fiir die Kryokonservierung von Zellsystemen
bedeutet dies, dass sich Kristalle zundchst im Extrazellularraum (EZR), also im Medium,
bilden, wihrend eine Kristallisation im Intrazellularraum (IZR) unwahrscheinlicher ist. Da in
wassrigen Losungen, also auch im Medium, zunichst reines Wasser ausfriert, werden die
Salze der verbleibenden Losung aufkonzentriert. Die Zellen reagieren hierauf mit
Wasserabgabe an den EZR, bis das osmotische Gleichgewicht wieder eingestellt ist. Wahrend
des Absenkens der Temperatur konnen zwei wesentliche Schédigungsarten auftreten, die

durch die Zwei-Faktor-Hypothese von Mazur [ 143, 144] beschrieben werden.

1. Osmotische Schiadigung der Zellen bei zu niedriger Kiihlrate

Wird die Kiihlrate so gering gehalten, dass die Losung an der Liquiduslinie entlang abgekiihlt
wird, kann sich das Gleichgewicht immer wieder neu einstellen. Dadurch werden die Zellen
stark entwéssert, es treten Konformationsinderungen und schlieBlich irreversible

Denaturierungen der Zellproteine auf, die zum Zelltod fiihren.
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2. Intrazelluldre Eisbildung bei zu hoher Kiihlrate

Wird eine zu hohe Kiihlrate gewdhlt, kann sich bei beginnender Eisbildung im EZR kein
neues osmotisches Gleichgewicht zwischen IZR und EZR einstellen. Hierdurch verbleibt
Wasser im IZR und kann dort auskristallisieren. Die intrazelluldre Eisbildung ist jedoch fiir
alle Zelltypen todlich, sobald die Kristalle groer als 300 nm werden [145]. Zudem dehnt sich
Wasser beim Gefrieren aus, so dass die Zellen zu einem gewissen Grad entwissert werden

missen, damit die Zellmembran beim Erstarren des Plasmas nicht zerreif3t.

Fiir eine erfolgreiche Kryokonservierung miissen also die bestmoglichen Bedingungen
gefunden werden, die eine Zellschddigung durch zu niedrige bzw. zu hohe Kiihlraten sowie

einen schnellen Temperaturanstieg durch freiwerdende Kristallisationswérme verhindern.

2.5.2 Kryoadditive

Die Zugabe von Kryoadditiven zum Einfriermedium wirkt der osmotischen Schadigung der
Zellen entgegen. Dabei werden makromolekulare Additive, wie HES, Dextran oder
Polyvinylpyrrolidon, und niedermolekulare Additive, zu denen DMSO und Glycerin gehoren,
unterschieden [146].

Die Wirkung der makromolekularen Additive, die nur im EZR wirken, beruht auf der
Erhohung der Viskositidt des EZR. Die Polymere binden Wasser in groBen Mengen in ihrer
Hydrathiille, wodurch weniger freies Wasser fiir die Kristallisation zur Verfligung steht und
die Unterkiihlbarkeit der Losung steigt. Daher erfolgt die Kristallisation im EZR bei
niedrigeren Temperaturen, bei denen jedoch bereits die Permeabilitit der Zellmembran fiir
Wasser herabgesetzt ist. Der Stoffaustausch iiber die Membran nimmt somit mit sinkender
Temperatur ab, die Zelle wird weniger stark entwissert. Zwar sind die makromolekularen
Kryoadditive nicht toxisch, wirken aber aufgrund ihrer GréBe nur im EZR und sind damit
hauptsdchlich fiir die Kryokonservierung kleiner, wenig komplexer Zellen wie z.B.
Erythrozyten geeignet.

Bei grofien, komplexen Zellen wie z.B. Hepatozyten kommen die niedermolekularen Additive
zum Einsatz. Sie wirken sowohl im EZR als auch im IZR, indem sie den Gefrierpunkt der
Losung senken. Dadurch wird die Membranpermeabilitdt der Zellen vermindert, die
osmotische Wasserabgabe erfolgt langsamer und es sind geringere Kiihlraten moglich. Zudem
erhohen sie die Viskositdt und puffern den Wassertransport, da ein Wasser/Additiv/Salz-
Komplex bei tieferen Temperaturen ausfriert und so den Salzgehalt der Losung senkt [147].
Durch die Verlangsamung der Eiskristallisationskinetik wird gleichzeitig die Neigung zur
interzelluldren Eisbildung verringert.

Ein haufig verwendetes niedermolekulares Kryoadditiv ist DMSO, welches jedoch

zelltoxische Eigenschaften besitzt. Aufgrund seiner Eigenschaft als Zwitterion kann es sich in
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die Zellmembran einlagern und ihre Stabilitdt beeintrachtigen. Zudem erhoht DMSO die
Osmolalitdt der Losung. Bei Zimmertemperatur liegt sie in einer Losung mit 10 % DMSO
Smal hoher als die physiologische Osmolalitit. Die Zelle reagiert darauf mit starkem
Wasserverlust. Ein schnelles Permeieren wiirde aber zu einer Membranschddigung fiihren.
Daher erfolgt die Aufgabe des Einfriermediums bei einer Temperatur von 0°C, da hier die
Permeabilitdt der Membran niedriger ist und DMSO innerhalb der Zellmembran aufgrund
geringerer kinetischer Energie weniger destabilisierend wirkt [148-150]. Beim Auftauen wird
das Einfriermedium durch das Auftaumedium so stark verdiinnt (in der Regel 1:10), dass die
osmotischen Effekte des DMSO vernachlédssigbar werden.

Der Einsatz von Kryoadditiven wirkt also der osmotischen Schidigung durch zu niedrige
Kiihlraten entgegen. Damit ist die Nutzung der niedrigen Kiihlraten moglich, eine Schidigung
durch intrazelluldre Eisbildung bei zu hohen Kiihlraten kann vermieden werden. Die
Schadigung der Zellen durch abrupte Erwdrmung auf den Gleichgewichtsfrierpunkt kann

durch ein sogenanntes Seeding, ein schnelles, gezieltes Gegenkiihlen, umgangen werden.

2.5.3 Kryokonservierung von Leberzellen

Leberzellen sind extrem anfillig fiir Schidigungen durch Einfrier- und Auftau-Prozesse,
sodass die Wahl des Kryoadditivs, dessen Konzentration sowie der Kiihl- und Auftauraten
entscheidend fiir das Uberleben der Zellen ist [151]. Da Leberzellen in vitro nicht
proliferieren, ist es sehr wichtig, eine geeignete Konservierungsmethode zu finden, die die
Zellschiadigung und den Verlust der spezifischen Funktionen minimiert. Dabei sollte das
Kryoprogramm Zellschddigungen durch lidngerfristige Aussetzung in der hyperosmotischen
Umgebung, durch intrazellulire Eisbildung [152] und einen Temperaturanstieg durch
freiwerdende Kristallisationswérme verhindern [151]. Die extrazelluldre Eisbildung sollte
induziert und die interne und externe Zellumgebung stabilisiert werden [153, 154].

Die Kryokonservierung von frisch isolierten Zellsuspensionen zeigte bisher wenig Erfolg. Die
Kultureigenschaften der Hepatozyten wurden durch den Einfrierprozess stark verdndert: Zwar
betrug die Vitalitdt der Zellen direkt nach dem Auftauen 30-80 %, nahm aber bereits nach
kurzer Zeit beachtlich ab [155, 156]. Zudem kam es zu einer sehr schlechten Adhéirierung der
Zellen [5, 157], verbunden mit Verdnderungen der Morphologie [158, 159] und einer
beeintrichtigten Funktionalitdt [160, 161]. Die synthetischen Prozesse wie Glukoneogenese
[162] und Proteinsynthese (z.B. Albumin) [163] verringerten sich, die Phase I-Aktivitit sank
bis auf 10 % [164] und die Phase II-Aktivitit verschwand nahezu vollstindig [165]. Dabei
waren zytosolische Enzyme am stirksten betroffen, die Sulfokonjugation nahm stirker ab als
die Glukuronidierung [165]. Mit diesem Verfahren konnen kryokonservierte Hepatozyten-
Suspensionen nur fiir Kurz-Zeit- (< 12 h), nicht jedoch Lang-Zeit- Untersuchungen genutzt
werden [166].
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Dieser bezeichnende Funktionalitits-Verlust wird von Membranschadigungen, bedingt durch
den enzymatischen Verdau wihrend der Zellisolierung, hervorgerufen [152]. Werden die
Hepatozyten bereits vor der Kryokonservierung in Kultur gebracht, kann eine Regeneration
der Membranstabilitit und somit eine grofBere Widerstandsfahigkeit gegen osmotischen Stress
ermoglicht werden [72]. Die Schiadigungen konnen auch durch eine Anwendung der nicht-
enzymatischen Isolierungstechnik mittels EDTA-Perfusion vermieden werden [167, 168],
allerdings ist die Zellausbeute in diesem Fall deutlich geringer und die Methode gerade fiir
humane Leberstiicke somit ungeeignet [169].

Eine 24-stiindige Vorkultivierung der Zellen hat sich als besonders giinstig herausgestellt
[170], wobei die Kultivierung als Suspensionskultur [171], Enkapsulierung in Kalzium-
Alginat [171, 69] oder als Sandwich [173-175] erfolgen kann. Gerade die Kultivierung als
Monolayer ermdglicht einen einheitlichen Einfluss der Temperaturanderungen auf die Zellen,
wobei die extrazellulire Matrix einen zusitzlichen Schutz bietet [152]. Auf diese Weise
eingefrorene Zellen zeigen unabhédngig von der Lagerungszeit nach dem Auftauen eine hohe
Uberlebensrate, eine andauernde Proteinsynthese (Albumin) und eine CYP-Aktivitit iiber
zwel Wochen in Kultur [152, 153, 173-175]. Dies ist besonders bei immobilisierten Kulturen
wichtig, da keine Moglichkeit besteht, tote Zellen oder Zelldebris nach dem Auftauen zu
entfernen [153]. Bisher wurden Hepatozyten hauptsdchlich als Suspension in speziellen
Kryobeuteln [170, 171] oder als Monolayer in Zellkulturflaschen bzw. Petrischalen [152, 153,
173-175] eingefroren, jedoch konnte mit Ausnahme des FMB [25] bislang kein
Bioreaktorsystem als funktionelle Einheit kryokonserviert werden [152]. Dies verdeutlicht die

Bedeutung der Entwicklung eines geeigneten Kryoprogramms fiir den Mini-Bioreaktor.

2.5.4 Mathematische Modellierung des Temperaturverlaufs an der Zellschicht

Fiir eine einfachere Ubertragbarkeit des Kryoprotokolls auf andere, #hnliche Systeme kann
der Temperaturverlauf an der Zellschicht rechnerisch approximiert und mit der tatsachlich in
der Mediumschicht gemessenen Temperatur verglichen werden. Dafiir wird ein stark
vereinfachtes Modell herangezogen, welches nur die Wairmeleitung, nicht aber die
Wiérmekonvektion und die Warmestrahlung beriicksichtigt [25].

Ausgangspunkt fiir die Berechnung des Wiarmeiibergangs durch stationdre Warmeleitung in
ruhenden Medien ist das Fourier’sche Grundgesetz der Warmeleitung [176]. Fiir eine ebene

Schicht lautet dieses:
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Q= A amT (1)
o
mit Q = Wirmestrom [W]
A = Wirmeleitfihigkeit [Wm' K]
0 = Schichtdicke [m]
A =Oberflache [m?]
AT = Temperaturdifferenz [K]

Daraus ergibt sich der Warmedurchgangskoeffizient k:

=2 2)

bzw. Z% bei mehrschichtigen Durchgéngen (unter Vernachldssigung der

Wirmetibergangskoeffizienten).

Die aufgenommene bzw. abgegebene Wiarmemenge des Mediums iiber die Zeit betrdgt damit:
Q=k[AIAT @ =mle[T (3)

mit Q = Wirmemenge [J]
k = Wirmedurchgangskoeffizient[W m2? K]
t = Zeit [s]
m = Masse [kg]
¢ = spezifische Wiarmekapazitit [J kg' K']

T = momentane Temperatur [K]

Bei variablem Wérmestrom gilt:

dQ = k CALAT [elt = me [T 4)
und somit
KLALT, -T)dt =mlel(T -T,) (5)
wobel TM > TK und T] > Tz
mit Ty = Mediumtemperatur [K]
Tx = Kammertemperatur [K]
T; = Isttemperatur [K]

T, = Solltemperatur (K]
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Die Auflosung nach der Medientemperatur und Integration nach der Zeit fiihrt zu:

KA
TM :(Tl_Tz)Ba mi +TK (6)
bzw. Ty =al, +(1-a), (7)

KA
a =em™

Im Fall einer Eisbildung dndert sich im  vorliegenden  System  der

Wirmedurchgangskoeftizient k der Mediumschicht:

A A
K. = Kyoqun +Keg =| = +HZ 8
ges Medium Eis (JJMedium (Jjas ( )

Zwar sind die Schichtdicken des Einfriermediums und die des Eises bei vollstindig gefrorener

Schicht bekannt, jedoch dndern sich diese wihrend des Einfriervorgangs. Somit ergibt sich:
Jg&s = 5Medium + 5Eis (9)

Mit Hilfe der Liquiduskurve fiir ein H,O-DMSO (2M) —NacCl (0,9Vol%) Gemisch kann der
prozentuale Eisgehalt der Schicht ndherungsweise ermittelt werden [177]. Dieser wird

berechnet durch:
E(t) =39,1950nT'-58,691 (10)

mit E(t) = prozentualer Eisanteil

T = Temperatur [°C]

Durch die Berechnung von E(t) ergibt sich auch die Dicke der Eisschicht dgj. Damit gilt fiir

den Wirmedurchgangskoeffizienten k der Mediumschicht:

A A
k es — kMedium + kEis :[ J +(_j (11)
’ Jg&s - 5Eis Medium 5 Eis

Durch Einsetzen in Gleichung (7) kann die Medientemperatur Ty bei vorgegebener
Kammertemperatur Tx berechnet werden, wenn T; die Anfangstemperatur der Probe und T,
als Solltemperatur gleich der Kammertemperatur ist. So wird schrittweise die
Medientemperatur wihrend der gesamten Kryokonservierung errechnet, indem die ermittelte

Medientemperatur jeweils als neue Isttemperatur T; eingesetzt wird.
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3 Der Bioreaktor

Aufbauend auf die vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe Bader zur invitro-
Oxygenierung von Leberzellen mit Hilfe von gaspermeablen biokompatiblen Membranen [4,
24,178, 179] wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Augustinus Bader und Herrn Riidiger van
der Fecht, ehemaliger Leiter der Zentralen Forschungswerkstatt der MHH, der in dieser
Arbeit beschriebene und charakterisierte Mini-Bioreaktor entwickelt. Er stellt ein Scale-Down
der bis dahin vorhandenen Kultursysteme (FMB) dar und wurde vom Deutschen Patent- und
Markenamt (DPMA) patentiert [180].

3.1 Aufbau
Der Bioreaktor besitzt die Dimensionen einer herkommlichen 24Well-Zellkultur-Platte. In
Abbildung 3-1 sind die Einzelteile, aus denen der Mini-Bioreaktor zusammengesetzt ist,

dargestellt.

Abbildung 3-1: Einzelteile des Mini-Bioreaktors

Unter das Hauptteil aus Polycarbonat werden eine gaspermeable Membran (25 pm
Schichtdicke), eine Silikon-Dichtung und ein Metallboden geschraubt. Abbildung 3-2 zeigt
den fertig zusammengesetzten Bioreaktor.

Der Bioreaktor hat somit nur die gaspermeable Folie als Bodenfldche, Zellen konnen direkt
darauf kultiviert und damit auch mikroskopiert werden. Die Folie besitzt unter Normalbedin-
gungen eine Sauerstoffpermeabilitit von 11,6 - 10° cm® m? d™'. Somit steht den Zellen pro
Well (1,77 cm?) und Tag eine maximale Sauerstoffmenge von 90 umol O, zur Verfligung.
Primire porcine Hepatozyten besitzen einen Sauerstoffbedarf von 26-78 pmol 24 h™' 107
Zellen [181]. Bei einem Inokulum von 250.000 Hepatozyten pro Well liegt der tigliche
Sauerstoftbedarf also bei 6,5-19,5 pmol O,. Damit steht den Zellen 5-14mal mehr Sauerstoff



3. Der Bioreaktor 29

zur Verfligung als sie benotigen, eine vom Medium unabhingige Sauerstoffversorgung ist

gewdhrleistet.

Abbildung 3-2: Zusammengesetzter Bioreaktor

Fiir die Zellkultur wird der Reaktor mit einem Deckel verschlossen und in eine Halterung
gestellt, die die direkte Sauerstoffkonvektion der Umgebungsatmosphire zur Unterseite des
Bioreaktors zulésst (Abbildung 3-3).

Abbildung 3-3: Einsatz des Bioreaktors fiir die Zellkultur

Der Autbau der Zellkultur ist am Beispiel fiir Hepatozyten schematisch in Abbildung 3-4
dargestellt.
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Medium Kollagen
Hepatozyten- Silikon-
Monolayer Dichtung
Bodenplatte O, mit Kollagen benetzte

gaspermeable Membran

Abbildung 3-4: Schematische Darstellung einer Hepatozytenkultur im Mini-Bioreaktor
(Betrachtung fiir ein Well)

3.2 Anforderungen und Eigenschaften

Fiir den generellen Einsatz zum pharmakologischen Screening werden an die Eigenschaften

des Bioreaktors folgende Anforderungen gestellt:

* Sauerstoffversorgung unabhingig von der Medienversorgung

* Mikroskopische Kontrolle der Zellmorphologie

* Eignung fiir die Kultivierung verschiedener primérer Zellsysteme

* Erbringung gewebespezifischer Leistungen

* FEignung fiir die Untersuchung von oxidativem Stress und somit das Screening von
Antioxidantien

* Kryokonservierbarkeit

Durch die Konstruktionsweise des Mini-Bioreaktors werden somit zwei der gestellten
Anforderungen erfiillt: eine vom Medium unabhingige Sauerstoffversorgung und die
mikroskopische Kontrolle der Zellkulturen.

Das definierte Einfrieren adhérenter Zellen ist besonders in Zellplattensystemen mdoglich, wie
sie in dem Bioreaktor realisiert werden. Da sich alle Zellen in gleichen definierten Abstinden
von der Kiltequelle befinden, kann die beim FEinfrierprozess freiwerdende intrazelluldre
Kristallisationswiarme besonders gut in einer homogenen Form gegenreguliert werden. Damit
sollte auch die Kryokonservierung der Hepatozyten im Bioreaktor moglich sein.

Ob auch diese und die weiteren Anforderungen erfiillt werden, ist Gegenstand der folgenden

Untersuchungen.
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4 Material und Methoden

In diesem Kapitel sind die Durchfithrungen der verschiedenen Versuche beschrieben. Genaue

Angaben zu Geriten, Materialien und Chemikalien finden sich im Anhang.

4.1 Zellisolationen, Kultivierungen und Farbungen
Die generelle Eignung des Mini-Bioreaktors wurde anhand der Kultivierung verschiedener
primérer Zellen untersucht. Ihre Gewinnung und Kultivierung sowie die Kollagen-Extraktion

(Sandwich-Kultur der Hepatozyten) sind im Folgenden beschrieben.

4.1.1 Kollagen-Extraktion

Losungen:

NaCl-Losung 1 % und 30 %

Essigsdure 3 %

Losungaus 5 % NaCl + 0,6 % Essigsaure
HCI I mM

Extraktion:

Fiir den Aufbau der modifizierten Sandwich-Kultur wurde Kollagen aus Rattenschwénzen
nach der Methode von Elsdale und Bard [182] extrahiert. Diese wurden bei —20°C gelagert
und bei Bedarf in Wasser aufgetaut. Zunidchst wurde die Haut abgezogen und die
Kollagenfasern mit einer Klemme vom Schwanz abgedreht. Die so erhaltenen Streifen
wurden in 1 % NaCl-Ldsung gesammelt, dann mit Wasser gespiilt und iiber Nacht bei 4°C in
eine langsam geriihrte 3 % Essigsdure (200 ml/Schwanz) gegeben.

Am folgenden Tag wurde die entstandene Suspension durch eine Gazebinde filtriert, um die
aufgequollenen Fasern zuriick zu halten. Die aufgefangene Losung wurde fiir eine Stunde bei
13000 g und 4°C zentrifugiert. Der dabei erhaltene Uberstand wurde weiter aufgearbeitet und
das Pellet verworfen. 30 % NaCl-Losung wurde entsprechend '/s des erhaltenen Volumens
abgemessen und der Losung iiber Nacht zutropfen gelassen, wobei die Fliissigkeit langsam
geriihrt wurde.

Am nichsten Tag wurde die Losung bei 4500 g und 4°C fir 30 min zentrifugiert, der
Uberstand dann verworfen und das Pellet in 5 % NaCl + 0,6 % Essigsiure (50 ml/Schwanz)
resuspendiert. Diese Losung wurde dann erneut fiir 10 min bei 4500 g und 4°C zentrifugiert,
der Uberstand wiederum verworfen und das Pellet in 5% NaCl + 0,6 % Essigsiure
(50 ml/Schwanz) resuspendiert. Die Kollagenlosung wurde in Dialyseschlduche gefiillt und
diese fiir 5 Tage bei 4°C in 1 mM HCI langsam geriihrt. Dabei wurde die HCI-Losung tiglich

gewechselt.
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Danach wurde das Kollagen in sterile Flaschen gefiillt, 3 %o Chloroform zugegeben und so
lange mit leicht gedffnetem Deckel bei 4°C ruhen gelassen, bis sich das Chloroform
vollstidndig aufgeldst hatte (2-3 Tage).

Diese Stammlosung wurde nun entweder bei 4°C gelagert oder zum Gebrauch mit 1 mM HCl
auf eine Endkonzentration von 1,11 mg ml™ eingestellt. Das extrahierte Kollagen besteht zum

grofiten Teil aus Typ [-Kollagen, stellt jedoch eine Mischung verschiedener Typen dar.

412 Hepatozyten

Losungen:
Alle Isolationspuffer: in Aqua bidest., pH 7,4, miissen steril filtriert werden

Puffer I: wird vor der Zellisolation durch Zugabe von EGTA (4 ml 1™
aus Puffer II hergestellt
EGTA: 50 mM
Puffer II: NaCl 83gl’
KCl 0,5¢1"
HEPES 24 gl
Puffer III: NaCl 39gl!
KClI 05gl"
HEPES 24¢1!
Glukose 20gl!
Puffer IV: HBSS (10x) 100 ml I'!
HEPES 24¢1!
BSA 20gl!
Glukose 1,0g1"
CaCl, - H,O 03gl?
Collagenase: 250 mg/Isolation (500 ml Puffer III)
CaCly: 200 mM
Premix Penicillin 9070 kU I'!
Streptomycin 91g I
Glutamin 26,5¢g1"
Insulin 3628 U I
Glucagon 317,5 ug 1!

Prednisolon 18,14 mg I
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10x DMEM DMEM 100 mg I
NaHCO; 37gl!
WE William’s Medium E 500 ml
Premix 27,2 ml

Fotales Kélber Serum 25 ml

DIF HybridoMed DIF 1000 Medium 500 ml
Premix 27,2 ml
Isolierung:

Fiir die Isolierung von Leberzellen wurden weibliche Schweine der Deutschen Landrasse mit
einem Gewicht von 15-20 kg vom Institut fiir Tierzucht und Tierverhalten Mariensee
bezogen. Die Leberentnahme erfolgte an der Tierdrztlichen Hochschule Hannover. Die Tiere
wurden vom Tierpfleger narkotisiert und die Hepatektomie nach der von Siewert 1997 [183]
beschriebenen Methode durchgefiihrt. Der Brustraum des Tieres wurde eroffnet und die
Pfortader der Leber abgeklemmt. Durch eine Perfusionsnadel wurde das Organ mit 4°C kalter
Ringer-Losung perfundiert, bis es hell und somit ausgeblutet war. Nun wurde die Leber
entnommen und die Gallenfliissigkeit durch Punktion abgesaugt.

Die Leberzellisolation erfolgte in Anlehnung an die von Seglen (1976) [62] und Hoogenboom
(1989) [184] beschriebenen Methoden. Das Organ wurde in 4°C kalter Ringer-Losung in das
Labor gebracht und eine grofle Kaniile in die Pfortader eingenéht. Hierdurch wurde das Organ
mit 1,5 Litern Puffer I perfundiert, um es vollstindig zu entbluten. Dieser Puffer enthilt
EGTA, um eine Blutgerinnung zu vermeiden. AnschlieBend wurde die Leber mit der gleichen
Menge Puffer II perfundiert, um das EGTA wieder zu entfernen, da es eine inhibierende
Wirkung auf Collagenase besitzt. Nun folgte eine 30 miniitige Perfusion mit 500 ml
Collagenase-haltigem (0,05 %) Puffer III, um das Bindegewebe anzudauen und so die
Hepatozyten herauszuldsen. Dieser Puffer wurde rezirkulieren gelassen und nach kurzer Zeit
mit 10 ml CaCl, (200 mM) versetzt, um letzte EGTA-Reste zu binden. AnschlieBend wurde
die Leber mit Puffer IV iibergossen, mechanisch zerkleinert und die entstandene
Zellsuspension durch eine Nylongaze (auf Eis) filtriert. Alle weiteren Schritte erfolgten bei
4°C. Das Filtrat wurde bei 75 g und 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert und dann je nach
Aufreinigungsgrad zwei- bis dreimal in Puffer IV gewaschen und rezentrifugiert. Das
entstandene Zellpellet wurde in WE aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Die Vitalitét
der Schweinehepatozyten lag in der Regel bei tiber 90 %, Ausbeuten von etwa 10 - 10° Zellen
wurden erreicht. Diese Isolationsmethode fiihrt zu einer Suspension aus Hepatozyten sowie

nicht-parenchymalen Zellen.
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Kultivierung:
Bevor das Rattenschwanz-Kollagen eingesetzt wurde, wurde es 10:1 mit 10x DMEM versetzt,

um einen neutralen pH-Wert zu erhalten und das Aushérten des Kollagens zu begiinstigen.
Die Wells des Bioreaktors wurden mit Kollagen benetzt, indem dieses in die Wells gegeben
und sofort wieder abgenommen wurde. Danach wurde eine Zellsuspension mit 500.000
vitalen Hepatozyten/ml in WE angesetzt und davon jeweils 0,5 ml/Well aufgegeben. Die
Zellen wurden fiir 90 min adhirieren gelassen, dann wurde der Uberstand mit nicht-
adhérierten (toten oder stark geschidigten) Zellen abgesaugt und 250 ul/Well WE-Medium
aufgegeben. Dies fiihrt zu einer Kokultivierung von Hepatozyten und nicht-parenchymalen
Zellen. 48 Stunden nach der Isolation wurde eine deckende/stabilisierende zweite
Kollagenschicht aufgebracht (250 ul/Well), fiir eine Stunde hirten gelassen und die Zellen
mit 250 pl/Well DIF-Medium gefiittert [68]. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 48 Stunden.

4.1.3 Endothdlien

Losungen:
PBS, pH 7,4: NaCl 8,0gl’
KCl 02¢gl!
Na,HPO, 1,44 gl
KH,PO,4 024 g1’
Medium: EGM: Endothelial Cell Growth Medium

Priparation:
Die Zellisolierung erfolgte aus porcinen Arterienstiicken nach der von Lindl [185]

beschriebenen Methode. Die Arterie wurde fiir eine Stunde in 4°C-kithlem PBS (3x
Pen/Strep) desinfiziert, dann dreimal mit frischem PBS (3x Pen/Strep) gewaschen und
geoffnet. Das Endothel wurde in einem Zug von der Oberfliche abgeschabt und in ein
Zentrifugenglas mit Medium (EGM) tberfiihrt, 10 min bei 250 g zentrifugiert und zweimal
mit Medium gewaschen. Die Zellen wurden in eine Kulturflasche mit 5 ml Medium {iberfiihrt
und fiir eine Woche ohne Mediumwechsel inkubiert. Danach wurde zweimal wochentlich ein

Mediumwechsel vorgenommen, konfluente Endothelien wurden 1:2 gesplittet.

Kultivierung:
Die Wells des Bioreaktors wurden mit Gelatine benetzt. Dann wurden die Zellen in einer

Dichte von 25.000 Zellen/Well in EGM-Medium aufgegeben. Die Adhisionszeit betrug
60 min, dann wurden die nicht-adhdrierten Zellen abgesaugt und 250 pul/Well Medium
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aufgegeben. Wiéhrend der anschlieBenden Kultivierung erfolgte zweimal wochentlich ein

Mediumwechsel.

4.1.4 Fibroblasten

Losungen:
Medium: DMEM
FCS 15 %
Penicillin/Streptomycin = 1 %
Isolierung:

Fir die Isolierung von Fibroblasten wurden humane Venen aus der Herz-Thorax-
GefaBchirurgie der MHH verwendet. Die Adventitia der Venen wurde mit Hilfe einer Pinzette
abprépariert und in kleine Stiicke (ca. 0,25 cm?) zerschnitten. Diese Stiicke wurden auf den
Boden einer Petrischale ,,geklebt”, leicht antrocknen gelassen und die Petrischale dann auf
den Kopf gedreht, sodass sich die Stiicke festsaugen konnten. Nach 15 Minuten wurde die
Schale wieder umgedreht und mit einer 100 pl-Pipette vorsichtig ein Hof aus Medium um die
einzelnen Stiicke gezogen (Befeuchtung). Nach 4-8 Tagen wuchsen Fibroblasten aus den

Stiicken aus.

Kultivierung:
Die Fibroblasten wurden mit Hilfe von Trypsin von den Petrischalen abgelost und in

Kulturflaschen iiberfiihrt. Fiir die Bioreaktoren wurden die Zellen abtrypsiniert und in einer
Dichte von 25.000 Zellen/Well ausgesét. Ein Mediumwechsel fand zweimal wdchentlich mit
je 250 pl Medium/Well statt.

4.1.5 Chondrozyten

Losungen:

Medium: IMDM

CaCl,, 1 M: CaCl,-2H,0 147gl"
Losung A: Tris-Stock, 1 M, pH 7,5: Tris HCI 127 g I

Tris Base 236gl!

Losung B: NaCl-Stock, 5 M: NaCl 2922 gl
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Waschpuffer: Losung A 100 m1 1"
Losung B 30 ml 1
CaCl, 2mll"
BSA 1gl!

Férbepufter: Losung A 100 ml 1!
Losung B 30 ml 1
CaCl, 2ml 1"
BSA 10g1?

Quelle:

Chondrozyten aus einem Gelenkknorpel aus humanem Knie wurden von Biochrom (Berlin)

bezogen.

Kultivierung:

Die Chondrozyten wurden in mit Kollagen beschichtete Kulturflaschen {iberfiihrt und alle
zwei Tage das Medium (IMDM) gewechselt. Die Wells der Bioreaktoren wurden mit
Kollagen benetzt und die Zellen in einer Dichte von 100.000 Zellen/Well ausgesdt. Ein
Mediumwechsel fand jeden zweiten Tag mit je 250 pul Medium/Well statt.

Histochemie:

Fiir die histochemische Farbung der Chondrozyten wurde das Medium aus den Wells entfernt
und die Zellen mit 200 ul/Well Aceton (-20°C) fiir 8 min fixiert. Nachdem die Zellen
getrocknet waren, wurden sie 5 min in Waschpuffer gewaschen. Dann wurden mit 0,3 %
H,0; in Waschpuffer fiir 30 min (Inkubation im Dunkeln) die endogenen Peroxidasen
blockiert. AnschlieBend wurden die Zellen einmal mit Waschpuffer gewaschen und dann mit
Ziegenserum (da sek. AK aus Ziege) fiir 15 min der Hintergrund blockiert. Danach wurde das
Serum abgenommen und direkt fiir eine Stunde der primére Antikorper (1:250 in Féarbepufter)
aufgegeben. Nun wurden die Zellen dreimal mit Waschpuffer gewaschen und der sekundire
Antikorper (1:50 in Féarbepuffer) fiir 30 min aufgegeben. Wahrenddessen wurde der Avidin-
Biotin-Komplex (ABC) angesetzt und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser ist
Peroxidase gekoppelt und lagert sich an den sekundidren Antikdrper an. Der sekundire
Antikorper wurde abgenommen, die Zellen dreimal mit Waschpuffer gewaschen und der
ABC fiir 30 min aufgegeben. Anschlieend wurden die Zellen wieder dreimal in Waschpuffer
gewaschen und dann DAB (Di-Amino-Benzidine, Substrat fiir Peroxidase) fiir 7 min
aufgegeben. Danach wurden die Zellen dreimal in Aqua dest. gewaschen und dann der

Bioreaktor aufgeschraubt und die Membran entnommen. Sie wurde 4 min mit Hdmalaun
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gegengefarbt, dreimal mit Aqua dest. gespiilt und dann 10 min unter Leitungswasser geblaut.
Nach kurzem Abspiilen mit Aqua dest. wurde die Folie fiir je 2 min in 96 % und 100 %
Ethanol und anschlieend je 5 min in zwei Xylolbddern (100 %) entwéssert. Nun wurde die
Membran zerschnitten, weitere 5 min in Xylol gegeben und dann die Zellen der einzelnen
Wells mit Eukitt auf Objekttragern eingedeckelt. Die Chondrozyten erscheinen als braune

Zellen mit blauem Kern im Durchlichtmikroskop.

4.1.6 Cardiomyozyten

Losungen:
Aufbewahrungsmedium: MEM
Glutamax 1%
Waschmedium: MEM
Glutamax 1%
Dnase 0,05 %
Horse Serum 10 %
Kulturmedium: DMEM/F12
Horse Serum 10 %
HEPES 75 uM

PFA (Para-Formaldehyd): 3 % (w/v) in PBS
bei 55°C mindestens 1 h rithren
nach Klarung in Eiswasser liberfiihren
iber Faltenfilter filtrieren
Aliquots bei —20°C lagern

Isolierung:
Die Isolierung von Cardiomyozyten wurde mit Herzen aus Embryonen von trachtigen Ratten

(E11-E12, Sprague Dawley) durch Mitarbeiter der Herz-Thorax-GefaBchirurgie ausgefiihrt.
Die genaue Methode ist im Anhang (s. Kapitel 8.5) beschrieben.

Kultivierung:
Die Zellen wurden in einer Dichte von 25.000 Zellen/Well ausgesit. Ein Mediumwechsel

fand jeden zweiten Tag mit 250 pul Medium/Well statt.
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Histochemie:

Am 5. Kulturtag wurden die Cardiomyozyten nach Mediumabnahme fiir 30 min mit 3 % PFA
fixiert. Dann wurden sie mit Waschpuffer 5 min gewaschen und mit 4 % Ziegenserum und
0,3 % Triton fiir 15 min der Hintergrund blockiert. AnschlieBend wurde der primére
Antikorper (1:1000 in Farbepuffer) fiir 60 min aufgegeben. Dann wurden die Zellen dreimal
in Waschpuffer gewaschen und der sekundire Antikorper (1:100 in Féarbepuffer) fiir 30 min
aufgegeben. Danach wurden die Zellen erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen und fiir
S5min im Dunkeln mit DAPI zur Kernfirbung inkubiert. AnschlieBend wurden die
Cardiomyozyten je dreimal griindlich mit Waschpuffer und Aqua dest. gewaschen. Danach
wurde der Bioreaktor aufgeschraubt, die Membran entnommen und in Ethanol und Xylol
entwissert (s. Chondrozyten). Nach dem Zerschneiden der Folie wurden die Préparate mit

Kaiser’s Glyceringelatine eingedeckelt.

4.1.7 Nervenzellen
Alle Arbeiten mit Nervenzellen fanden durch die Mitarbeiter der GBF Braunschweig statt
[s. Doktorarbeit Corinna Mauth].

Losungen:

Medium: DMEM/F12
N2-Supplement
bFGF 20 ng ml™
FCS 10 %
Ascorbinsdure 100 uM

Isolierung:

Die Isolierung der Nervenzellen fand aus undifferenzierten, neuronalen Progenitoren aus dem
ventralen Mesencephalon der Ratte (E12) statt. Stiicke des ventralen Mesencephalons wurden
freiprapariert, in Ca- und Mg-freiem HBSS gesammelt und in 1 mm?® grofe Stiickchen
zerschnitten [186]. Diese wurden mechanisch zerrieben und die Zellen in einer Dichte von

50.000 Zellen/Well im Bioreaktor (mit 1 mg ml"' Fibronektin benetzt) ausgesiit.

Kultivierung:
Die Zellen wurden mit DMEM/F12 mit N2-Supplement und bFGF (20 ng/ml) kultiviert.

Nach einer Proliferationsdauer von 7 Tagen (90 % Konfluenz) wurde die Differenzierung der
Zellen eingeleitet. Dazu wurde ein Medienwechsel durchgefiihrt, wobei fotales Kélberserum

(10 %) und Ascorbinsdure (100 uM) zugesetzt wurden.
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Histochemie:
Die histochemische Férbung der Nervenzellen wurde analog zu den Cardiomyozyten
durchgefiihrt (s. Kapitel 4.1.6). Allerdings fand keine Kernfarbung mit DAPI statt.

4.2 Analytik
Alle Proben zur Bestimmung des Primidrmetabolismus und der Biotransformation wurden bis
zur Messung bei —20°C gelagert, LDH wurde sofort nach der Probenahme bestimmt. Alle

Konzentration wurden als Dreifachbestimmung je Probe ermittelt.

4.2.1 Zéelzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit Hilfe des Trypanblau-Ausschlusstests ermittelt. Zur Bestimmung der
Zellkonzentration wurden 20 pl der Zellsuspension mit 80 pl Trypanblau und 100 ul NaCl-
Losung (0,9 %) gemischt und in eine Neubauer-Zéhlkammer gegeben. Da Trypanblau in die
DNA interkaliert, der Farbstoff jedoch nur in tote Zellen eindringen kann, erscheinen lebende
Zellen im Mikroskop gelb, tote Zellen blau. Die Zellen von vier Auflenquadraten wurden
ausgezdhlt und das Ergebnis gemittelt. Die Multiplikation mit 100.000 ergab die Zellzahl pro

ml. Auf diese Weise wurden die Gesamtzellzahl und die Vitalitit der Zellen ermittelt.

4.2.2 Albumin

Losungen:
Pig Albumin Stammlésung: 10 mg ml™ in TPBS

Goat Anti Pig Albumin: 1 mg ml”

Coating-Puffer, pH 9,6: Na,CO; 1,61g1"
NaHCO; 2,93 gl
TPBS (5x), pH 7.4: NaCl 40,0 g1
KCl 1,0g1"
KH,PO, 1,0g1"
Na,HPO, (2 H,0 7,15g1"!
TWEEN 20 2,5¢1!

zum Gebrauch 1:5 mit Aqua bidest. verdiinnen

Férbelosung, pH 5,0: Zitronensdure-Monohydrat 5,1 g 1™
Na,HPO, [2 H,0 9,15g1"

Tetramethylbenzidin (TMB): 2 mg/ml in DMSO
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Stopp-Losung: 111 ml konz. Schwefelsdure (95-97 %, p.A.)
(= 8 N Schwefelsaure) 389 ml Aqua bidest.

auf Eis ansetzen

Prinzip:

Die Albumin-Konzentration der Proben wurde mit Hilfe eines kompetitiven ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) in 96Well-Platten nach der Methode von Dunn [187]
bestimmt.

Die Wells werden mit Schweine-Albumin beschichtet und unspezifische Bindungsstellen
durch Zugabe von 10 % FCS abgesittigt. Die Proben und ein spezifischer HRPO-konjugierter
(Horsradish Peroxidase) Anti-Pig-Albumin-Antikdrper werden aufgegeben. Das Albumin am
Well-Boden tritt nun in Konkurrenz zum Albumin in den Proben um die spezifische Bindung
des Antikorpers. Die Proben werden entfernt, sodass nur Reaktionen des Antikorper-
Albumin-Komplexes am Well-Boden gemessen werden konnen. In Gegenwart von
Zitronensdure und H,O, wird TMB durch die HRPO oxidiert und ein blauer Farbstoff
entsteht:

Zitronensdure + TMB + H,0, 0 %  TMB,, [blauer Farbstoff

Diese Reaktion wird durch die pH-Anderung bei Zugabe von Schwefelsiure gestoppt, es
entsteht ein gelber Farbstoff, der ein Absorptionsmaximum bei 490 nm besitzt und
photometrisch gemessen werden kann. Der Nachweis ist umgekehrt proportional zur

Albumin-Konzentration der Proben:

blauer Farbstoff 00 E"™°F™E  gelber Farbstoff

Durchfiihrung:
Zuerst wurden die 96Well-Platten mit spezifischem Albumin beschichtet. Es wurden pro

Platte 11 ml Coating-Puffer mit 55 pl Pig-Albumin-Stammldsung angesetzt und davon je
100 ul/Well pipettiert (entspricht 5 pg Albumin/Well). Die so gecoateten Platten wurden tiber
Nacht bei 4°C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Platten ausgeschlagen und verbleibende Bindungsstellen mit je
200 pl/Well FCS (10 % in TPBS) fiir eine Stunde bei 37°C unspezifisch blockiert. Danach
wurden die Platten viermal mit kaltem TPBS gewaschen, gut ausgeschlagen und anschlie3end
direkt verwendet oder bei —20°C gelagert.

Als Nullwert wurden dreimal 200 ul/Well TPBS verwendet. Eine Standardreihe aus Pig-
Albumin-Stammldsung in TPBS mit den Konzentrationen 20, 30, 40, 50, 60, 70 und 80 pg/ml

wurde angesetzt. Je dreimal 100 pl Standard bzw. Probe wurden pipettiert und eine
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Antikérperverdiinnung von 0,1 pg ml™ in TPBS angesetzt. Hiervon wurden je 100 pl/Well
aufgegeben, nicht jedoch auf die Blanks. Die Platten wurden gut geschiittelt und {iber Nacht
bei 4°C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Platten ausgeschlagen, viermal mit kaltem TPBS gewaschen
und gut ausgeklopft. Fiir die Farbung wurden pro Platte je 10 ml Farbelosung, 0,5 ml TMB
und 30 ul H,O, (30 %) angesetzt. Davon wurden je 100 pul/Well aufgegeben und die Reaktion
nach 7 Minuten durch 50 ul/Well Stopplosung gestoppt. Nun wurden die Platten bei 450 nm
gegen eine Referenzwellenlinge von 630 nm im Multi-Plate-Reader gemessen und die

Albumin-Konzentration der Proben direkt mit Hilfe der Standardreihe berechnet.

4.2.3 Harnstoff
Der Harnstoffgehalt der Proben wurde mit Hilfe eines Kits (Nr. 640) von Sigma (Steinheim)

bestimmt.

Prinzip:
In Gegenwart von Urease reagieren Harnstoff und Wasser zu Ammoniak und Kohlendioxid:

Harnstoff + H,O O Y%  2NH; + CO,

Das entstandene Ammoniak reagiert mit alkalischem Hypochlorit und Phenol in der

Gegenwart von Natriumnitroprusside zu Indophenol:

NH; + OCI" + 2 Phenol O M"r¥E  Indophenol

Indophenol ist ein blauer Farbstoff mit einem Absorptionsmaximum bei 570 nm. Die

gemessene Absorption ist der Harnstoffkonzentration in der Probe direkt proportional.

Durchfiihrung:
Zunichst wurde der geliefert Urease-Puffer in 30 ml Aqua dest. gelost. Die Probenanalyse

fand in 96Well-Platten statt. Es wurden Standards mit den Konzentrationen 0, 5, 10, 15, 30,
45, 60 und 75 mg/dl angesetzt. Je dreimal 1 pl Standard bzw. Probe und 50 pl Urease-Puffer
wurden pro Well pipettiert und die Platte anschlieBend 10 min bei 37°C inkubiert. Danach
wurden je 100 pl Phenolnitroprussid und 100 pl alkalisches Hypochlorit zugegeben und die
Platte 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde sie bei 540 nm im Multi-Plate-
Reader gemessen und die Harnstoffkonzentration der Proben direkt mit Hilfe der

Standardreihe berechnet.
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4.2.4 Glucose
Der Glucosegehalt der Proben wurde ebenfalls mit Hilfe eines Kits (Nr. 315) von Sigma

(Steinheim) bestimmt.

Prinzip:
Durch das Enzym Glukoseoxidase wird Glukose zu Gluconsdure und Wasserstoffperoxid

oxidiert:
Glukose + H,O + O, O B'$¥®E  Gluconsdure + H,0,

Das Enzym Peroxidase katalysiert die Reaktion des gebildeten H,O, mit 4-Aminoantipyrin

und p-Hydroxybenzensulfonat zu einem Quinonimin-Farbstoff:

H,0,+4-Aminoantipyrin+p-Hydroxybenzensulfonat 0 EY¥%£  Quinonimin-Farbstoff+H,0

Dieser Farbstoff besitzt ein Absorptionsmaximum bei 505 nm. Seine Bildung kann
photometrisch bestimmt werden und ist der Glukosekonzentration der Probe direkt

proportional.

Durchfiihrung:
Der Inhalt der gelieferten Reagenzflasche wurde zunéchst in 100 ml Aqua dest. geldst und

wegen der Lichtempfindlichkeit des Reagenz in eine braune Flasche gegeben (90 Tage
lagerbar). Die Probenanalyse fand in 96Well-Platten statt. Von einer Standardlosung
(100 mg/dl) wurden je dreimal 1, 2, 3, 4, 5, 6 und 7.5 pl je Well pipettiert, von den Proben je
dreimal 1 pl. Dann wurden 200 pl Reagenz je Well aufgegeben und die Platte fiir 18 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde sie bei einer Wellenldnge von 490 nm im Multi-
Plate-Reader gemessen und die Glucosekonzentration der Proben direkt mit Hilfe der

Standardreihe berechnet.

425 Laktat
Auch die Laktatkonzentration der Proben wurde mit Hilfe eines Kits (Nr. 735) von Sigma

(Steinheim) bestimmt.

Prinzip:
Das Enzym Laktatoxidase katalysiert die Reaktion von Laktat zu Pyruvat und

Wasserstoffperoxid:

Laktat 0 B Pyruvat + H,O,
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Mit Hilfe des H,O, katalysiert das Enzym Peroxidase die Bildung eines Farbstoffs, der ein
Absorptionsmaximum bei 540 nm besitzt. Der photometrisch gemessene Absorptionsanstieg

ist der Laktatkonzentration der Probe direkt proportional.

Durchfiihrung:
Das gelieferte Reagenz wurde vorsichtig in 10 ml Aqua dest. gelost und direkt verwendet

oder bei —20°C gelagert (max. 1 Monat). Die Probenanalyse fand in 96Well-Platten statt. Es
wurden Standards mit den Konzentrationen 5, 10, 20, 30, 40, 80 und 120 mg/dl (0,111 mg/dl
entspricht 1 mM) hergestellt und je dreimal 1 pl Standard bzw. Probe und je 100 ul Reagenz
je Well pipettiert. Dieser Ansatz wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann
bei 540 nm im Multi-Plate-Reader gemessen. Die Laktatkonzentration der Proben wurde

direkt mit Hilfe der Standardreihe berechnet.

426 LDH
Die LDH-Aktivitdt der Proben wurde mit Hilfe eines Zytotoxizitit-Kits (Cat. No. 1 644 793)

der Firma Roche (Mannheim) bestimmt.

Prinzip:
Im ersten Schritt wird zugegebenes Laktat durch das Enzym LDH, welches sich in den
Proben befindet, unter der Reduktion von NAD" zu NADH/H" zu Pyruvat oxidiert:

Laktat + NAD" O % Pyruvat + NADH/H"

Im zweiten Schritt transferiert das Enzym Diaphorase H/H' von NADH/H' auf

Iodotetrazoliumchlorid (INT), welches zu Formazan reduziert wird:

INT (neiigeiny + NADH/H™ O PPTE  Formazan (o) + NAD”

Eine Erhohung der Zahl an toten oder membrangeschiddigten Zellen in der Kultur bewirkt
eine Zunahme der LDH-AKktivitit im Uberstand. Diese Zunahme ist direkt proportional zur
Menge des gebildeten Formazans, welches ein Absorptionsmaximum bei 500 nm besitzt und

gegen eine Referenzwellenlédnge von 630 nm photometrisch bestimmt werden kann.

Durchfiihrung:
Zuerst wurde der Katalysator in 1 ml Aqua dest. geldst. Als Reaktionsgemisch fiir eine

96Well-Platte wurde 250 pl Katalysator (Diaphorase, NAD") mit 11,25 ml Firbelosung (INT,
Laktat) gemischt und sofort verwendet. Die Standards aus L-LDH aus Schweinemuskel mit
den Konzentrationen 0, 5, 10, 20, 30, 50 und 70 U/l mussten jedes Mal frisch in Medium

angesetzt werden. Je zweimal 100 ul Standard bzw. Probe und 100 pl Reaktionsgemisch
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wurden je Well pipettiert und die Platte fiir 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde sie bei 490 nm gegen eine Referenzwellenldnge von 630 nm im
Multi-Plate-Reader gemessen und die LDH-Aktivitdit der Proben direkt mit Hilfe der

Standardreihe berechnet.

4.2.7 EROD und ECOD

Losungen:

ER = Ethoxycoumarin 10 mg/ml in DMSO

EC = Ethoxyresorufin 1 mg/ml in DMSO

DC = Dicumarol 10 mg/ml in DMSO

Glu = [B-Glucuronidase 10.000 U/ml in NH4Ac

NH4Ac = Ammoniumacetatpuffer 200 mM, pH 4,5

Gly = Glycinpuffer 1,6 M, pH 10,3 (dafiir 1,3 M NaOH einwiegen)
Prinzip:

EROD und ECOD metabolisieren ER bzw. EC in einer Phase [-Reaktion zu Resorufin bzw.
7-Hydroxycoumarin (= Umbelliferon), welche von UGT in einer Phase II-Reaktion weiter
umgesetzt werden. Diese Reaktion kann jedoch durch das Enzym [(-Glucuronidase

riickgidngig gemacht werden:

ER [ ET¢8 Resorufin (] OPEL  Resorufin-Glucuronid

EC O Umbelliferon ] OFH.  Umbelliferon-Glucuronid

Durch die Messung der Gesamtmenge an Resorufin bzw. Umbelliferon kann die Aktivitit der
Enzyme EROD und ECOD bestimmt werden.

Durchfiihrung:
Um die Enzymaktivititen von EROD und ECOD zu bestimmen, wurden ihre Substrate

Ethoxyresorufin (ER) und Ethoxycoumarin (EC) in einer Endkonzentration von
CendBER =10 uM und c,¢EC =70 uM angesetzt. Dabei wurde auch das Volumen der
Kollagenschichten fiir die Konzentrationsberechnung beriicksichtigt. AuBBerdem wurde dem
ER auch Dicumarol in gleicher Konzentration zugegeben, um das Enzym DT-Diaphorase, das
ebenfalls ER metabolisieren kann, zu hemmen. Der Mediumiiberstand wurde von den Zellen
abgenommen und die angesetzten Substratmedien (250 ul/Well) fiir eine Stunde aufgegeben.
Nach dieser Inkubation wurden die Uberstinde abgenommen und direkt weiterverarbeitet

oder eingefroren.
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Fiir die Bestimmung der Enzymaktivitit wurden zundchst Standards der Produkte in den
folgenden Konzentrationen angesetzt: Resorufin: 0, 10, 50, 100, 300, 500, 1000 und 3000 nM,
Umbelliferon: 0, 0,1, 0,5, 1, 3, 5, 10 und 30 uM. In jedes Well einer 96 Well-Platte wurden je
dreimal 60 pl der Standards bzw. Proben und 60 pl NH;Ac bzw. NH4Ac+ 100 U ml’
B-Glucuronidase pipettiert, die Platten gut geschiittelt, mit Folie verklebt und {iber Nacht bei
37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde 180 pul Glycinpuffer je Well zugegeben und die
Fluoreszenz im Fluorimeter bestimmt. Resorufin wurde bei einer Wellenlinge von
Aex=530 nM angeregt und die Emission bei Ag,=580 nm gemessen. Umbelliferon wurde bei
Aex=360 nM angeregt und die Emission bei Ag,;=460 nm gemessen. Die Produktkonzentration
der Proben wurde direkt iiber die Standards berechnet. Daraus konnte die Enzymaktivitidt A

wie folgt errechnet werden:
A=c-fl(t-2) [pU/Mio Zellen| (12)

Mit: c¢=  Konzentration (iiber Eichgerade)
f= V [ml] (Umrechnungsfaktor nmol/l - pmol/Well) fir EROD
V [ul] (Umrechnungsfaktor pmol/l — pmol/Well) fiir ECOD
t= Inkubationszeit (1h = 60min)
z=  Zellzahl (n/Well)
V= Volumen (Mediumiiberstand + Kollagenschicht)

4.2.8 Diazepam

Losungen:

Diazepam 10 mg/ml in DMSO

Midazolam 100 pg/ml in DMSO

Natronlauge 4 M

Messwasser: HPLC-Wasser 11
Triethylamin 800 pl (0,04 %, hilt pH konstant)
mit Essigsdure auf pH 7 einstellen

FlieBmittel: Methanol 25%
Acetonitril 34 %
Messwasser 41 %

Prinzip:

Diazepam wird tliber verschiedene CYP-Isoenzyme (Phase I der Biotransformation) abgebaut:
die CYPs 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 3A4 und 3AS5 demethylieren Diazepam zum
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Zwischenprodukt Desmethyldiazepam. In einer Konkurrenzreaktion kann Diazepam durch die
CYPs 3A4, 3A5 und 2C19 zu Temazepam hydroxyliert werden [188]. Beide
Zwischenprodukte werden dann durch die Nachschaltung der entsprechenden
Konkurrenzreaktion zum Endprodukt Oxazepam metabolisiert (s. Abbildung 4-1). Sowohl
das Substrat als auch die beiden Zwischenprodukte und das Endprodukt sind iiber HPLC bei
einer Wellenldnge von 236 nm nachzuweisen [189].

H oo
Nl"é

N-Demethylierung /@
e c=N

(|3H3 0

o

Diazepam Desmethyldiazepam
l Hydroxylierung Hydroxylierung l
CH
o I|{ 0
N N
OH
/@ N-Demethylierung /@ OH
Cl C= e C=N
Temazepam Oxazepam

Abbildung 4-1: Metabolismusweg von Diazepam

Durchfiihrung:
Das Substrat Diazepam wurde unter Beriicksichtigung des Volumens der Kollagenschichten

in einer Konzentration von cegg =20 pg/ml in Medium angesetzt. Der Mediumiiberstand
wurde von den Zellen abgenommen und die Zellen fiir eine Stunde mit dem angesetzten
Substratmedium (250 ul/Well) inkubiert. AnschlieBend wurden die Uberstinde abgenommen
und direkt weiterverarbeitet oder bis zur Extraktion eingefroren.

Je 1 ml der Proben wurde in ein Glasrohrchen pipettiert und je 10 ul Midazolam (interner
Standard, cepg = 1 pg/ml), 20 pl 4 M NaOH (Einstellung auf pH 8) fiir den besseren Ubergang
der Metabolite vom Medium ins Losungsmittel Ethylacetat und 100 pl Isopropanol zum
Féllen der Proteine zugegeben. Nach griindlichem Vortexen wurden je 5 ml Ethylacetat
hinzugefiigt und der Ansatz 30 min rotieren gelassen, um die Metabolite in die organische

Phase iibergehen zu lassen. Fiir eine exakte Phasentrennung wurden die Proben 15 min bei
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200 g zentrifugiert. Die Ethylacetatphase (obere Phase) wurde abgenommen, mit Stickstoff
vollstindig eingedampft und bis zur Analyse erneut eingefroren.

Fir die HPLC-Analyse der Diazepam- und Produktkonzentrationen wurden die Proben
aufgetaut, in je 120 pl FlieBmittel aufgenommen und gut gemischt. AnschlieBend wurden sie
fiir ca. 10 sec. bei v, in der Tischzentrifuge zentrifugiert und das gesamte Volumen von
120 pl in ein HPLC-ProbenrShrchen iiberfiihrt. Die Messung fand mit der Methode der
Reversed Phase-HPLC bei einer Wellenldnge von A =236 nm statt (Sdule: LiChrospher
100RP-18e, 5 um). Fiir die Eichung der HPLC wurden folgende Standards angesetzt:

Oxazepam: 5/10 / 50/ 100 / 200 / 500 / 1000 / 2000 ng/ml
Desmethyldiazepam: 25/ 50 /250/ 500 /1000 /2500/ 5000 /10000 ng/ml
Temazepam: 25/ 50 /250/ 500 /1000 /2500/ 5000 /10000 ng/ml
Diazepam.: 50/100/500 /1000 /2000 /5000 /10000 /20000 ng/ml

Die Laufgeschwindigkeit betrug 0,8 ml/min.

Als Laufmittel wurde ein Gradient aus Methanol, Acetonitril und Messwasser programmiert:

Tabelle 4-1: Laufmittel-Gradient zur Diazepam-Bestimmung

Minuten MeOH [%] ACN [%] H,0 [%]

0 25 34 41
14 23 36 41
19 0 80 20
24 0 100

27 0 100

32 25 34 41
35 25 34 41

Die einzelnen Metabolite konnten bei folgenden Retentionszeiten gemessen werden:
Oxazepam: ca. 7,5 min

Desmethyldiazepam: ca. 9,6 min

Temazepam: ca. 10,6 min
Midazolam: ca. 12,2 min
Diazepam: ca. 13,9 min

Ein Beispielchromatogramm fiir die Bestimmung der Diazepam-Metabolite ist in Abbildung

4-2 gezeigt.
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Chrom Type: Fixed WL 236 nm
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Abbildung 4-2: Beispielchromatogramm fiir die Bestimmung der Diazepam-Metabolite

429 UGT und ST
Losungen:
4-Methylumbelliferon 100 mM in DMSO

Ammoniumacetat 50 mM, pH 7 (mit Essigsdure einstellen)

Prinzip:

UGT und ST metabolisieren die Phase II-Reaktionen von 4-Methylumbelliferon (4-MU) zu
4-Methylumbelliferon-Glucuronid (4-MUG, Glucuronidierung) bzw. 4-Methylumbelliferon-
Sulfat (4-MUS, Sulfatierung). Sie konkurrieren um das selbe Substrat, welches in grofler
Menge vorhanden ist. Sowohl das Substrat als auch die beiden Endprodukte sind iber HPLC

bei einer Wellenldnge von A = 336 nm nachzuweisen:

4-MUS M 4-MU O, 4-MUG

Durchfiihrung:
Um die Enzymaktivitdten von UGT und ST zu bestimmen, wurde das Substrat 4-MU in einer

Endkonzentration von cegq= 100 uM angesetzt. Dabei wurde auch das Volumen der
Kollagenschichten fiir die Konzentrationsberechnung beriicksichtigt. Der Mediumiiberstand
wurde von den Zellen abgenommen und das Substratmedium (250 ul/Well) fiir eine Stunde
aufgegeben. Nach dieser Inkubation wurden die Uberstinde abgenommen und direkt

weiterverarbeitet oder eingefroren.
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Fiir die HPLC-Analyse wurden die Proben durch Filter mit einer Porengréfle von 0,2 um
filtriert. Ein Probenvolumen von je 120 pl wurde in ein HPLC-Vial pipettiert. Die Messung
fand mit der Methode der RP-HPLC bei einer Wellenldnge von A =336 nm statt (Saule:
LiChrospher 100RP-18e, 5 um). Fiir die Eichung der HPLC wurden fiir das Substrat 4-MU
sowie fiir die beiden Produkte 4-MUG und 4-MUS Standards von jeweils 2, 4, 6, 8, 10, 12,5,
16 und 20 uM angesetzt.

Die Laufgeschwindigkeit betrug 1,3 ml/min.

Als Laufmittel wurde folgender Gradient aus NH4Ac und Acetonitril verwendet:

Tabelle 4-2: Laufmittel-Gradient zur 4-MU-Bestimmung

Minuten NH4Ac [%] ACN [%]

0 100 0
6 100 0

15 60 40

17 60 40

20 50 50

28 0 100
28,1 100 0
30 100 0

In Abbildung 4-3 ist ein Beispielchromatogramm fiir die Bestimmung der 4-MU-Metabolite

gezeigt.
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Die einzelnen Metabolite konnten bei folgenden Retentionszeiten gemessen werden:
4-MUG: ca. 12,7 min
4-MUS: ca. 15,3 min
4-MU: ca. 17,1 min

Die von der HPLC-Software (La Chrom D-7000 HSM) berechneten Produktkonzentrationen
wurden wie fiir ECOD (s. Kapitel 4.2.7) beschrieben in Enzymaktivitiaten umgerechnet.

4.2.10 Induktionen

Losungen:

3-MC = 3-Methylcholanthren 7,5 mM in DMSO
PB = Phenobarbital 1,5 M in DMSO
Rif = Rifampicin 75 mM in DMSO

Durchfiihrung:
Um die Interaktionsfdhigkeit der Zellen zu untersuchen, wurden die einzelnen

Biotransformationsenzyme im wochentlichen Abstand induziert. Dafiir wurden jeweils am 3.
und 10. Kulturtag folgende Induktionsmedien (unter Beriicksichtigung des Volumens der
Kollagen-Schicht) angesetzt und fiir drei Tage auf die Zellen gegeben (500 pl/Well):

3-MC: cCeng= 5SuM induziert EROD

PB: Cand= 1 mM  induziert ECOD

Rif: Cend = S50 uM induziert UGT

Fiir ST konnte kein geeigneter Induktor gefunden werden [190].

Am 6. bzw. 13. Kulturtag wurden die Induktionsmedien abgenommen, die Zellen mit

Medium griindlich gewaschen und die Aktivitidtszunahme der einzelnen Enzyme untersucht.

4.3 Screening mit Johanniskraut

Die bisher vorliegenden Daten der Wechselwirkungen von Johanniskraut resultieren aus der
Anwendung von Trockenextrakten. Dagegen unterscheiden sich weitere auf dem Markt
befindliche Johanniskrautzubereitungen wie Tee, Pulver in Kapseln, Ole und Pflanzensifte in
threr Zusammensetzung von den Trockenextrakten zum Teil deutlich beziiglich ihres Gehalts
an fiir Johanniskraut typischen Inhaltsstoffen und den pro Tagesdosis verabreichten Drogen-
dquivalenten.

Es wurde daher erwartet, dass diese Produkte ein unterschiedliches Wechselwirkungspotential

auf verschiedene CYPs besitzen. Fiir das pharmazeutische Screening dieser Praparate in dem
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entwickelten Mini-Bioreaktor-System wurden die Verdnderungen folgender Enzymaktivitdten

untersucht:
EROD: CYP 1A
ECOD: CYP 2B
Diazepamstoffwechsel: CYP 2C/3A

4.3.1 Johanniskrautpraparate

Gepriift wurden ein methanolischer Extrakt (Jarsin®), drei Johanniskraut-Pulver
unterschiedlicher Zusammensetzung (s. Tabelle 5-2 S.80), Johanniskraut-Tee und
Johanniskraut-Rot6l  sowie die Inhaltsstoffe ~Hyperforin und Hypericin (nur
Diazepamstoffwechsel) hinsichtlich einer Induktion/Repression von CYP 450. Die Priparate
wurden von der Firma PhytoLab, Vestenbergsgreuth, zur Verfiigung gestellt und die
jeweiligen Konzentrationen entsprechend den empfohlenen Tagesdosen der verschiedenen
Priaparate ausgewdhlt. Als Losungsmittel wurde Cremophor RH 40 (Glycerin-
Polyethylenglykoloxystearat, hydrophober Anteil: Fettsdureglycerinpolyglykolester und
Fettsdurepolyglykolester, hydrophiler Anteil: Polyethylenglykolen und Glycerinethoxylat)
verwendet. Als Vergleich der Interaktionsintensitit wurde der bekannte CYP 3A-Induktor
Dexamethason (ceng = 200 uM, Stamm: 300 mM in DMSO) parallel mitgefiihrt.

Extrakt (Jarsin®) und Pulver

Fiir einen Liter Stammldsung wurden 3 g Priifsubstanz in einem mit Alufolie umwickelten
Messkolben in Cremophor-Losung (5 % in Aqua dest.) geldst. Der Ansatz wurde 1 h bei 37°C
geriihrt und dann durch einen Faltenfilter filtriert. Die Stammldsung wurde fiir jeden Versuch

frisch angesetzt.

Tee

Der Teebeutelinhalt (4,5 g) wurde in einem mit Alufolie umwickelten Becherglas mit 250 ml
kochendem Wasser iibergossen, 10 min ziehen gelassen und in dieser Zeit zweimal
aufgeriihrt. AnschlieBend wurde die Losung durch einen Faltenfilter filtriert, mit 250 ml
Cremophor-Losung (10 % in Aqua dest.) und etwas Wasser auf 500 ml aufgefiillt und unter

Riihren abkiihlen gelassen.

Ol

In einem Messkolben wurden 12,5g Cremophor RH40 und 600 mg Priifsubstanz
eingewogen und beides bei 50°C im Wasserbad geschmolzen. Dann wurde der Kolben in
kleinen Schritten mit Wasser (37°C) unter stdndigem Riihren auf 250 ml aufgefiillt, mit
Alufolie umwickelt und der Ansatz noch 1 h bei 37°C gertihrt.
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Hyperforin und Hypericin

Jeweils 10 mg der Priifsubstanzen wurden in 1 ml DMSO gelost.

Die unterschiedlichen Zubereitungen und Reinsubstanzen wurden als 1 %-ige Verdiinnungen
in Medium auf die Leberzellen aufgegeben. Um den Einfluss des Losungsmittels auf die
Zusammensetzung (Hyperforin, Hypericin, Flavonoide) der aufgegebenen Préparationen zu
untersuchen, wurde der Extrakt nicht nur in Cremophor RH 40, sondern auch in DMSO gelost
(s. Tabelle 5-2, S. 80). Nach einer Inkubationszeit von zwei, drei und vier Tagen wurde das
Medium abgenommen und die Zellen griindlich mit Medium gewaschen, um eventuelle
Johanniskraut-Riickstinde z.B. aus der Kollagenschicht zu entfernen. AnschlieBend wurde
substrathaltiges Medium (ER, EC, Diazepam) aufgegeben, nach einer Stunde wieder
abgenommen und die Proben bis zur Analyse -eingefroren. Zur Kontrolle der
Funktionsfdhigkeit der Zellen wurde jeweils ein Modellinduktor (3-Methylcholantren fiir
EROD, Phenobarbital fiir ECOD, Dexamethason fiir CYP 3A) mitgefiihrt. Diese
Modellinduktoren wurden in DMSO gelost, da es hier mit Cremophor RH 40 als
Losungsvermittler zu Ausfillungserscheinungen kam. Zusétzlich wurden
Losungsmittelkontrollen (DMSO, Cremophor RH 40) und eine Nullwertkontrolle (nur
Medium) mitgefiihrt.

Proben der verschiedenen Prdparate wurden durch die Firma PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
auf ihre jeweilige Zusammensetzung hinsichtlich der beiden Reinsubstanzen Hyperforin und

Hypericin und ihres Flavonoid-Gehalts untersucht.

4.3.2 Versuchseinteilung

Die Versuche wurden in zwei Gruppen mit den Leberzellen von jeweils drei verschiedenen
Isolationen durchgefiihrt. In der ersten Gruppe wurde die generelle Wirksamkeit von
Johanniskraut auf die gewéhlten Enzyme untersucht, in der zweiten wurde speziell die
Wirksamkeit der Inhaltsstoffe auf nur einen Metabolismus betrachtet. Die Johanniskraut-

Zubereitungen wurden in folgende zwei Gruppen unterteilt:

Erste Versuchsgruppe — Wirksamkeit auf verschiedene Enzyme:

Johanniskrautzubereitungen Enzyme

Extrakt
Pulver (1)
Rotol

Tee

CYP 1A2 (EROD)
CYP 2B6 (ECOD)
CYP 2C und 3A (Diazepamstoffwechsel)
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Zweite Versuchsgruppe — Wirksamkeit der Inhaltsstofte:

Johanniskrautzubereitungen Enzyme
Extrakt
Pulver 1-3 .
. CYP 2C und 3A (Diazepamstoffwechsel)
Hyperforin
Hypericin

4.4 Oxidativer Stress

Um die Hepatozyten oxidativem Stress auszusetzen, wurden drei verschiedene Inkubatoren
auf die Sauerstoffkonzentrationen 20 %, 30 % und 40 % O, eingestellt. Direkt nach der
Zellaufgabe wurden die Bioreaktoren in die jeweiligen Inkubatoren aufgeteilt und iiber die
gesamte Kulturdauer darin belassen. Die gaspermeable Membran stellte so fiir den Sauerstoff
die einzige Diffusionsbarriere zwischen der Kultivierungsatmosphire und den Hepatozyten
dar. Die Bioreaktoren wurden dabei jeweils mit und ohne Zugabe des Antioxidantiums

Vitamin C (Ascorbinsdure) inkubiert.

Losungen:
Ascorbinsdure-Stammlosung: 150 mM

Da Ascorbinsdure sehr empfindlich ist, wurden Aliquots der Stammldsung eingefroren. Fiir
jede Anwendung wurde dem Medium frisches Vitamin C mit einer Endkonzentration von
Cend = 100 uM zugesetzt, wobei das Volumen der Kollagenschicht in die Berechnung mit

einbezogen wurde.

4.5 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurde ein computergesteuertes Einfriergerdt von Sy-Lab
(Purkersdorf, Osterreich) verwendet und verschiedene Programme getestet. Mit dem
folgenden entwickelten Kryoprogramm ist es moglich, die Zellen einzufrieren und vital
wieder aufzutauen. Zundchst wurde der Gleichgewichtsfrierpunkt des Einfriermediums im
Mini-Bioreaktor bei einer Kiihlrate von —1°C/min bestimmt. Er liegt bei —12°C. Da die
Induktion der Kristallisation durch Absenken der Kammertemperatur das Risiko beinhaltet,
die Zellen durch intrazelluldre Eisbildung zu schddigen, muss die Kristallisation mdglichst am
Gleichgewichtsfrierpunkt eingeleitet werden. Hierdurch wird eine Unterkiihlung des
Mediums vermieden. Zur Kompensation der freiwerdenden Kristallisationswiarme wurde ein

Seeding (schnelles gezieltes Kiihlen) in das Kiihlprogramm eingefiihrt.
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Losungen:
Einfriermedium: FCS + 10 % DMSO

Vorbereitung der Zellen

Die Zellen wurden am Tag nach der Isolation als Single-Gel (ohne obere Kollagen-Schicht)
eingefroren. Dabei waren sie zu mehr als 50 % konfluent. Das Einfriermedium wurde jedes
Mal frisch angesetzt und bei 0°C auf Eis vortemperiert. Der Medieniiberstand wurde aus dem
Mini-Bioreaktor entfernt und pro Well 250 pl des Einfriermediums aufgegeben. Dann wurden

die Bioreaktoren bei +4°C fur 10 min vorinkubiert.

Kryoprozess
Fiir den Einfrierprozess wurde die Kiithlkammer auf 4°C vortemperiert. Nach Erreichen der

Starttemperatur wurden die Bioreaktoren auf einem Rost in Hohe des Ventilators positioniert
und das Programm gestartet. Nach 5 min bei 4°C wurde die Kammertemperatur mit —1°C/min
auf —40°C abgekiihlt. Bei Erreichen einer Kammertemperatur von —12°C wurde durch ein
Seeding die Kristallisation ausgeldst. Dafiir wurde die Kammertemperatur mit —20°C/min auf
—32°C abgesenkt und sofort fiir eine Minute mit +40°C/min wieder erwdrmt. Nach Erreichen
der Kammertemperatur von —40°C wurde mit -2,5°C/min auf —60°C und mit —5°C/min auf
—100°C abgekiihlt. Nach 15 min bei —100°C wurden die Bioreaktoren entweder bei —180°C
gelagert oder sofort wieder aufgetaut. Der programmierte Temperaturverlauf in der

Kiithlkammer ist in Abbildung 4-4 gezeigt.
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Abbildung 4-4: Temperaturprofil des Kryoprogramms
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Auftauprozess und weitere Kultivierung

Die tiefgefrorenen Bioreaktoren wurden mit Alkohol (70%) abgewischt, um gefrorenes
Kondenswasser zu entfernen. Pro Well wurden 2 ml 37°C warmen Kulturmediums zugegeben
und die Bioreaktoren fiir 10 min bei 37°C im Inkubator erwirmt. Dann wurde der Uberstand
vollstidndig abgesaugt und durch 250 pl frisches WE komplett ersetzt.

Am Tag nach dem Auftauen erfolgte die Aufgabe der 2. Kollagenschicht. Danach wurden die
Zellen mit 250 ul serumfreiem Kulturmedium gefiittert und ebenso wie die Kontrollen

weiterkultiviert.

Mathematische Modellierung

Fiir die mathematische Modellierung der Medientemperatur wurden die Wéarmeleitungen
durch ein- oder mehrschichtige Wénde betrachtet. Dabei wurde die punktuelle Temperatur fiir
die Medienkiihlung durch folgende Schichten berechnet (Abbildung 4-5):

oben indirekt oben direkt
(Deckel, Pollycarbonat) (Deckel, Luft, Medium, Eis)

unten indirekt unten direkt
(Eisen, Silikon, Folie) (nur Folie)

Abbildung 4-5: Wirmeleitung durch ebene Schichten des Bioreaktors

T +T
Fiir ebene Schichten gilt bei der Warmeleitung T, = % . (13)
T, . . +T .
SOl’l’lit sind Tdirek[ — __oben(direkt 5 unten(direkt (14)
T o+ T ,
und Tindirekt — __ Obenlihdirekt unten(ihdirekt ) (15)

2

Beide Temperaturen wurden berechnet.

Vereinfacht wurde der Bioreaktor in 24 gleichgrof3e Quadrate eingeteilt, jeweils mit einem
Well in der Mitte. Die prozentualen Flichen der direkten und indirekten Warmeleitung zu den
Zellen wurden ermittelt und daraus die resultierende Medientemperatur Ty berechnet.
Temperaturdnderungen durch Wiarmekonvektion und Warmestrahlung wurden in diesem
Modell nicht beriicksichtigt [176].
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5 Ergebnisse und Diskussion

Entsprechend der Aufgabenstellung muss der Bioreaktor fiir seine Anwendung zum
pharmakologischen Screening folgende Anforderungen erfiillen: er soll fiir die Kultivierung
verschiedener primérer Zellen geeignet sein, diese sollen gewebespezifische Leistungen
erbringen, das in vitro-Screening soll mit in vivo-Ergebnissen korrelieren, Untersuchungen bei
oxidativem Stress und somit ein Screening von Antioxidantien und die Kryokonservierbarkeit
des Bioreaktors sollen mdglich sein. Im Folgenden werden fiir jede Anforderung die

Ergebnisse dargestellt und direkt diskutiert.

5.1 Exemplarische Darstellung der Anwendbarkeit zur Kultivierung verschiedener
Zellen im Bioreaktor
Zuerst wurde anhand von sechs verschiedenen priméren Zellarten exemplarisch gezeigt, dass

der Bioreaktor generell fiir die Kultivierung primérer Zellen geeignet ist.

511 Ergebnissse
Hepatozyten

Die Leberzellen wurden {iber einen Zeitraum von 15 Tagen im Mini-Bioreaktor kultiviert.

Abbildung 5-1 zeigt eine 10 Tage alte Kultur (200-fache Vergroferung).

Abbildung 5-1: Hepatozyten-Kultur im Mini-Bioreaktor

Deutlich sind die Ausbildung der Zell-Zellkontakte und die Reorganisation der Gallengénge
im Durchlicht zu erkennen. Es ist ein konfluenter Monolayer entstanden, bei dem die Zellen

eine der in vivo-Situation entsprechende Morphologie aufweisen.
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Endothelien

Die Endothelzellen wuchsen im Bioreaktor gut an, nach etwa einer Woche lagen sie konfluent
vor. Abbildung 5-2 zeigt die Aufnahme einer sieben Tage alten Kultur im Durchlicht (200-
fache VergrofBerung).

Abbildung 5-2: Endothelzellen im Mini-Bioreaktor

Die Kultivierung der Endothelien im Bioreaktor war sehr unkompliziert, sie verhielten sich
dhnlich wie in einer Zellkulturflasche, die Zellen sind aber direkter und in kleineren Mengen

zugénglich. Schon ist ihre relativ grofe, kubische Form zu erkennen.

Fibroblasten
Auch die Fibroblasten lagen nach etwa einer Woche konfluent in den Wells des Mini-

Bioreaktors vor, wie in Abbildung 5-3 gezeigt (200-fache Vergroflerung).

Abbildung 5-3: Fibroblasten im Mini-Bioreaktor

Ihre Kultivierung im Bioreaktor war ebenfalls unproblematisch, sie zeigen im Durchlicht

deutlich ihre charakteristische langgestreckte, faserbildende Gestalt.
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Chondrozyten
Abbildung 5-4 zeigt eine Caspase-Farbung von Chondrozyten im Mini-Bioreaktor. Dabei sind

die Zellkerne dunkel und das Cytoplasma braun zu erkennen (200-fache VergroBBerung).

(Sl = fJ‘-‘E-I l‘_"ﬁu : __-.! “"% |-' :
Abbildung 5-4: Chondrozyten im Mini-Bioreaktor

Die Chondrozyten lassen sich gut im Bioreaktor kultivieren und proliferieren, sie zeigen
jedoch eine fibroblastenartige Struktur, welche auf eine mogliche Dedifferenzierung der
Zellen hinweist. Wie von Bonaventure et al. [191] gezeigt wurde, sind die Verdnderungen des
Phénotyps jedoch reversibel, die Redifferenzierung der Chondrozyten ist z.B. durch die
Kultivierung auf Alginatperlen moglich. Fiir den Erhalt organotypischer Leistungen wiére

somit eine Verdnderung der Kulturbedingungen erforderlich.

Cardiomvozyten

Abbildung 5-5 zeigt eine Kultur von Cardiomyozyten im Mini-Bioreaktor (200-fache
Vergroflerung). Dabei sind die Kerne der Zellen blau (DAPI) und das Actiningeriist rot
(TRITC) zu erkennen.

Abbildung 5-5: Cardiomyozyten im Mini-Bioreaktor
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Die Cardiomyozyten lassen sich gut im Mini-Bioreaktor kultivieren, sie wurden jedoch nicht
konfluent. Als Einschlusskultur in extrazelluldre Matrix (TEBU) konnten sie in Petri-Schalen

sogar zum Schlagen gebracht werden, ein rhythmisches Zucken wurde beobachtet.

Nervenzellen
In Abbildung 5-6 ist eine immuncytochemische Markierung gegen [B—Tubulin 3 gezeigt,

welche spezifisch fiir Neurone ist (200-fache Vergrof3erung).

Abbildung 5-6: Neuron im Mini-Bioreaktor

Die undifferenzierten neuronalen Progenitoren lieen sich im Bioreaktor innerhalb einer
Woche zu etwa 90 % Konfluenz proliferieren. Wie die Farbung zeigt, ist die anschlieBende
Differenzierung zum differenzierten Neuron gelungen [aus: Doktorarbeit Corinna Mauth, AG
Bader, GBF Braunschweig].

5.1.2 Diskussion

Wie die Versuche mit unterschiedlichen Zelltypen gezeigt haben, ist der entwickelte Mini-
Bioreaktor gut fiir verschiedene primdre Zellen einsetzbar. Alle Zelltypen liefen sich
problemlos im Bioreaktor kultivieren.

Die Morphologie der Chondrozyten, die die extrazelluldren Matrixkomponenten des Knorpels
sezernieren, lieB allerdings auf eine mogliche Dedifferenzierung schliefen. Diese miisste
anhand gewebespezifischer Leistungen jedoch ndher untersucht werden. Ein Screening ist
unter Umstdnden nicht ohne Weiteres moglich. Der Bioreaktor kann aber genutzt werden, um
die Zellen unter definierten Sauerstoffbedingungen zu expandieren. Fiir eine zusétzliche
Redifferenzierung ist eine Verdnderung der Kulturbedingungen notig [191].

Da die Biotransformation von Arzneistoffen nicht auf die Leber allein beschriankt ist, konnen
auch andere Organe eine wichtige Rolle beim Gesamtmetabolismus eines Wirkstoffs spielen

[192]. Alle Xenobiotika miissen, um von den Hepatozyten metabolisiert zu werden, die
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Epithelschicht der Darmwand und somit Endothelzellen passieren. Diese besitzen ebenfalls
einen hohen Gehalt an CYP 3A4, wodurch ihre Reaktion auf den Wirkstoff von Interesse
beim Screening ist. Ebenso ist es wichtig, die Wirkung eines Pharmakons auf Fibroblasten zu
kennen, da diese die extrazelluliren Matrixkomponenten der meisten Gewebe, wie auch das
Kollagen der Leber, sezernieren.

Fiir die Entwicklung von Morbus Parkinson wird oxidativer Stress verantwortlich gemacht
[112]. Das Screening neu entwickelter Medikamente an im Bioreaktor kultivierten Neuronen
kann direkte Hinweise auf ihre Wirksamkeit liefern. Neu entwickelte Herzpréparate konnen
an Cardiomyozyten im Bioreaktor untersucht werden.

Diese generelle Anwendbarkeit des Bioreaktors ermoglicht die verschiedensten
Untersuchungen mit demselben System. Die Wirkung eines Pharmakons kann z.B. auf die
unterschiedlichen Zelltypen gleichzeitig untersucht werden, wodurch ein guter Uberblick iiber
die Wirkungen des Arzneimittels auf den gesamten Korper gewonnen werden kann. Auch ist
es denkbar, Co-Kulturen der verschiedenen Zellen mit Hepatozyten zu untersuchen, da eine
Reihe von Pharmaka erst durch die Phase I der Biotransformation aktiv wird [6]. So kann der
Einfluss der verschiedenen entstehenden Metabolite direkt auf die Ziel-Zellen, wie Herz oder

Nervensystem, analysiert werden.

5.2 Untersuchung zur Erbringung gewebespezifischer Leistungen der Leberzellen

Nachdem fiir verschiedene primire Zellsysteme gezeigt wurde, dass der entwickelte
Bioreaktor fiir ihre Kultivierung geeignet ist, wurde am Beispiel der Leberzellen ndher
untersucht, ob die Fahigkeit zur Erbringung gewebespezifischer Leistungen beibehalten wird.
Der Primidrmetabolismus und die Biotransformation der Hepatozyten wurden iiber einen
Kultivierungszeitraum von 17 Tagen bestimmt und mit den Werten von Kultivierungen in
herkdmmlichen 24Well-Platten verglichen (je drei Wells von je drei Hepatozyten
Isolationen). Dabei war die Kultivierungsmethode identisch mit der im Bioreaktor. Eine
Kultur iiber einen Zeitraum von mindestens zwei Wochen erlaubt Aussagen liber die

Wechselwirkungen bei Mehrfach- und Langzeitgabe eines Pharmakons.

5.2.1 Ergebnisse

5.2.1.1 Primérstoffwechsel

Albumin

Eine hohe Albuminsekretion ist ein Zeichen fiir eine vitale Hepatozytenkultur. Abbildung 5-7
zeigt die jeweilige Sekretion iiber die gesamte Kultivierungszeit im Bioreaktor und im

Vergleich zur Kultur in einer herkémmlichen 24Well-Platte.
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Abbildung 5-7: Albuminsekretion im Mini-Bioreaktor im Vergleich zur herkémmlichen 24Well-Platte

Beide Systeme zeigen in etwa gleiche Sekretionsraten. Dabei fillt auf, dass die Werte im
Mini-Bioreaktor insgesamt stabiler sind, es werden im Mittel etwa 1,5 pg h™' 10 Zellen
Albumin sekretiert. Damit liegen diese Werte am Anfang der Kultivierung iiber denen der
,normalen” 24Well-Platte (ca. 0,7 ugh’ 10° Zellen), wihrend der zweiten Kulturhilfte
darunter (ca. 2 pg h' 10 Zellen). Beziiglich der Albuminsekretion ldsst der Mini-Bioreaktor

somit keinen Vorteil gegeniiber der 24Well-Platte erkennen.

Harnstoff
Die gemessene Harnstoffsynthese ist in Abbildung 5-8 dargestellt.
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Abbildung 5-8: Harnstoffsynthese im Bioreaktor und in herkommlichen 24Well-Platten
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Die Harnstoffsynthese zeigt die gewebespezifische Entgiftungsleistung der Zellen in der
Kultur an und ist ein Zeichen fiir das Funktionieren des Energiehaushalts. Sie bleibt in beiden
Systemen wéhrend der gesamten Kultivierungsdauer stabil. Im Bioreaktor schwankt sie zwar
starker, liegt mit im Mittel 180 nmol h™' 10" Zellen Harnstoff jedoch auch deutlich iiber der in
der herkommlichen 24Well-Platte mit etwa 55nmol h™ 10° Zellen. Damit ist die
Entgiftungsleistung der Hepatozyten im Mini-Bioreaktor etwa 3,3mal so grol wie in der
24Well-Platte.

Glukose

Die Bestimmung des Glukoseverbrauchs erlaubt eine gute Beurteilung der
Sauerstoffversorgung. Dabei bedeutet ein geringer Glukoseverbrauch eine gute
Sauerstoffversorgung, da die Glukose aerob metabolisiert werden kann und so mehr ATP
gewonnen wird als bei teilweise anaerobem Glukoseverbrauch. Fiir dieselbe ATP-Menge
muss hier also mehr Glukose verbraucht werden. In Abbildung 5-9 ist der Glukoseverbrauch
der Hepatozyten dargestellt.

In beiden Kultursystemen sinkt der Glukoseverbrauch wéhrend der ersten Woche von etwa
700 nmol h™' 10 Zellen ab und erreicht dann einen stabilen Wert. Dieser betrdgt mit etwa
80 nmol h™' 10 Zellen im Mini-Bioreaktor nur ein Fiinftel des Verbrauchs in der 24Well-
Platte (400 nmol h™ 10° Zellen). Somit ist die Sauerstoffversorgung im Bioreaktor deutlich
besser als in der Platte, es finden hauptséchlich aerobe Energiegewinnungsprozesse statt, in

der 24Well-Platte im Vergleich mehr anaerobe.
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Abbildung 5-9: Glukoseverbrauch im Bioreaktor und in der 24Well-Platte
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Laktat

Auch die Laktatbildung ldsst Riickschliisse auf die Sauerstoffversorgung der Zellen zu. Bei
einer schlechten Sauerstoffversorgung kommt es zu einem teilweise anaeroben Glukoseabbau
und der damit verbundenen Milchsduregdrung und Laktatbildung. Abbildung 5-10 zeigt die

Laktatproduktion in den beiden Kultursystemen.
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Abbildung 5-10: Laktatbildung im Mini-Bioreaktor und in der 24Well-Platte

Wihrend die Laktatbildung im Mini-Bioreaktor iiber den Kultivierungszeitraum von etwa
7 nmol h™' 10 Zellen auf ca. 35 nmol h™' 10 Zellen nur sehr leicht zunimmt, steigt die Rate
in der 24Well-Platte sehr stark von etwa 2nmolh” 10° Zellen auf ein Maximum von
260 nmol h™ 10 Zellen. Damit ist die Laktatbildung in der Platte fast 7,5 mal so hoch wie im
Bioreaktor. In diesem ist die Sauerstoffversorgung der Hepatozyten also deutlich besser, wie

auch schon die Ergebnisse des Glukoseverbrauchs gezeigt haben.

LDH

Um die Integritdt der Plasmamembran und die Lebensfahigkeit der Zellen zu bestimmen,
wurde die LDH-Aktivitit im Uberstand gemessen. Eine erhohte LDH-Freisetzung ist ein
Zeichen fiir das Vorhandensein toter oder membrangeschédigter Zellen. Abbildung 5-11 zeigt
die LDH-Aktivitdten im Bioreaktor und in der 24Well-Platte.

In beiden Kultursystemen steigt die LDH-Aktivitidt von einem etwa gleichen Anfangswert
von 0,2 mU pro 10° Zellen wihrend der ersten Kulturwoche an, um sich dann kurzzeitig zu
stabilisieren. Der hier erreichte Wert ist mit ca. 2,2 mU 10 Zellen im Mini-Bioreaktor
weniger als halb so grof wie der von ca. 5mU 10° Zellen in der 24Well-Platte. Dieses

Verhiltnis kehrt sich jedoch am Ende der zweiten Kulturwoche um, die LDH-Aktivitdt im
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Bioreaktor steigt deutlich an, wihrend die in der Platte zunichst absinkt, um dann ebenfalls zu
steigen. Am Kultivierungsende ist die Aktivitit im Bioreaktor mit ca. 9,3 mU 10 Zellen etwa
1,5 mal so hoch wie die in der Platte mit etwa 6,4 mU 10 Zellen. Somit ist der Bioreaktor bis
gegen Ende der zweiten Kulturwoche besser fiir die Kultivierung von Hepatozyten geeignet,
hier liegen weniger tote oder membrangeschddigte Zellen vor als in der 24Well-Platte.
Danach nimmt ihre Zahl aber deutlich zu, der Bioreaktor zeigt keine Vorteile gegeniiber der
24Well-Platte mehr.
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Abbildung 5-11: LDH-AKktivitit im Bioreaktor und in der 24Well-Platte

5.2.1.2 Biotransformation

Parallel zur Betrachtung des Primédrmetabolismus, die gezeigt hat, dass die Zellen im
Bioreaktor gerade hinsichtlich der Sauerstoffversorgung in einem besseren Zustand vorliegen
als in der 24Well-Platte, wurden auch die Biotransformation und die Fahigkeit zur Interaktion
untersucht. Dafiir wurden die entsprechenden Induktoren jeweils am dritten und zehnten Tag

auf die einzelnen Enzyme gegeben. Die Ergebnisse werden im Folgenden gezeigt.

EROD

Die fiir die Phase I der Biotransformation untersuchten Enzyme EROD und ECOD sind
sauerstoffabhingige Monooxygenasen. Eine hohe Aktivitit spricht auch hier fiir eine gute
Sauerstoffversorgung. Abbildung 5-12 zeigt die EROD-Aktivititen in jeweils induzierten und

nicht induzierten Bioreaktoren und 24Well-Platten.
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Abbildung 5-12: EROD-ALktivitiit im Bioreaktor und in der herkommlichen 24Well-Platte

Beide Systeme zeigen zu Beginn eine Aktivitit von 3-4 pU pro 10° Zellen und reagieren mit
einer Aktivititssteigerung auf den Induktor 3-Methylcholanthren. Auch die Aktivitit der nicht
induzierten Enzyme nimmt wihrend der ersten Kulturwoche zu, jedoch differieren die
Aktivititen stark von einander. Wihrend EROD in der nicht induzierten 24Well-Platte auf
eine Aktivitit von etwa 10 pU 10 Zellen steigt, betréigt sie im nicht induzierten Bioreaktor
etwa 40 pU 10 Zellen und ist damit viermal so hoch. Die induzierte EROD-AKktivitit in der
24Well-Platte liegt mit 30 uU 10 Zellen unterhalb dieses Werts, und betrigt nur etwa 20 %
der Aktivitit im induzierten Bioreaktor mit 165 pU 10° Zellen. In der 24Well-Platte ist
maximal eine 3,7-fache Induktion, im Bioreaktor eine 5-fache Induktion zu beobachten.
Wihrend die Aktivitét in den nicht induzierten Bioreaktoren ebenso wie die in der induzierten
Platte nach zehn Kulturtagen wieder absinkt, steigt die in der nicht induzierten Platte weiter
leicht an. Nach 17 Kulturtagen weisen die beiden Platten und der nicht induzierte Bioreaktor
eine etwa gleiche Enzymaktivitit von 10-18 nU 10° Zellen auf. Die Hepatozyten im
induzierten Bioreaktor reagieren dagegen auch auf die zweite Induktion und erreichen eine
Aktivitit von 65 pU 10 Zellen am 17. Kulturtag.

Damit werden die bereits vom Primidrmetabolismus erhaltenen Ergebnisse bestétigt. Die
Sauerstoffversorgung der Zellen ist im Bioreaktor deutlich besser als in der 24Well-Platte,
eine hohere Enzymaktivitit ist zu beobachten. Zwar behalten die Hepatozyten in beiden
Systemen die Fihigkeit zur Interaktion mit anderen Agenzien, diese ist im Bioreaktor aber
starker ausgeprdgt. Somit ist der Bioreaktor gut geeignet, mogliche Interaktionen in einem

pharmakologischen Screening zu detektieren.
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ECOD
In Abbildung 5-13 sind die ECOD-Aktivititen der verschiedenen Systeme dargestellt.
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Abbildung 5-13: ECOD-ALktivitiit im Bioreaktor und in der herkommlichen 24Well-Platte

Ebenso wie fiir EROD sind auch fir ECOD zu Beginn gleiche Aktivititen von ca. 7-
10 pU 10 Zellen in allen Systemen zu beobachten. Sowohl in der induzierten Platte als auch
im induzierten Bioreaktor ist eine Reaktion auf das Agens Phenobarbital zu beobachten,
ebenso steigt die Aktivitdt der nicht induzierten Systeme. Die jeweils hochsten Aktivititen
sind am 10. Kulturtag zu beobachten, die 24Well-Platten zeigen eine Grundaktivitit von
60 pU 10 Zellen und eine induzierte von 75 pU 10 Zellen. Die Aktivititen liegen in den
nicht induzierten Bioreaktoren bei 120 pU 10 Zellen, in den induzierten Bioreaktoren bei
220 pU 10 Zellen. Damit liegt auch fiir ECOD die Grundaktivitit der Bioreaktoren iiber der
der induzierten Platten. In den Bioreaktoren konnte eine 1,8-fache, in den 24Well-Platten eine
etwa 1,3-fache Induktion festgestellt werden. Auch hier sinkt die Aktivitit nach zehn
Kulturtagen in allen Systemen ab, um anschliefend in den Platten und dem nicht induzierten
Bioreaktor noch einmal leicht anzusteigen. Diese drei Systeme enden wiederum mit einer
etwa gleichen Aktivitit von ca. 70 U 10 Zellen. Dagegen reagieren die Hepatozyten im
Bioreaktor auch bei ECOD auf die zweite Induktion und es kann eine Endaktivitit von
140 uU 10 Zellen gemessen werden.

Die fiir EROD bereits gewonnenen Ergebnisse treffen somit auch auf ECOD zu: Sowohl die
Enzymaktivitit, bedingt durch die bessere Sauerstoffversorgung, als auch die Fahigkeit zur

Interaktion sind im Bioreaktor stirker ausgepragt als in der 24Well-Platte.
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UGT

Die beiden Phase II-Enzyme UGT und ST sind im Gegensatz zu EROD und ECOD nicht
sauerstoffabhingig. Die UGT-Aktivititen der verschiedenen Systeme sind in Abbildung 5-14
dargestellt.

Auch bei diesem Enzym zeigen beide Systeme zu Beginn eine etwa gleiche Aktivitidt von
520-540 pU 10° Zellen. Wiederum reagieren die Zellen auch in beiden Systemen auf die
Induktion und auch die Grundaktivititen steigen. Jedoch lassen sich hier nicht so starke
Unterschiede zwischen Bioreaktor und Platte beobachten wie in der Phase I. Beide nicht
induzierten Systeme erreichen am 6. Kultivierungstag eine Aktivitit von ca. 1150 pU 10°
Zellen, welche sie bis zum Kultivierungsende fast stabil beibehalten. Auch die Werte der
beiden induzierten Systeme liegen recht dicht beieinander, doch wéhrend in der 24Well-Platte
die beiden verschiedenen Induktionen zu erkennen sind, steigt die Aktivitdt im Biorektor

kontinuierlich an. Beide Systeme fiihren zu einer etwa 1,7-fachen Induktion.
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Abbildung 5-14: UGT-Aktivitit im Bioreaktor und in der herkommlichen 24 Well-Platte

Fir das Phase II-Enzym UGT zeigen beide Systeme das gleiche Verhalten, die
Enzymaktivitdt ist unabhéngig von einer besseren Sauerstoffversorgung. Keines der Systeme

weist Vor- oder Nachteile beziiglich Aktivitdt oder Induktionsverhalten auf.

ST
Abbildung 5-15 zeigt die ST-Aktivititen in den Mini-Bioreaktoren und 24Well-Platten.
Keines der beiden Systeme ldsst eine eindeutige Wirkung auf die Aktivititen erkennen. Zwar

verlaufen die Kurven der beiden induzierten Systeme stabiler, die insgesamt sehr groB3en
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Schwankungen lassen jedoch keine eindeutigen Aussagen iiber Vor- oder Nachteile eines

Systems zu.
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Abbildung 5-15: ST-Aktivitit im Bioreaktor und in der herkd mmlichen 24Well-Platte

5.2.2 Diskussion
Die Vorraussetzung zum pharmakologischen Screening ist die Beibehaltung der

gewebespezifischen Leistungen der Zellen im Bioreaktor.

Glukose und Laktat

Ein wichtiger Parameter ist dabei das stochiometrische Verhiltnis von Laktatbildung zu

Glukoseverbrauch [193, 194]. Ein hohes Verhiltnis (Maximalwert: 2) spricht fiir eine
vermehrte (anaerobe) Energiegewinnung aus der Glykolyse, wéahrend ein niedriges Verhiltnis
fiir (aerobe) Energiegewinnung aus der Atmungskette spricht. Im entwickelten Bioreaktor
wurde ein Laktat/Glukose-Verhiltnis von 0,27 gefunden, in der herkdmmlichen 24Well-Platte
betrdgt es 0,44. Der Bioreaktor zeigt also eine héhere Energiegewinnung aus der Glukose und
somit eine bessere Oxygenierung der Zellen als die 24Well-Platte. Diese Werte stimmen gut
mit denen von Rocker [195] iiberein, der fiir primére porcine Hepatozyten Werte von 0,3-0,5
fand. Er kultivierte primére Rattenhepatozyten bei 10 % O, sowohl in herkémmlichen Petri-
Schalen, als auch in Petri-Schalen mit Membranboden. Fiir die Petri-Schalen wurden
wiederum Werte von 0,3-0,5 gefunden, fiir die Membran-Schalen sogar nur Werte um 0,1.
Dies zeigt, dass die angebotene Glukose bei einer von der Mediumversorgung unabhidngigen

Sauerstoffversorgung effizienter genutzt werden kann. Eine reine Sauerstoffdiffusion durch
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die Mediumschicht ist nicht ausreichend, da bereits eine Schichtdicke von 1 mm zu
Sauerstofflimitierungen fiihrt [196].

Der primire Energielieferant der Leber ist allerdings nicht Glukose, sondern Ketosduren aus
dem Abbau von Aminosduren [6]. Der Glukoseverbrauch in der Leber ist in vivo eher gering,
da sie vielmehr die konstante Glukoseversorgung anderer Organe wie Hirn oder Muskeln zur
Aufgabe hat. Auch in vitro wurde ein geringer Glukoseverbrauch fiir Rattenhepatozyten
nachgewiesen [197]. Gerlach et al. [198] fanden fiir glykolytische Kulturen von priméren
porcinen Hepatozyten im Hohlfaserbioraktor einen Glukoseverbrauch von 40 nmol h™' 107
Zellen, Rocker [195] einen von 200 nmol h”' 10 Zellen in Petri-Schalen. Auch dies ist in
guter Ubereinstimmung mit dem fiir den Bioreaktor gefundenen Wert von 78 nmol h™ 107
Zellen. In der herkommlichen 24Well-Platte wurde allerdings ein Glukoseverbrauch von
415 nmol h™ 10 Zellen gefunden. Dieser liegt deutlich iiber den anderen Werten und zeigt,
dass hier Bedingungen herrschen, die der in vivo-Situation weniger dhnlich sind. Fiir Ratten-
hepatozyten fand Rocker [195] bei einem pO, von 10 % einen Glukoseverbrauch von 50-
60 nmol h™ 10 Zellen fiir Petri-Schalen mit Membranboden und 70-150 nmol h™' 10 Zellen
fiir Petri-Schalen ohne Membranboden. Auch hier fiihrte eine bessere Sauerstoffversorgung
zu einem geringeren Glukoseverbrauch.

Bei der Betrachtung des Laktat/Glukose-Verhiltnisses muss aulerdem beachtet werden, dass
die Leber auch Glutamin als Energiequelle nutzen kann [199]. Das in dieser Arbeit benutzte
Kulturmedium war mit 9 mM supplementiert. Zur Energiegewinnung genutztes Glutamin
kann ebenfalls zu Laktat umgewandelt werden, wodurch das Verhiltnis Laktat/Glukose
beeinflusst wird. Leberzellen spielen eine groe Rolle bei der Regelung des
Glutaminhaushalts und stellen dies dem Korper bei Bedarf zur Verfiigung. In priméren
porcinen Hepatozyten sind daher sowohl die Enzyme Glutamatdehydrogenase, Glutaminase
(periportal) und Glutaminsynthase (perivends), als auch die Enzyme der Glukoneogenese und
der Harnstoffsynthese (periportal) sehr aktiv [193, 200, 201].

Harnstoff

Eine hohe Harnstoffsynthese ist also ebenfalls ein guter Parameter fiir die Oxygenierung des
Systems. Da bei der Harnstoffsynthese viel Energie bendtigt wird, ist sie auBlerdem ein
Zeichen fiir einen intakten Energiestoffwechsel. Allerdings muss beachtet werden, dass die
Harnstoffsynthese stark vom Stickstoffangebot und somit von der Mediumzusammensetzung
abhingt. Flendrig et al. [202] und Gerlach et al. [198] fanden fiir primére porcine Hepatozyten
Syntheseraten von 28 bzw. 63 nmol h™' 10 Zellen in Hohlfaserbioreaktoren. In Petri-Schalen
wurden Harnstoffsynthesen von 55-85 nmol h' 10° Zellen im Single Gel (nur untere
Kollagen-Schicht) [203, 204] und 60-110 nmol h™ 10 Zellen im Double Gel (Sandwich)

[195] gemessen. Dies steht in guter Ubereinstimmung zu den in der 24Well-Platte bestimmten
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55nmol h™' 10° Zellen, die Harnstoffsynthese befindet sich im Bereich der fiir
Hohlfaserbioreaktoren und Single Gels bestimmten Syntheseraten und liegt nur leicht unter
denen im Double Gel. Fiir den Mini-Bioreaktor wurde jedoch eine Harnstoffsynthese von
180 nmol h™ 10 Zellen gemessen. Diese liegt deutlich iiber den in der Literatur angegebenen
Werten. Damit ist sie ein Zeichen fiir eine besonders gute Oxygenierung und

Entgiftungsleistung, sowie einen gut funktionierenden Energiestoffwechsel.

Albumin

Die Albuminsynthese wird oft als Qualitdtsparameter fiir die proteinsynthetische Aktivitit
von Hepatozyten herangezogen [179, 203-205]. In vivo ist sie beim gesunden Menschen [206]
deutlich hoher als beim kranken [207]. In vitro ist siec von verschiedenen Parametern
abhingig, wie der C-Quelle, der Hormonsubstituierung, Aminosduren, Zuckern, dem
Ammoniumgehalt im Medium und der Serumcharge [195]. Bei der Kultivierung von
primiren porcinen Hepatozyten im Single Gel fanden Behnia et al. [204] eine Sekretion von
0,1-1 pgh™' 10 Zellen. Gregory et al. [203] bestimmten eine Albuminsynthese von 0,4-1,7
ng h' 10 Zellen sowohl im Single Gel als auch im Double Gel. Ebenfalls fiir das Double Gel
fanden Rocker [195] und de Bartolo et al. [179] Syntheseraten von 1,3-1,6 pg h™ 10 Zellen,
Hansen et al. [208] von 2 pg h™ 10 Zellen. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit den in
dieser Arbeit ermittelten Syntheseraten von 0,7-1,7 pgh™ 10° Zellen im Bioreaktor und
0,2-2 ugh™ 10° Zellen in der 24Well-Platte. Beziiglich der Albuminsekretion bietet der
Bioreaktor also keine Vorteile, beide Systeme zeigen der Literatur entsprechende

Syntheseleistungen.

Phase [

Wichtig fiir ein erfolgreiches Screening ist der Erhalt der Biotransformation und der
Moglichkeit zu Drug-Drug-Interaktionen in der Zellkultur. Dies ist nur in organotypisch
differenzierten Hepatozyten gegeben. Die Fahigkeit, Phase I-Reaktionen durchzufiihren,
wurde anhand der sauerstoffabhingigen Monooxygenasen EROD (CYP 1A1/1A2) und
ECOD (CYP 2B1/2B2) untersucht. Der Erhalt der Interaktionsfdhigkeit wurde mittels
Induktion mit 3-MC (EROD) und PB (ECOD) analysiert.

Im Single Gel in Petri-Schalen kultivierte primire porcine Hepatozyten verloren ihre
anfingliche EROD-Aktivitit von 1-3 pU 10 Zellen wihrend der ersten finf Kulturtage [203,
204]. Wurden sie jedoch initial durch 3-MC induziert, konnten Aktivitdten von 15-35 pU 10°
Zellen und eine 4,5-fache Induktion gemessen werden. Im Double Gel verhilt sich die
Grundaktivitit stabil, in der Petri-Schale wurden Werte von 0,3-2 pU 10 Zellen gefunden
[208], im Flachmembranbioreaktor (FMB) 3-8 nU 10 Zellen [26]. In beiden Systemen
konnte die EROD-Aktivitit induziert werden: 1,5-2-fach in der Petri-Schale, 11-fach im
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FMB. In den Versuchen konnten Grundaktivitdten von 10 pU 10 Zellen in der 24Well-Platte
und 40 pU 10 Zellen im Bioreaktor gemessen werden. Damit liegt die 24Well-Platte etwa
im gleichen Bereich wie der FMB, die Aktivitdt im Bioreaktor ist jedoch 4-mal hoher. Dies
spricht ebenso wie die Daten des Primdrmetabolismus fiir eine sehr gute Oxygenierung der
Zellen. Auch die Induzierbarkeit der Hepatozyten blieb in beiden Systemen erhalten, es
wurden Werte von 30 uU 10° Zellen in der 24Well-Platte und 165 pU 10 Zellen im
Bioreaktor und somit 3-4-fache Induktionen gefunden. Diese Interaktionsfahigkeit stimmt gut
mit den in der Literatur angegebenen Werten fiir Petri-Schalen tiberein.

Die Grundaktivitit von ECOD bleibt auch bei der Kultivierung im Single Gel erhalten.
Behnia et al. [204] fanden im Single Gel Werte von 8-18 nU 10 Zellen, die gut mit den im
FMB gefundenen Aktivititen von 5-15 pU 10 Zellen [26] iibereinstimmen. Dagegen fanden
Hansen et al. [208] im Double Gel eine Grundaktivitdt von 80 pU 10 Zellen. Die in der
24Well-Platte gemessene Grundaktivitit liegt mit 40-45 uU 10 Zellen zwischen diesen
Werten, die im Bioreaktor mit 90 pU 10 Zellen dariiber. Auch hier zeigt sich, dass die gute
Oxygenierung die Enzymaktivitit fordert. Im Single Gel [204] wurden induzierte ECOD-
Aktivititen von 70-75 pU 10 Zellen gefunden, im FMB [26] von 80-200 pU 10 Zellen. Die
in der 24Well-Platte gemessene induzierte Aktivitit von 65 pU 10° Zellen liegt leicht
darunter, die im Bioreaktor mit 275 pU 10 Zellen dariiber. Dies entspricht einer 1,5-fachen
bzw. einer 3-fachen Induktionsrate. Dagegen konnen in der Literatur 2-13-fache Induktionen
gefunden werden [26, 203, 204, 208], wobei beachtet werden muss, dass von deutlich
niedrigeren Grundaktivititen ausgegangen wird.

Der Bioreaktor zeigt also fiir beide Enzyme deutlich hohere Aktivitéten als die 24Well-Platte,

was auf eine bessere Oxygenierung der Zellen zurlickzufiihren ist.

Phase I

Auch die Konjugationsreaktionen der Phase Il sind nur in vollstindig differenzierten
Hepatozyten moglich und ein wichtiger Aspekt beim Screening nach den Metaboliten eines
Pharmakons. Thr Erhalt ist bei der Leberzellkultivierung unerldsslich. In der vorliegenden
Arbeit wurde das Substrat 4-MU sowohl von UGT als auch von ST metabolisiert, so dass eine
Konkurrenzreaktion zwischen beiden Enzymen mdglich war. Diese wird in der Regel durch
die Zugabe einer ausreichend hohen Substratkonzentration (hier: 100 uM) zu vermeiden
versucht.

Sowohl fiir die Kultur von primidren humanen Hepatozyten [209] als auch von primdren
Rattenhepatozyten [210] wurde eine Abnahme der ST-Aktivitdit iiber den
Kultivierungszeitraum bei gleichzeitiger Zunahme der UGT-Aktivitdt gefunden. Humane
Leberschnitte [211] zeigten auch bei gleichbleibender UGT-Aktivitit eine abnehmende ST-
Aktivitdt, wihrend bei der Kultur porciner Hepatozyten im FMB [26] die UGT-Aktivitdt von
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280 auf 225 pU 10 Zellen leicht abnahm und die ST-Aktivitéit von 60 auf 100 pnU 10 Zellen
leicht anstieg. Dieses Verhalten konnte weder in der 24Well-Platte noch im Mini-Bioreaktor
beobachtet werden. Beide Systeme zeigten eine Grundaktivitit von 1100 pU 10 Zellen, die
wihrend der ersten Kulturwoche leicht zu- und in der zweiten Woche leicht abnimmt. Die
Induktion mit Rifampicin flihrte zu einer etwa 2-fachen Induktion auf eine Aktivitit von
2000 pU 107 Zellen. Diese Induktionsrate stimmt gut mit der im FMB gemessenen 2-fachen
Aktivititserhohung auf 450-540 pU 10 Zellen iiberein.

Die ST-Aktivitit im FMB [26] nahm hingegen durch die Zugabe von Rifampicin ab, durch
die Induktion von UGT kam es zu der erwdhnten Konkurrenzreaktion. Jedoch konnte auch
dieses Verhalten weder in der 24Well-Platte noch im Bioreaktor beobachtet werden. In
keinem der beiden Systeme konnte ein eindeutiger Trend erkannt werden, es wurden sehr
groBe Schwankungen und Standardabweichungen bei den einzelnen Kurvenverldufen
gefunden.

Fiir den sauerstoffunabhidngigen Phase [I-Metabolismus weist der Bioreaktor somit keine
Vorteile gegeniiber der 24Well-Platte auf, die Oxgenierungsleistung des Bioreaktors spielt

hierfur keine Rolle.

Resultat

Sowohl der Primédrmetabolismus als auch die Biotransformation zeigen, dass in dem
entwickelten Bioreaktor die gewebespezifische Kultivierung primérer Zellen moglich ist. Sie
behalten liber den untersuchten Zeitraum von zwei Wochen ihre organotypischen Leistungen
bei und liegen vollstindig differenziert vor. Die sauerstoffabhingigen Prozesse
(Glukoseverbrauch, Laktatbildung, Harnstoffsynthese und Phase [-Reaktionen) lassen zudem
erkennen, dass der Bioreaktor verglichen mit der herkdmmlichen 24Well-Platte und vielen
Systemen in der Literatur verbesserte Leistungen zeigt und somit eine gute und vom Medium
unabhingige Oxygenierung gewéhrleistet. Der Erhalt der Interaktionsfahigkeit (Induktion)
zeigt aulerdem, dass die Zellen fiir ein pharmakologisches Screening von Wechselwirkungen

gut geeignet sind.
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5.3 Modellscreening mit Johanniskraut (Hypericum perforatum)

Nachdem gezeigt wurde, dass die Hepatozyten im Bioreaktor bessere gewebespezifische
Leistungen erbringen als in der 24Well-Platte, wurde ein Testscreening mit verschiedenen
Johanniskraut-Praparaten  durchgefiihrt.  Anféngliche = Untersuchungen in  beiden
Kultursystemen zeigten, dass Hepatozyten im Bioreaktor stirker auf die Priparate reagierten.
Die mit dem Bioreaktor erhaltenen Ergebnisse werden in diesem Kapitel dargestellt. Die
Wirkung der verschiedenen Priparate wird dabei als prozentuale Abweichung von der jeweils
entsprechenden Losungsmittelkontrolle angegeben. Eine positive Wirkung bedeutet also eine
Induktion des Enzyms gegeniiber der Kontrolle, eine negative Wirkung steht fiir eine

Inhibierung.

5.3.1 Ergebnisse

5.3.1.1 Wirkung auf verschiedene Enzyme
In dieser ersten Versuchsgruppe wurden die verschiedenen Zubereitungen Ol, Pulver, Tee und
Extrakt fiir drei verschiedene Perioden (zwei, drei und vier Tage) auf die Hepatozyten

gegeben und ihre Wirkung auf EROD, ECOD und den Diazepamstoffwechsel untersucht.

EROD
Zusdtzlich zu den Johanniskrautpraparaten wurde 3-MC als bekannter Vergleichsinduktor

untersucht. Die gemessenen Ergebnisse sind in Abbildung 5-16 dargestellt.
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Abbildung 5-16: Wirkung der verschiedenen Johanniskrautpriparate auf EROD

Die drei Priparate Ol, Pulver und Tee besitzen nur eine sehr geringe Wirkung auf EROD, die

gemessene Enzymaktivitdt ist maximal 7,5 % hoher oder niedriger als die der entsprechenden
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Kontrolle. Der Extrakt zeigt eine etwas gréBere, zeitabhidngige Wirkung. Nach einer
zweitdgigen Aufgabe erhoht er die EROD-Aktivitdt um etwa 20 %, eine dreitigige Aufgabe
dndert die Enzymaktivitit nicht, und die viertigige Aufgabe fiihrt zu einer um ca. 12 %
verminderten Aktivitit. Einen deutlichen Effekt bewirkt allerdings nur der Modellinduktor 3-
MC, die EROD-AKktivitit steigt um etwa 175 %.

ECOD
Abbildung 5-17 zeigt die Wirkung der verschiedenen Hypericum-Priparate und des Induktors
PB auf ECOD.
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Abbildung 5-17: Wirkung der verschiedenen Johanniskrautpriparate auf ECOD

Auf ECOD wirken die untersuchten Priparate leicht inhibierend. Dabei ist der grofite Effekt
mit ca. 28 % Aktivititsverlust bei der zweitdgigen Gabe von Johanniskraut-Tee zu
beobachten, die insgesamt geringste Wirkung zeigt das Pulver. Die Wirkung der
verschiedenen Zubereitungen ist nicht zeitabhingig. Auch bei diesem Enzym zeigt der

Modellinduktor PB mit einer Aktivitdtssteigerung von etwa 220 % die deutlichste Wirkung.

Desmethyldiazepam

Der Diazepam-Metabolit Desmethyldiazepam entsteht durch die N-Demethylierung des
Substrats durch die CYPs 2C und 3A. In Abbildung 5-18 ist daher die Wirkung der
Johanniskraut-Zubereitungen und des Induktors DEX auf die Kombination beider CYPs
dargestellt.

Auf diesen Metaboliten wirken die Hypericum-Préparate deutlich stdrker als auf die Enzyme
EROD und ECOD. Bis auf das Ol nach drei Inkubationstagen besitzen alle Zubereitungen

eine induktive Wirkung auf Desmethyldiazepam. Die geringste Wirkung zeigt der Tee mit
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einer Induktion von ca. 15 % nach einer zweitdgigen und einer viertdgigen Inkubation. Die
stairkste Wirkung zeigt der Extrakt nach zweitégiger Gabe. Die Induktion von ca. 115 %
iibersteigt sogar die des Modellinduktors Dexamethason mit etwa 100 %. Es fallt auf, dass die
Wirkung nach dreitégiger Johanniskraut-Gabe deutlich von der zwei- bzw. viertigigen Gabe
variiert. Wahrend die Wirkung beim Tee und Extrakt sinkt, steigt sie beim Pulver an und

wirkt beim Ol inhibierend.
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Abbildung 5-18: Wirkung der Johanniskraut-Priparate auf den Metabolit Desmethyldiazepam

Temazepam
Der Metabolit Temazepam entsteht ebenfalls durch die CYPs 2C und 3A durch die

Hydroxylierung des Substrats. In Abbildung 5-19 ist die Wirkung der Johanniskraut-
Priparationen und des Induktors DEX auf die Kombination beider CYPs dargestellt.
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Abbildung 5-19: Wirkung der Johanniskraut-Priparate auf den Metabolit Temazepam
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Auf die Bildung dieses Metaboliten zeigen die Johanniskraut-Priparate eine klare Wirkung.
Besonders die zweitdgige Inkubation aller Zubereitungen wirkt induzierend. Wiederum
besitzt der Tee die geringste (ca. 30 %) und der Extrakt die hochste Wirkung. Mit einer
Induktion von ca. 175 % erreicht er fast die des Modellinduktors Dexamethason mit etwa
210 %. Die drei- und viertigigen Gaben aller Priparate zeigen schwicher induzierende bzw.

inhibierend Wirkungen.

Oxazepam
Die beiden Zwischenprodukte Desmethyldiazepam und Temazepam werden durch die

Nachschaltung der jeweils anderen Reaktion (Hydroxylierung von Desmethyldiazepam und
N-Demethylierung von Temazepam) zum Endprodukt Oxazepam metabolisiert. Die Wirkung
der verschiedenen Johanniskraut-Zubereitungen hierauf zeigt Abbildung 5-20. Um diese zu
veranschaulichen, wurde die Wirkung von Dexamethason nicht gezeigt, da dieses stark
induzierend wirkt (10* %).
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Abbildung 5-20: Wirkung der Johanniskraut-Priparate auf den Metabolit Oxazepam

Die starkste Wirkung auf das Endprodukt Oxazepam ist nach viertigiger Hypericum-Gabe zu
beobachten. Die stirkste Induktion wird dabei vom Pulver mit etwa 540 % hervorgerufen.
Auch der Extrakt zeigt mit ca. 215 % noch eine klare induktive Wirkung. Wie schon fiir
Desmethyldiazepam beobachtet, ist der Effekt bei dreitdgiger Johanniskraut-Gabe deutlich
anders als bei zwei- bzw. viertigiger Gabe. Wéhrend der Extrakt keine Wirkung zeigt,
inhibieren Ol und Pulver die Bildung von Oxazepam. Nur der Tee zeigt ein anderes

Verhalten, die induktive Wirkung nimmt mit zunehmender Inkubationszeit ab.
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5.3.1.2 Wirkung der Inhaltsstoffe

In dieser Versuchsgruppe wurde die Wirkung der verschiedenen Inhaltsstoffe auf nur einen
Metabolismus untersucht. Die Johanniskraut-Préaparate zeigen kaum Wirkung auf EROD und
ECOD, aber gerade der Extrakt und das Pulver besitzen eine deutliche induzierende Wirkung
auf den Diazpam-Metabolismus. Daher wurden die Inhaltsstoffe sowie drei Pulver
unterschiedlicher Zusammensetzung und der Extrakt, sowohl in Cremophor RH 40 als auch in
DMSO gelost, an diesem getestet. Dabei entspricht Pulver 1 dem Pulver der ersten

Versuchsgruppe.

Desmethyldiazepam

Die Wirkungen der verschiedenen Substanzen auf Desmethyldiazepam ist in Abbildung 5-21

dargetellt.
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Abbildung 5-21: Wirkung der Hypericum-Inhaltsstoffe auf Desmethyldiazepam

Wiéhrend der Extrakt in Cremophor RH 40 gelost eine induzierende Wirkung auf
Desmethyldiazepam hat, wirkt er in DMSO gel6st inhibierend. Ebenso inhibiert der
Inhaltsstoff Hypericin, wéhrend Hyperforin induziert. Die stirkste Wirkung der
Zubereitungen ist jeweils nach zweitdgiger Inkubation zu beobachten. Dabei zeigen vor allem
Pulver 3 und der Extrakt, etwas geringer auch Pulver 1 und 2, eine stirkere Induktion als der
Modellinduktor Dexamethason. Wie auch schon in Kapitel 5.3.1.1 beobachtet, unterscheiden
sich die Wirkungen der Inhaltsstoffe und Pulver nach dreitidgiger Gabe deutlich von denen

nach zwei- bzw. viertdgiger Gabe.
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Temazepam
Abbildung 5-22 zeigt die Wirkung der Inhaltsstoffe auf den Metaboliten Temazepam.
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Abbildung 5-22: Wirkung der Hypericum-Inhaltsstoffe auf Temazepam

Die Wirkung der verschiedenen Pridparate auf Temazepam ist sehr dhnlich zu der auf
Desmethyldiazepam. Der Inhaltsstoff Hyperforin induziert die Bildung von Temazepam,
wihrend Hypericin inhibierend wirkt. Der Extrakt wirkt induzierend, wenn er in Cremophor
RH 40 gelost wird, inhibierend in DMSO. Auch hier ist die stdrkste Wirkung der
Zubereitungen jeweils nach zweitdgiger Inkubation zu beobachten und deutlich hoher als die
Induktion durch den Modellinduktor Dexamethason. Hyperforin induziert nach dreitagiger
Gabe am starksten, wihrend die anderen Zubereitungen nach dieser Inkubationszeit am
wenigsten induzieren. Auch Hyperforin besitzt zu diesem Zeitpunkt eine leicht induzierende

Wirkung, wihrend es sonst inhibierend wirkt.

Oxazepam
Die Wirkung der Hypericum-Inahltsstoffe auf das Endprodukt Oxazepam ist in Abbildung

5-23 gezeigt. Um diese iibersichtlicher zu gestalten, wurde auf die Darstellung der sehr stark

induzierenden Wirkung von Dexamethason (104 %) verzichtet.
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Abbildung 5-23: Wirkung der Hypericum-Inhaltsstoffe auf Oxazepam

Die Wirkung der Préparate auf das Endprodukt unterscheidet sich deutlich von denen auf die
Zwischenprodukte. Beide Inhaltsstoffe zeigen nach zweitdgiger Inkubation eine stark
induzierende Wirkung (etwa 180 %), die mit zunehmender Inkubationsdauer abnimmt. Die
Pulver und der Extrakt besitzen die stdrkste induzierende Wirkung nach dreitdgiger
Inkubation, wobei hier besonders die Pulver 1 und 2 und weniger der Extrakt und Pulver 3
induzieren. Auch der in DMSO geloste Extrakt wirkt nach dreitdgiger Gabe leicht

induzierend, wihrend er nach zwei- und viertigiger Gabe inhibiert.

5.3.1.3 Ubersicht tiber die Wirkung und Zusammensetzung der einzelnen Praparate
Die beiden Inhaltsstoffe und die verschiedenen Zubereitungen zeigen unterschiedliche
Wirkungen auf die verschiedenen Metabolite. Um eine schnelle Ubersicht zu erméglichen,

wurde eine grobe Einteilung der Wirktendenzen vorgenommen, welche in Tabelle 5-1

zusammenfassend dargestellt sind.



80 5. Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 5-1: Gemittelte Wirkung der verschiedenen Johanniskraut-Priparate

Priparat EROD ECOD DMD Tem. Ox.
Hyperforin n.u. n.u. ++ ++ e
Hypericin n.u. n.u. - - +++
Pulver 1 0 0 ++ ++ 4+
Pulver 2 n.u. n.u. ++ ++ A+
Pulver 3 n.u. n.u. ++ +++ +
Extrakt (Cremophor) 0 0 +++ +++ S
Extrakt (DMSO) n.u. n.u. - - -
0Ol 0 0 0 0 +
Tee 0 - 0 0 ++
n.u. nicht untersucht + leichte Induktion DMD  Desmethyldiazepam
- Inhibierung ++ mittlere Induktion Tem.  Temazepam
0 keine Wirkung +++ starke Induktion Ox. Oxazepam

Die Priparate variieren nicht nur in ihrer Wirkung, sondern auch stark in ihrer jeweiligen
Zusammensetzung an Hyperforin, Hypericin und Flavonoiden. Diese wurde von Firma
PhytoLab, Vestenbergsgreuth, untersucht und ist mit der mittleren Wirktendenz in Tabelle 5-2
dargestellt.

Tabelle 5-2: Zusammensetzung der einzelnen Johanniskraut-Préiparate

Praparat Hyperforin Hypericin Flavonoide | Wirktendenz
[%] | ng ml”! [%] | ng ml”! [%] | ng ml”!
Hyperforin 100 100 - - - - ++
Hypericin - - 100 100 - - - (+++ Ox.)
Pulver 1 1,12 9,00 4,23 33,9 | 94,65 | 758,0 ++
Pulver 2 4,05 61,2 0,81 12,3 95,14 | 1437,0 ++
Pulver 3 4,33 50,0 3,2 37,0 |92,47 | 1069,0 ++
Extrakt (Cremophor) | 24,22 | 626,8 | 1,24 32,2 | 74,54 | 1928.,7 4+
Extrakt (DMSO) 12,38 | 284,0 | 0,11 2,5 87,51 | 2007,0 -
Ol 22,64 1,68 |51,75| 3,84 | 25,61 1,9 0
Tee 0,5 8,1 1,05 17,1 | 98,45 | 1599,0 +
n.u. nicht untersucht + leichte Induktion DMD  Desmethyldiazepam
- Inhibierung ++ mittlere Induktion Tem.  Temazepam
0 keine Wirkung -+ starke Induktion Ox. Oxazepam

Die Hepatozyten zeigen im Mini-Bioreaktor also nicht nur gewebespezifische Leistungen, sie

sind auch zu einem pharmakologischen Screening geeignet.
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5.3.2 Diskussion

Johanniskraut wird seit langem als pflanzliches Arzneimittel zur Behandlung von leichten und
mittelschweren Depressionen eingesetzt. Jedoch zeigten sich sowohl bei in vivo- als auch bei
in vitro-Studien Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten.

Um die Eignung des Bioreaktors zum pharmakologischen Screening und die damit
verbundene in vivo/in vitro-Korrelation zu testen, wurden in ihm die Wirkung verschiedener
Johanniskraut-Priaparate auf verschiedene Enzyme untersucht. Da porcine Hepatozyten
benutzt wurden, ist eine direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen zwar nicht
gegeben, jedoch konnen Aussagen iiber die Eignung des Bioreaktors als Screening-System

getroffen werden.

EROD und ECOD

Auf EROD (CYP 1A1/1A2) zeigen die im Mini-Bioreaktor untersuchten Johanniskraut-
Zubereitungen nur eine geringe Wirkung. Auf ECOD (CYP 2B1/2B2) besitzt nur der Tee
einen minimal inhibierenden Einfluss. Der Erhalt der Interaktionsfdahigkeit der Zellen wurde
durch die deutlichen Induktionen der Modell-Induktoren 3-MC (EROD) und PB (ECOD)

gezeigt. Diese Ergebnisse sind in guter Uberseinstimmung mit Néldner et al. [212], die bei

mit hohen Dosen Johanniskraut-Extrakt und -Komponenten behandelten Ratten keine
Reaktionen von EROD und ECOD fanden, jedoch eine deutliche Induktion durch
Phenobarbital. Gewertz et al. [213] untersuchten den Einfluss von Johanniskraut-Extrakt auf
den Abbau von Koffein zu Paraxanthin durch CYP 1A2 an freiwilligen Probanden. Sie
konnten keine Verdnderung der Enzymaktivitit finden, woraus geschlossen wurde, das
Johanniskraut kaum oder keine Interaktionen mit CYP 1A2 eingeht. Auch dies ist in guter
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit.

Allerdings kam es auch bei der Co-Medikation von Theophyllin (Anti-Asthmatikum) und
Johanniskraut-Extrakt zu Wechselwirkungen. Nach der Einnahme des Extrakts sanken stabile
Theophyllin-Plasmaspiegel stark ab und nahmen nach Beendigung der Co-Medikation wieder
die Normalwerte an [83]. Da Theophyllin aber hauptsidchlich von CYP 1A2 metabolisiert
wird [81], spricht dieser Befund fiir eine Interaktion mit CYP 1A2.

Diese Differenzen in der CYP 1A2-Induktion kénnten durch Speziesunterschiede erklart
werden, die zu einer CYP 1A2-Induktion durch Johanniskraut im Menschen fiihren, nicht
aber im Schwein oder der Ratte. Dem widerspricht jedoch, dass kein Einfluss von

Johanniskraut auf den Koffeinabbau gefunden werden konnte.

Diazepam-Metabolismus

Auf den Diazepamstoffwechsel zeigten alle untersuchten Zubereitungen eine Wirkung, wobei

deutliche Unterschiede im FEinfluss der einzelnen Prédparationen bestehen. Diese
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Wirktendenzen stimmen fiir die beiden Zwischenprodukte Desmethyldiazepam und
Temazepam gut tiberein, die stdrkste Aktivititssteigerung wurde durch den Extrakt
hervorgerufen, das Pulver besitzt eine schwiichere Wirkung, Ol und Tee induzieren kaum. Die
Beeinflussung des Endprodukts Oxazepam unterscheidet sich kaum, jedoch besitzt hier das
Pulver eine starker aktivitétssteigernde Wirkung als der Extrakt und auch der Tee induziert
leicht. Insgesamt ist fiir die drei Metabolite die schwiichste Wirkung beim Ol zu beobachten,
die stirkste beim Extrakt, der gleichzeitig das am héufigsten verwendete Johanniskraut-
Produkt darstellt.

Da Diazepam sowohl von Enzymen der CYP 2C-Gruppe als auch der CYP 3A-Gruppe
metabolisiert wird, kann durch die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse nicht beurteilt
werden, ob nur eine oder beide Enzymgruppen von Johanniskraut induziert wurden. Der
Extrakt zeigt allerdings auf die beiden Zwischenprodukte eine dhnliche Wirkung wie der
mitgefiihrte Modell-Induktor Dexamethason, der fiir CYP 3A4-Induktionen bekannt ist.
Zusitzliche Untersuchungen auf RNA-Ebene konnen hier zu genaueren Ergebnissen fiihren.
CYP 3A4 ist das hdufigste hepatische Enzym und fiir die oxidative Metabolisierung von mehr
als 50 % aller giingigen Medikamente verantwortlich [92]. Uber 70 der bekannten Wirkstoffe
und eine Vielzahl endogener Komponenten werden von diesem Enzym metabolisiert [90].
Induktionen oder Inhibitionen stellen daher eine wichtige Quelle von therapeutischen
Misserfolgen, Toxizitdten oder anderen ungiinstigen Nebenwirkungen dar. So konnten Roby
et al. [90] nach Johanniskraut-Extrakt-Einnahme eine Zunahme des 63-OH-Cortisol/Cortisol-
Verhiltnisses um 114 % im Urin von freiwilligen Probanden messen, was fiir eine starke CYP
3A4-Induktion spricht und zur verminderten therapeutischen Wirksamkeit der von diesem
Enzym metabolisierten Medikamente wie R-Warfarin (Anti-Koagulantium) und Ciclosporin
(Immunsuppressivum) fiihrte. Auch ein starker Johanniskraut-Tee-Konsum fiihrte zu einem
deutlichen Konzentrationsabfall des Ciclosporin-Plasmaspiegels [214].

Die ermittelte Induktion der beiden Enzymgruppen CYP 2C und 3A durch Johanniskraut
stimmt mit den Ergebnissen von Maurer [87], de Smet [88] und Yue [82] iiberein. Sie fanden
verringerte Plasmakonzentrationen von Amitriptylin (Antidepressivum) bei gleichzeitiger
Einnahme von Johanniskraut [88], was auf eine Interaktion in Form einer Induktion von CYP
2C19 und 3A4 hinweist [215]. Beide Enzyme sind auch am Metabolismus von Diazepam
beteiligt. Ebenso konnte eine verminderte Resorption bzw. forcierte Elimination von
Phenprocoumon beobachtet werden. Dieses spricht fiir eine Induktion von CYP 2C9 [87], das
ebenfalls Diazepam abbaut. Auf eine Induktion dieses Enzyms weist auch hin, dass sich die
verminderte Wirkung von Warfarin nach Beendigung der Johanniskraut-Einnahme
normalisierte [82].

Allerdings konnten Ereshefsky et al. [216] in Versuchen mit Dextrometorphan, das von CYP
2D6 zu Dextrorphan und von CYP 3A4 zu 3-Methoxymorphinan abgebaut wird, und
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gleichzeitiger Gabe von Johanniskraut-Extrakt an gesunden Probanden keinerlei Interaktionen
feststellen. Keinen Einfluss auf CYP 2D6 zu beobachten entspricht den bisherigen
Ergebnissen, die fiir eine hauptsdchliche Induktion der CYPs 3A4, 2C und evtl. 1A2 durch
Johanniskraut sprechen. Eine Wirkung auf CYP 3A4 wire hingegen zu erwarten gewesen. So
konnten auch Markowitz et al. [92] in Versuchen mit Dextrometorphan und Alprazolam keine
Beeinflussung von CYP 2D6 finden, jedoch eine Induktion von CYP 3A4.

Wirkung der Inhaltsstoffe
Auch Noldner et al. [212] konnten keine Reaktion der untersuchten Enzyme CYP 2D6, 3A3,
3A4, 1A1, 1A2 und 2A auf Johanniskraut-Extrakt sowie einige Inhaltsstoffe wie Hyperforin

und Hypericin finden. Sie schlossen daraus, dass Johanniskraut-Priparate und -Komponenten
kein Induktionspotential fiir CYPs besitzen und Wechselwirkungen bei der Co-Medikation
mit Johanniskraut unwahrscheinlich sind.

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den in dieser Arbeit ermittelten Induktionen. Die
drei verschiedenen Pulver, der in Cremophor geloste Extrakt sowie Hyperforin zeigen auf alle
drei Diazepam-Produkte eine aktivititssteigernde Wirkung, wéhrend der in DMSO geldste
Extrakt eine inhibierende Wirkung besitzt. Hypericin inhibiert den Metabolismus der
Zwischenprodukte Desmethyldiazepam (DMD) und Temazepam, induziert jedoch die
Bildung von Oxazepam.

Die Wirkung aller Zubereitungen stimmt fiir DMD und Temazepam sehr gut iiberein: Die
stiarkste Induktion wird jeweils nach zweitdgiger Gabe vom Extrakt hervorgerufen, gefolgt
von den Pulvern 3, 2 und 1. Dabei fillt auf, dass in dieser Reihenfolge der prozentuale
Hyperforin-Anteil der Zubereitungen abnimmt. Hyperforin allein zeigt nach dreitdgiger Gabe
eine Induktion, die etwa der von Pulver 2 nach zwei Tagen entspricht. Aus den Anteilen von
Hypericin und der Flavonoide ldsst sich kein direkter Einfluss auf die Wirkung der Préparate
erkennen, Hypericin allein bewirkt jedoch, besonders nach viertdgiger Gabe, eine Inhibierung
der Aktivitét.

Die Bildung des Endprodukts Oxazepam wird jeweils nach dreitdgiger Gabe am stdrksten von
den Pulvern 1 und 2 induziert, gefolgt vom Extrakt (in Cremophor) und Pulver 3. Eine dem
Extrakt in etwa entsprechende Induktion zeigen die beiden Inhaltsstoffe Hyperforin und
Hypericin nach zweitdgiger Gabe. Eine eindeutige Zuweisung der Wirkung durch die Anteile
der Inhaltsstoffe ist hier jedoch nicht moglich. Insgesamt lédsst sich aber eine klare Induktion
der Zwischenprodukte nach zweitdgiger Johanniskraut-Gabe und des Endprodukts nach
dreitdgiger Gabe beobachten. Die stiarkste Wirkung geht von Hyperforin aus.

Wird der Extrakt in DSMO gelost, verdndert sich die Zusammensetzung der Zubereitung
deutlich. Nur etwa die Hilfte des Hyperforin-Anteils und ein Zehntel des Hypericin-Anteils

werden gemessen, der Flavonoid-Anteil steigt dagegen an (s. Tabelle 5-2). Dies allein kann
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die Wirkung jedoch nicht begriinden, da der Hyperforin-Anteil noch immer deutlich iiber dem
der Pulver liegt, die Hyperincin- und Flavonoid-Anteile darunter. Um eine genaue Erklarung
zu finden, muss die Zusammensetzung der Flavonoide weiterfithrend untersucht werden.

Die inhibierende Wirkung der humanen CYPs 3A4, 1A2, 2B und 2E1 durch Flavonoide ist
bekannt. Besonders Quercetin, ein Inhaltsstoff von Johanniskraut, gilt als wirksamer CYP
3A4- [92] und 1A2-Inhibitor [217]. Aber auch dem Inhaltsstoff Hypericin und sehr gering
dem Hyperforin wird in vitro eine geringe Inhibition der CYPs 2C9, 2D6 und 3A4
zugesprochen [217]. Abbildung 5-24 zeigt die Strukturformeln der verschiedenen
Inhaltsstoffe.

Hyperforin Hypericin Quercetin (Flavonoid)

Abbildung 5-24: Strukturformeln der verschiedenen Inhaltsstoffe

Hyperforin unterscheidet sich nicht nur in der Wirkung, sondern auch im Aufbau deutlich von
Hypericin und Quercetin. Diese beiden zeigen eine gemeinsame Struktur (rot), die fiir eine
dhnliche Wirkweise stehen kann, wenn sie die Inhibierung des aktiven Zentrums des Enzyms
bewirkt. Auch die Betrachtung der Strukturformeln kann also einen gewissen Aufschluss tiber
die Wirkweise einer Komponente geben.

Der medizinische Erfolg von Johanniskraut wird dem Hyperforin zugerechnet, die
antidepressive Wirkung korreliert mit dem Hyperforingehalt eines Priparats [218].
Hyperforin inhibiert die Aufnahme von Neurotransmittern in den Synapsen [219-221],
Johanniskraut-Extrakte hemmen die Aufnahme von Serotonin, Dopamin, Norepinephrin und
y-Aminobuttersdure in (Nager-) Synapsen [219-223]. Damit ist auch ein Screening von
Johanniskraut an Neuronen im Bioreaktor interessant.

Moore et al. [91] untersuchten die Wirkung drei verschiedener Extrakte und verschiedener
Inhaltsstoffe auf primdre humane Hepatozyten. Die Behandlung mit den Extrakten und
Hyperforin flihrte zu einer deutlichen Induktion der CYP 3 A4-Expression, wahrend Hypericin
und die untersuchten Flavonoide keine Wirkung zeigten. Hyperforin ist ein wirksamer Ligand
fiir den Pregnan-X-Rezeptor (PXR), der die Transkription von CYP 3A4 reguliert [224-226].
PXR wird von einer Reihe von Xenobiotika, die fiir die Induktion der CYP 3A4-Expression
bekannt sind, aktiviert [227, 228]. Wahrend bei Hypericin und den Flavonoiden kaum PXR-
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Aktivitdt gefunden wurde, stellte sich Hyperforin als wirksamer Aktivator heraus. Dieses

Ergebnis erklért die in dieser Arbeit gefundenen Wirkungen der einzelnen Inhaltsstoffe.

Resultat

Das Modell-Screening im Bioreaktor zeigt eine gute in vitro/in vivo Korrelation, jedoch kann,
da in vivo-Daten nur vom Menschen und von der Ratte vorliegen, kein direkter Vergleich mit
den Reaktionen der porcinen Zellen gezogen werden. Differenzen in der CYP 1A2-Induktion
wurden beobachtet, die moglicherweise auf Interspeziesdifferenzen hinweisen.

Wie die Screening-Ergebnisse zeigen, ist der entwickelte Mini-Bioreaktor fiir diese
Anwendung gut geeignet, da das System in der Lage ist, Interaktionsdifferenzen zwischen den
unterschiedlichen Pridparationen derselben Substanz (Johanniskraut) aufzuzeigen. Damit ist
der Bioreaktor flir ein paralleles Screening verschiedener Substanzen mit unterschiedlichem
Induktionspotential geeignet. Das Screening neu entwickelter Pharmaka an verschiedenen
humanen Zelltypen kann somit schneller und genauer (Ausschalten der Interspezies-
Differenzen) Nebenwirkungen wie Enzym-Induktion und -Inhibierung sowie Cytotoxizitdten
fiir verschiedene Organe aufdecken als dies im Tierversuch moglich ist. Mit Hilfe einer
Analyse der beeinflussten Enzyme auf RNA-Ebene ldsst sich eindeutig bestimmen, welche
Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten zu erwarten sind. Durch den hohen
organotypischen Zustand der Hepatozyten reicht auch eine geringe Zellzahl aus, um das
Interaktionspotential einer Substanz abschédtzen zu konnen. Dies ist besonders bei der

geringen Verfligbarkeit humaner Hepatozyten von Vorteil.

5.4 Screening von Antioxidantien bei oxidativem Stress

Durch die Kultivierung direkt auf der gaspermeablen Membran kdnnen die Zellen definierten
Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt werden, da nur die Membran als Diffusionsbarriere
besteht. Somit bietet sich der Bioreaktor fiir die Untersuchung der Auswirkungen von
oxidativem Stress sowie ein Screening von Antioxidantien an. Hepatozyten von drei
verschiedenen Isolationen wurden iiber 15 Kulturtage bei 20 %, 30 % und 40 % O, mit und

ohne Zugabe des Antioxidantiums Ascorbinsdure (Vitamin C, 100 uM) inkubiert.

54.1 Ergebnisse
54.1.1 Morphologie und Primar stoffwechsel
Um den Zustand der Zellen unter oxidativem Stress zu beurteilen, wurden morphologische

Verdnderungen sowie die charakteristischen Funktionen des Primirstoffwechsels ausgewertet.
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Morphologie
Schon nach etwa drei Tagen bei den entsprechenden Kulturbedingungen stellten sich die

charakteristischen in Tabelle 5-3 gezeigten Morphologien ein (200-fache Vergrof3erung).

Die Zellen bei 20 % O, und 30 % O, zeigen eine deutliche Reorganisation als Hepatozyten-
Monolayer mit klar sichtbaren Gallengangskanédlchen. Dabei macht die Morphologie der
Kulturen bei 30 % O, einen besseren Eindruck, als die bei 20 % O,. Auch die Zugabe von
Vitamin C verbessert das morphologische Bild. Dabei scheint die Ascorbinsdure die
Kernteilung zu fordern, es sind viele Hepatozyten mit zwei oder mehr Zellkernen zu
erkennen. Das Erscheinungsbild der Zellen bei 40 % O, unterscheidet sich davon stark. Es ist
nur eine schlechte Reorganisation zu beobachten, die Zellen sehen gestresst aus, es konnen
keine klaren Strukturen erkannt werden. Auch hier bewirkt die Zugabe von Vitamin C eine
leichte Verbesserung der Morphologie, Zellen mit zwei bis drei Zellkernen sind zu sehen, sie

machen jedoch einen geschidigten Gesamteindruck.

Tabelle 5-3: Morphologie der Hepatozyten bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen mit und ohne
Zugabe von Vitamin C

Ohne Vitamin C

20 % O,

30 % Oy

40 % O,
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Albumin

Die Albuminsekretion der Zellen bei den verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen ist in
Abbildung 5-25 gezeigt.

Sowohl die Auswirkungen der verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen wie auch die des
Vitamin C sind deutlich zu erkennen. In den ersten drei Kulturtagen sinkt die
Albuminsekretion bei allen Ansitzen auf unter 1 pg h™ 10 Zellen. Wihrend die Sekretion
ohne Zugabe von Vitamin C bei 20 % O, vom dritten (0,2 pg h™' 10 Zellen) bis zum zehnten
(2,5 pg h™' 107 Zellen) Kulturtag steigt und dann bis zum 15. Tag wieder um etwa die Hilfte
absinkt, bleibt sie bei 30 % O, bis zum achten Kulturtag recht stabil bei 0,5 pg h™' 10 Zellen
und steigt dann auf 4 pg h™' 10 Zellen. Bei 40 % O, sinkt die Albuminsekretion stetig ab, am
15. Kulturtag sind weniger als 0,1 pg h™' 10 Zellen vorhanden.
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Abbildung 5-25: Albuminsekretion bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen

Die Zugabe von Ascorbinsdure steigert die Sekretion bei allen drei Sauerstoffkonzentrationen.
Dabei spiegeln sich die Tendenzen der entsprechenden Kurven ohne Vitamin C wider. Bei
20 % O, steigt die Sekretionsrate bis zum 8. Kulturtag auf 8,3 ug h™' 10 Zellen an und fallt
dann stetig wieder ab auf 4,7 ug h™' 10 Zellen. Bei 30 % O, steigt die Sekretion langsamer
an und erreicht am 13. Kulturtag ein Maximum von 6,8 ug h™ 10° Zellen, die bis zum 15.
Tag wieder absinkt (5,5 ug h™' 10 Zellen). Bei 40 % O, verlduft die Albuminsekretion etwa
parallel zur Kurve ohne Vitamin C, ein stabiler Wert von 0,4 pg h™' 10 Zellen stellt sich ein.

Somit bedeutet eine Sauerstoffkonzentration von 40 % O, beziiglich des Parameters

Albuminsekretion deutlichen oxidativen Stress, welcher bei 30 % O, kaum zu beobachten ist.
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Harnstoff

Die Reaktion der Harnstoffsynthese auf die unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen ist in
Abbildung 5-26 dargestellt.

Auch hier ldsst sich die Wirkung der Ascorbinsdure gut erkennen. Die hochsten Syntheseraten
werden bei den Ansédtzen 30 % O, und 20 % O, jeweils unter Zugabe von Vitamin C ab dem
6. Kulturtag mit Maxima von 465 nmol h™' 10 Zellen bzw. 333 nmol h™' 10 Zellen erreicht.
Ohne Zugabe von Vitamin C liegt die Syntheseleistung der Zellen bei 30 % O, wéhrend der
ersten Woche noch deutlich iiber der bei 20 % O,. In der zweiten Woche nidhern sie sich
einander an, die Syntheserate liegt bei etwa 150 nmol h™ 10 Zellen. Bei 30 % O, sind somit

hohere bzw. dhnliche Harnstoffsyntheseraten zu beobachten wie bei 20 % O,.
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Abbildung 5-26: Harnstoffsynthese bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen

Auch bei diesem Parameter kann der durch 40 % O, hervorgerufene oxidative Stress deutlich
beobachtet werden. Es stellen sich ab dem 6. Tag nahezu stabile Syntheseleistungen von

55 nmol h™' 10°® Zellen ohne und 85 nmol h™' 10°® Zellen mit Zugabe des Antioxidantiums ein.

Glukose

Abbildung 5-27 zeigt den Einfluss der unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen auf den
Glukoseverbrauch.

Beim Glukoseverbrauch ist keine spezifische Wirkung durch Ascorbinsdure zu erkennen, die
beiden Kurven pro Sauerstoftkonzentration zeigen dhnliche Verldufe. Bei allen
Sauerstoffkonzentrationen nimmt der Glukoseverbrauch wihrend der ersten Kulturwoche

stark ab, in der zweiten Woche ist Glukoseproduktion zu beobachten. Diese ist mit etwa



5. Ergebnisse und Diskussion 89

140 nmol h™' 10 Zellen bei 30 % O, am hochsten, bei 40 % O, betrédgt sie im Mittel 40 nmol
ht 10 Zellen, bei 20 % O, ca. 25 nmol h! 10" Zellen. Die Wirktendenzen von 20 % O, und
40 % O, verhalten sich dhnlich, 30 % O, wirkt deutlich stiarker auf die Zellen.
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Abbildung 5-27: Glukoseverbrauch bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen
Laktat

Die Wirkung der verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen auf die Laktatbildung ist in
Abbildung 5-28 dargestellt.
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Abbildung 5-28: Laktatbildung bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen
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Auch hier dhneln sich die fiir 20% O, und 40 % O, erhaltenen Werte, wihrend die
Laktatbildung bei 30 % O, deutlich hoher ist. Die Wirkung von Vitamin C ist erst ab der
zweiten Kulturwoche zu beobachten und nicht sehr deutlich ausgepréigt. Die Laktatbildung
bei 20 % O, und 40 % O, schwankt zwischen 5 und 15 nmol ht 10 Zellen, am 15. Kulturtag
betragen die Werte etwa 6 nmol h™ 10° Zellen jeweils ohne und 9 nmol h™ 10 Zellen
jeweils mit Antioxidantium. Dagegen erreichen die Zellen bei 30 % O, ohne Vitamin C eine
maximale Laktatbildung von 23 nmol h™' 10 Zellen am 10. Kulturtag, mit Vitamin C von
28 nmol h™ 10 Zellen am 8. und 15. Tag.

LDH
Die LDH-Aktivitét, dargestellt in Abbildung 5-29, gibt Hinweise auf die Membranintegritit

der Hepatozyten bei den verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen.
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Abbildung 5-29: LDH-AKktivitiit bei verschiedenen Sauerstoffkonzentration

Die geringsten LDH-Aktivititen zeigen die Zellen bei einer Sauerstoffkonzentration von
20 % O, ohne Vitamin C. Sie sinkt von ca. 18 mU 10 Zellen am 3. Kulturtag auf etwa 2 mU
10 Zellen am 8. Tag und bleibt dann stabil. Mit Vitamin C wird am 6. Tag ein Maximum
von ca. 24 mU 10 Zellen erreicht, die Aktivitit sinkt auf 7 mU 10 Zellen am 8. Tag und auf
etwa 3,3mU 10° Zellen am 15. Kulturtag. Die Hepatozyten bei 40 % O, zeigen ihre
maximalen LDH-Aktivititen ebenfalls an 3. (ohne Ascorbinsdure) und 6. Tag (mit
Ascorbinsiure), sie betragen etwa 44 bzw. 48 mU 10° Zellen. Am 8. Kulturtag sind beide
bereits auf ca. 11 mU 10 Zellen abgesunken, am 15. Tag ist nur noch eine LDH-Aktivitdt
von 2 mU 10 Zellen zu finden. Die grofite LDH-Aktivitét bei einer Kultivierung bei 30 % O,
betrigt ohne Vitamin C 35 mU 10 Zellen am 6. Tag, mit Vitamin C 53 mU 10 Zellen am 8.
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Tag. Zwar sinken beide Aktivititen wéahrend der zweiten Kulturwoche ab, aber vor allem die
Aktivitdt bei Zugabe von Vitamin C bleibt deutlich hoher als die Aktivititen der anderen

Sauerstoffkonzentrationen.

5.4.1.2 Biotransformation
Der Einfluss der verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen und die Wirkung des
Antioxidantiums Vitamin C auf die leberspezifischen Biotransformationsleistungen sowie die

Interaktionsfahigkeit sind im Folgenden beschrieben.

EROD

Die Hepatozyten wurden bei den drei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen jeweils mit
und ohne Zugabe von Vitamin C kultiviert und am 3. und 10. Kulturtag mit 3-MC induziert.
Abbildung 5-30 zeigt die Wirkung von Vitamin C auf die EROD-Aktivitit bei den
verschiedenen Sauerstoftkonzentrationen. Wihrend der ersten Woche liegen die Aktivititen
bei der Zugabe von Vitamin C leicht {iber denen ohne Vitamin C, in der zweiten Woche ist
der Unterschied weniger deutlich. Die hochsten Aktivitdten sind bei 30 % O, und 20 % O,
jeweils mit Vitamin C zu beobachten.

In Abbildung 5-31 ist die Induktion von EROD ohne Zugabe von Vitamin C dargestellt. Bei
allen drei Sauerstoffkonzentrationen zeigen die nicht induzierten Zellen eine &hnliche
Aktivitit von etwa 30 pU 10 Zellen. Die Reaktoren reagieren bei allen O,-Konzentrationen
auf die Induktion. Wiahrend sie bei 20 % O, und 40 % O, eine 1,5-fache Induktion auf ca.
45 pU 10 Zellen zeigen, steigt die Aktivitét bei 30 % O, auf 90 pU 10 Zellen. Hier ist die
Induktion doppelt so stark wie bei den beiden anderen Sauerstoftkonzentrationen.

Die EROD-Induktion bei der Zugabe von Vitamin C zeigt Abbildung 5-32. Die nicht
induzierten Zellen besitzen bei 20 % O, und 40 % O, eine Aktivitdt von ca. 30 pU 10°¢ Zellen,
bei 30 % O, eine kaum hohere Aktivitit von 40 pU 10° Zellen. Es sind jedoch groBe
Unterschiede zwischen den Induktionsraten bei den verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen
zu beobachten. Die geringste Wirkung zeigt die Induktion bei 40 % O,, die Aktivitit
verdoppelt sich ungefihr auf einen Wert von ca. 65 pU 10 Zellen. Bei 20 % O, ruft die erste
Induktion eine etwa 4-fache Aktivititssteigerung auf ca. 125 U 10 Zellen hervor, nach der
zweiten Induktion steigt die Aktivitit auf 165 pU 10 Zellen und ist damit etwa 5,5-mal
hoher als die der nicht induzierten Zellen. Bei einer Sauerstoffkonzentration von 30 % O, ist
eine maximale EROD-Aktivitit von 215 pU 10 Zellen zu finden, auch hier sind die Zellen
etwa 5,5-fach induziert.

Die Zugabe von Vitamin C steigert folglich die EROD-Aktivitdten. Die Zellen reagieren bei
20 % O, und 30 % O, deutlich stiarker auf eine Induktion als ohne Vitamin C. Dabei sind die

hochsten Aktivititen jeweils bei 30 % O, zu finden. Diese Sauerstoffkonzentration scheint,
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anders als die von 40 % O,, keinen oxidativen Stress hervorzurufen, sondern eher einen

aktivierenden Effekt zu besitzen.
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Abbildung 5-30: Wirkung von Vitamin C auf EROD bei oxidativem Stress
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Abbildung 5-31: Induktion von EROD bei oxidativem Stress
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Abbildung 5-32: Induktion von EROD bei oxidativem Stress unter Zugabe von Vitamin C
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ECOD
Zur Bestimmung der Interaktionsfihigkeit der Hepatozyten beziiglich ECOD wurden die
Zellen am 3. und 10. Kulturtag mit PB induziert.
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Abbildung 5-33: Wirkung von Vitamin C auf ECOD bei oxidativem Stress
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Abbildung 5-34: Induktion von ECOD bei oxidativem Stress
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Abbildung 5-35: Induktion von ECOD bei oxidativem Stress unter Zugabe von Vitamin C

Die Wirkung von Vitamin C auf ECOD bei oxidativem Stress ist in Abbildung 5-33 gezeigt.

Die Aktivitaten unterscheiden sich stark bei den verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen.
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Ohne die Zugabe von Vitamin C ist bei 40 % O, eine Aktivitit von 7 pU 10 Zellen zu
finden, bei 20 % O, eine von 40 pU 107 Zellen, und bei 30 % O, eine von 75 pU 10° Zellen.
Diese Aktivititen steigen durch die Zugabe von Vitamin C auf 25 pU 10 Zellen (40 % O,),
70 pU 107 Zellen (20 % O,) und 90 pU 10 Zellen (30 % O,). Vitamin C besitzt somit eine
aktivierende Wirkung auf ECOD.

Abbildung 5-34 zeigt die Induktion von ECOD bei oxidativem Stress ohne die Zugabe von
Vitamin C. Bei 40 % O, ist eine Verdopplung der Aktivitit auf etwa 15 pU 10 Zellen zu
beobachten. Auch bei 20 % O, ist eine dhnliche Induktionsrate zu finden, die Enzymaktivitét
steigt um das 1,75-fache auf ca. 70 pU 10 Zellen. Bei 30 % O, ist nur am 10. Kulturtag eine
leichte etwa 1,3-fache Induktion zu beobachten, die Aktivitdt betrdgt hier ca. 95 pU
10 Zellen.

Die Wirkung von Vitamin C auf die Induktion ist in Abbildung 5-35 dargestellt. Hier sind
deutlich stiarkere Induktionen zu beobachten. Bei 20 % O, und 30 % O, werden Aktivitdten
von ca. 180 pU 10 Zellen und 165 pU 10 Zellen erreicht. Damit steigen die Aktivititen um
das 2,6- bzw. 1,8-fache. Bei 40 % O, reagieren die Hepatozyten nicht auf den Induktor.

Die fiir EROD erhaltenen Ergebnisse konnen somit auch fiir ECOD beobachtet werden. Die
Zugabe von Vitamin C wirkt sowohl aktivitits- als auch induktionssteigernd. Dabei sind die
hochsten Aktivititen jeweils bei 30 % O, zu finden. Diese Sauerstoffkonzentration scheint
auch auf ECOD ecinen aktivierenden Effekt zu besitzen, wihrend bei 40 % O, deutlich

oxidativer Stress zu beobachten ist.

UGT

Die Wirkungen von oxidativem Stress und Vitamin C wurden auch auf die Phase Il
untersucht. UGT und ST wurden dabei mit Rifampicin induziert.

Abbildung 5-36 zeigt die Wirkung von Vitamin C auf UGT bei oxidativem Stress. Die
Enzymaktivititen bei den verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen unterscheiden sich ohne
die Zugabe von Vitamin C deutlich. Die hochste Aktivitit ist mit ca. 800 uU 10 Zellen bei
20 % O, zu beobachten. Bei 30 % O, betrdgt sie etwa 550 uU 10° Zellen, bei 40 % O, nur
200 pU 107 Zellen. Die Zugabe von Vitamin C steigert vor allem bei 30 % O, und 40 % O,
die Aktivitit, beide verdoppeln sich in etwa. Bei 20 % O; zeigt Vitamin C kaum Wirkung, die
Aktivitit liegt mit etwa 870 pU 10 Zellen im gleichen Bereich wie ohne Vitamin C.
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Abbildung 5-36: Wirkung von Vitamin C auf UGT bei oxidativem Stress
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Abbildung 5-37: Induktion von UGT bei oxidativem Stress
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Abbildung 5-38: Induktion von UGT bei oxidativem Stress unter Zugabe von Vitamin C
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Die UGT-Induktion bei oxidativem Stress ist in Abbildung 5-37 gezeigt. Je hoher die
Sauerstoffkonzentration ist, desto grofer ist die beobachtete Aktivititssteigerung. Bei
20 % O, steigt die Enzymaktivitdt um das 1,2-fache auf 960 pU 10 Zellen. Bei 30 % O, ruft
die Induktion eine etwa 1,5-fache Aktivititssteigerung auf ca. 850 pU 107 Zellen hervor, bei
40 % O, steigt die Aktivitidt auf 750 pU 10 Zellen und ist damit 3,8-mal hoher als die der
nicht induzierten Zellen.

Die Wirkung von Vitamin C auf die Induktion ist in Abbildung 5-38 dargestellt. Die bei
30 % O, kultivierten Zellen zeigen mit 1130 pU 10 Zellen die hochste Grundaktivitit. Bei
20 % O, betriigt die Grundaktivitit ca. 870 pU 10 Zellen, bei 40 % O, nur 400 U 107
Zellen. Auch mit Vitamin C ist die stiarkste Induktion bei 40 % O, zu beobachten, sie bewirkt
eine etwa 3-fache Aktivititssteigerung auf 1240 pU 10° Zellen. Die induzierten Aktivitéiten
bei 20 % O, und 30 % O, sind mit 1500 pU 10° Zellen und 1560 pU 10° Zellen etwa gleich
und damit ca. 1,7- bzw. 1,4-fach hoher als die Grundaktivititen.

Auch auf das Phase II-Enzym UGT wirkt Vitamin C aktivitits- und induktionssteigernd.
Dabei zeigen die Zellen bei 20 % O, und 30 % O, jeweils dhnliche Aktivititen. Wahrend die
Aktivititen bei 40 % O, deutlich niedriger sind, zeigen sie jedoch die hdchsten
Induktionsraten. Der oxidative Stress bewirkt also eine Verminderung der Aktivitit und eine

Steigerung der Interaktionsfdhigkeit.

ST

Als zweites Phase II-Enzym wurde ST bei oxidativem Stress mit und ohne Vitamin C
untersucht.

Die Wirkungen von Vitamin C und oxidativem Stress auf ST sind in Abbildung 5-39 bis
Abbildung 5-41 dargestellt. Zwischen den einzelnen O,-Bedingungen lassen sich wegen der
hohen Schwankungen keine Unterschiede erkennen. Jedoch lédsst sich eine leichte
Aktivitétssteigerung durch Vitamin C beobachten. Wihrend die Grundaktivititen und die
induzierten Aktivititen ohne Vitamin C (Abbildung 5-40) zwischen 250 und 800 pU 107
Zellen schwanken, liegt dieser Bereich unter Zugabe von Vitamin C (Abbildung 5-41)
zwischen 300 und 1300 pU 10 Zellen.
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Abbildung 5-39: Wirkung von Vitamin C auf ST bei oxidativem Stress
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Abbildung 5-40: Induktion von ST bei oxidativem Stress
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Abbildung 5-41: Induktion von ST bei oxidativem Stress unter Zugabe von Vitamin C
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5.4.2 Diskussion

Auch in vivo sind die Hepatozyten in der Leber unterschiedlichen Sauerstoffpartialdriicken
ausgesetzt: Die Zellen in der Portalzone (periportal) werden von doppelt so hohen Sauerstoff-
konzentrationen erreicht wie die in der Zentralzone (perivends). Diesem Zonierungsmodell
zufolge werden den Hepatozyten bei den verschiedenen Sauerstoffbedingungen unterschied-
liche Funktionen zugesprochen. Periportale Zellen fiihren vorwiegend die Harnstoffsynthese,
die Glukoneogenese und die Glukosefreisetzung, die Gallenbildung sowie den enzymatischen
Zellschutz durch. Demgegentiber bestehen die Aufgaben der perivendsen Zellen eher in der
Glukoseaufnahme und der Glykolyse, der Laktatbildung, der Albuminsekretion und der
Biotransformsation [229]. Hepatozyten aus den verschiedenen Bereichen kdnnen jedoch ihre
Funktion bedingt durch Signaleingang und -transmission den jeweiligen Sauerstoff-
bedingungen anpassen [229]. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Gemisch aus beiden

Bereichen verwendet.

Morphologie
Um die Wirkung von oxidativem Stress und Vitamin C auf die primdren porcinen

Hepatozyten im Mini-Bioreaktor zu untersuchen, wurden sie bei den verschiedenen
Sauerstoffkonzentrationen 20, 30 und 40 % O, kultiviert. Bei 20 % O, und besonders bei
30 % O, zeigten sie eine deutliche Reorganisation der Monolayer mit klar sichtbaren
Gallengangskanélchen, wihrend es bei 40 % O, zu einer schlechten Reorganisation kam und
die Zellen einen geschiddigten Eindruck machten. Bei allen Sauerstoffkonzentrationen
verbesserte die Zugabe von Vitamin C das morphologische Bild.

Yanagi et al. [96] kultivierten Rattenhepatozyten bei 10, 20, 30 und 40 % O, als Single Gel
ohne deckende Kollagenschicht. Bei 10 % O, kam es nur zu einer eingeschrinkten Adhésion,
die Zellen lagen vereinzelt in der Kultur vor. Bei 20, 30 und 40 % O, hingegen wurden gute
Zell-Zell-Kontakte erreicht. Nishikawa et al. [97] kultivierten ebenfalls Rattenhepatozyten im
Single Gel, sie wihlten Sauerstoffpartialdriicke von 5, 10, 20, 50 und 90 % O,. Bei den drei
mittleren Konzentrationen fanden sie konfluente Monolayer, Anzeichen von Zellablésungen
oder Deformierungen wurden nicht festgestellt. Bei 5 % O, 16ste sich jedoch eine grofle Zahl
der Zellen innerhalb der ersten 24 Stunden ab, und auch die verbliebenen Zellen zeigten nicht
ihre normale Struktur von Membranen, Zytoplasma und Kern. Bei 90 % O, war die
Morphologie der Zellen wéhrend der ersten 24 Stunden sehr gut, dann traten vakuoldre und
granulidre Degenerationen im Zytoplasma auf, die tiglich zunahmen.

Damit scheinen porcine Hepatozyten empfindlicher auf oxidativen Stress zu reagieren als

Rattenhepatozyten.
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Albumin

Fir die Rattenhepatozyten fanden Yanagi et al. [96] fir zunehmende
Sauerstoffkonzentrationen erhebliche Zunahmen bei der Albuminsekretionsrate. Dies steht in
klarem Widerspruch zu den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen fiir porcine
Hepatozyten, deren Albuminproduktion mit steigender Sauerstoffkonzentration abnahm. Die
Albuminsynthese konnte durch die Zugabe von Vitamin C bei allen Bedingungen deutlich
gesteigert werden und spricht somit fiir die hemmende Wirkung von Sauerstoff auf die
Albuminsekretion.

Da die Sauerstoffkonzentration in periportalem Blut etwa doppelt so hoch ist wie in
perivendsem Blut [229], bestehen auch in der Leber grofle Unterschiede zwischen den
Sauerstoffversorgungen perivendser und periportaler Hepatozyten. Daher konnen das
Zonierungsmodell und die jeweiligen Charakteristika der Zellen jedes Bereichs als Vergleich
genutzt werden. Zwar besitzen alle Hepatozyten die Fahigkeit zur Albuminsynthese, doch
zeigen perivendse, sauerstoffirmere Zellen eine hohere Aktivitdt [230]. Dies stimmt gut mit

den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen iiberein.

Harnstoff

Fiir die Harnstoffsynthese von Rattenhepatozyten fanden Nishikawa et al. [97] bei den
Sauerstoffpartialdriicken 10, 20 und 50 % O, etwa gleiche Syntheseraten, bei 5 und 90 % O,
waren diese jedoch deutlich geringer, was fiir geschiddigte Zellen spricht. Yanagi et al. [96]
konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Kultivierungen bei 10, 20, 30 und
40 % O, feststellen. Auch diese Ergebnisse stimmen nicht mit den in dieser Arbeit
gefundenen iiberein: Die hochste Harnstoffsynthese war fiir die bei 30 % O, kultivierten
Hepatozyten zu messen, die deutlich niedrigste bei 40 % O;.

Kari et al. [231] konnten die hochste Syntheseleistung in der perfundierten Rattenleber in den
Regionen mit der hochsten Sauerstoffkonzentration messen. Auch Jungermann beschreibt die
Harnstoffsynthese als im periportalen, sauerstoffreichen Bereich vorherrschend [229].
Folglich zeigen die bei 30 % O, inkubierten Hepatozyten eine stirkere Syntheseleistung als
die bei 20 % O,. Die bei 40 % O, kultivierten Zellen hitten eine noch héhere Synthese zeigen
konnen, jedoch scheinen diese Zellen deutlich geschiadigt zu sein (vgl. Morphologie). Auch
hier verstirkt die Zugabe von Vitamin C bei allen Sauerstoftkonzentrationen die

Syntheseleistung.

Glukose und Laktat
Weder auf den Glukoseverbrauch bzw. die Glukosebildung noch auf die Laktatbildung von

priméren porcinen Hepatozyten zeigte die Zugabe von Vitamin C eine klare Wirkung. Sowohl

mit als auch ohne Ascorbinsdure kam es bei allen drei Sauerstoffpartialdriicken ab dem 6.
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Kulturtag zu einer Glukosebildung. Diese war bei 20 % O, nur schwach ausgeprigt, bei
40 % O, etwas deutlicher, und bei 30 % O, am stérksten. Ebenso war die Laktatbildung bei
20 % O, am niedrigsten, etwas hoher bei 40 % O, und am stérksten bei 30 % O,. Damit ist
das stochiometrische Verhédltnis von Laktatbildung zu Glukoseverbrauch bei allen drei
Sauerstoffkonzentrationen negativ.

Nishikawa et al. [97] fanden bei Rattenhepatozyten fiir die Sauerstoffkonzentrationen 10, 20
und 50 % O, etwa gleich starke Glukoseproduktionsraten, bei 5 und 90 % O, betrugen sie
jedoch nur die Hilfte. Auch Rocker [195] fand fiir primdre porcine Hepatozyten bei
zunehmendem Sauerstoffpartialdruck im Medium, bedingt durch eine Reduktion der
Mediumschicht, eine Erhohung der Glukoneogeneserate. Allerdings wurde auch eine
Abnahme der Laktatbildung gemessen. Da es sich bei der Glukoneogenese um einen
endergonen Prozess handelt, der an den oxidativen Katabolismus gebunden ist, ist die
Glukosefreisetzung in periportalen Zellen vorherrschend, wahrend der Glukoseverbrauch
durch die Glykolyse, ein exergoner Prozess, von Sauerstoff unabhingig ist und hauptsdchlich
von perivendsen Zellen durchgefiihrt wird [232]. Dadurch ist die Laktatbildung in
perivendsen Zellen vorherrschend. Die Glukosewerte dieser Arbeit stimmen also gut mit den
Ergebnissen aus der Literatur liberein, wenn davon ausgegangen wird, dass die porcinen
Zellen bei 40 % O, bereits deutlich geschidigt sind. Bei der Laktatbildung wére jedoch fiir die
Hepatozyten bei 20 % O, (sauerstoffarmer, eher perivends) eine hohere Aktivitit zu erwarten

gewesen als bei 30 % O, (sauerstoffreicher, eher periportal).

LDH

Eine niedrige LDH-Aktivitdt in den Mediumproben ldsst auf eine gute Membranintegritét
schlieBen. Wiahrend der gesamten Kultivierung der porcinen Hepatozyten wurde die
niedrigste LDH-Aktivitdt bei 20 % O, gefunden. Die hochste Aktivitdt zeigten in der ersten
Kulturwoche die Zellen bei 40 % O,, in der zweiten Woche die Zellen bei 30 % O,. Dies ist
in guter Ubereinstimmung mit den Aussagen des Zonierungsmodels, in dem periportalen
Hepatozyten eine hohere LDH-Aktivitdt zugeschrieben wird als perivendsen Hepatozyten.
Die Zugabe von Vitamin C fiihrte bei allen drei Sauerstoffkonzentrationen zu einer
Aktivititssteigerung. Auch Oda et al. [104] beschreiben fiir die Kultivierung von
Epithelzellen, dass Vitamin C nicht nur eine Schutzwirkung besitzt, sondern auch eine leichte
Zellschiadigung verursachen kann. Nishikawa et al. [97] fanden fiir die Rattenhepatozyten
ebenfalls die geringste LDH-Aktivitdt bei einer Sauerstoffkonzentration von 20 % O..
Inkubationen bei 10 und 50 % O, zeigten deutlich hohere Aktivititen, die jedoch geringer
waren als die Aktivitit von Zellen bei 90 % O,. Die hochste Aktivitdt wurde bei Inkubationen

mit 5 % O, gemessen. Bei 90 und 5 % O, waren die Zellen stark geschéddigt. Im Gegensatz
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dazu war die LDH-Aktivitdt von Rattenhepatozyten in den Untersuchungen von Hartung et al.
[233] bei 40 % O, um etwa ein Drittel geringer als bei 20 % O,.

Phase I

Wihrend der katalytischen Aktivitdt verschiedener CYPs kommt es zur Entstehung freier
Radikale [234], welche die groBte Quelle intrazelluldrer ROS (reactive oxygen species) in der
Leber darstellen [235]. Eine stark induzierte CYP-Aktivitit kann somit zu Zellschdadigungen
durch ROS fiihren [236]. Daher wird bei oxidativem Stress die CYP-Induktion vermindert,
um die CYP-bedingte Produktion von ROS und damit die Zellschddigung zu verringern
[236]. ROS wirken redox-abhingig negativ-regulierend auf die CYP 2B-Induktion (ECOD)
durch PB [236]. Auch fiir die Regulierung der basalen und induzierten CYP1A1/1A2-
Aktivitit (EROD) sind ROS bekannt [237]. Eine Zunahme der antioxidativen
Leistungsfahigkeit der Hepatozyten wirkt der ROS-abhéngigen Inhibition der Induktion
jedoch entgegen [236].

Diese Zusammenhinge lassen erwarten, dass die CYP-Aktivitdten der porcinen Hepatozyten
sowie ihre Induktionen mit steigender Sauerstoffkonzentration abnehmen, aber durch die
Zugabe von Vitamin C gefordert werden. Auch das Zonierungsmodell zeigt, dass hohere
CYP-Aktivititen, obwohl sauerstoffabhéngig, bei perivendsen Zellen zu finden sind [232].
Die EROD-Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Grundaktivititen ohne
Ascorbinsdure unabhéngig von der Sauerstoffkonzentration etwa gleich sind. Wird Vitamin C
zugegeben, ist die hochste Aktivitét bei 30 % O, zu finden, die niedrigste bei 40 % O,. Somit
steigt die Aktivitit zwar durch die Zugabe des Antioxidantiums, eine ROS-abhéngige
Regulierung ist jedoch nicht zu beobachten. Diese Unterschiede konnten durch
Interspeziesdifferenzen hervorgerufen sein.

Auch die Induktionen fiihren jeweils zur hochsten Aktivitdt bei 30 % O,, zur geringsten bei
40 % O,, wobei die Induktionsraten unter Zugabe von Vitamin C hoher sind als die ohne.
Dies entspricht dem erwarteten Verhalten des Systems. Bei ECOD sind sowohl mit als auch
ohne Vitamin C die héchsten Aktivititen bei 30 % O,, die geringsten bei 40 % O, zu finden,
wobei auch hier die Ascorbinsdure die Enzymaktivitdt fordert. Ebenso sind die
Induktionsraten bei der Anwesenheit des Antioxidantiums stirker ausgeprigt. Es wird die
erwartete Regulierung durch Vitamin C zu beobachtet, nicht aber die ROS-abhingige.
Jauregui et al. [238] konnten diese Regulierung durch die ROS bei Rattenhepatozyten in
Hohlfaserbioreaktoren nicht beobachten, der Diazepam-Metabolismus war bei einer

sauerstoffreichen Atmosphére von 43 % O, hoher als bei 20 % O,
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Phase I1

Bisher wurden Phase [I-Reaktionen unter oxidativem Stress kaum untersucht. UGT-
Reaktionen sind eher im perivendsen, sauerstoffarmen Bereich zu finden, ST-Reaktionen eher
im periportal, sauertoffreichen [239]. Damit ist zu erwarten, dass UGT empfindlicher auf die
Erhohnung der Sauerstoffkonzentration reagiert als ST. Die stimmt gut mit den gefundenen
Ergebnissen iiberein: Die UGT-Aktivitit ohne Vitamin C nimmt mit steigender
Sauerstoffkonzentration ab, mit Vitamin C sind jedoch die hochsten Aktivitdten bei 30 % O,
zu finden. Auch die Induktionsraten konnten dementsprechend gemessen werden, wobei die
Zugabe der Ascorbinsdure die Induktionen verstérkt.

Ein Einfluss des Sauerstoffpartialdrucks auf ST ist nicht zu beobachten, die Enzymaktivitét ist
bei allen Sauerstoffkonzentrationen etwa gleich, steigt allerdings bei der Zugabe von
Vitamin C. Dies kann jedoch auch fiir eine ST-aktivierende Wirkung der Ascorbinsdure

sprechen, da das Enzym keine Sauerstoffempfindlichkeit zeigt.

Resultat

Wie die verschiedenen untersuchten Parameter gezeigt haben, sind die hochsten Aktivitdten
der im periportalen Bereich vorherrschenden Funktionen des Primdrmetabolismus und der
Biotransformation bei einer Sauerstoffkonzentration von 30 % O, zu finden, die des
perivendsen Bereichs bei 20 % O,. Dagegen fiihrt ein Sauerstoffpartialdruck von 40 % O, zu
einer deutlichen Schéadigung der Hepatozyten, sie reagieren sensitiv auf Verdnderungen der
Sauerstoftkonzentrationen. Folglich stellt der Bioreaktor nicht nur ein gutes Modell fiir die
oxidative Zellschddigung, sondern auch fiir die Zonierung des Parenchyms dar.

Der Zusatz von Vitamin C zum Kulturmedium zeigt die erwartete Schutzwirkung, so dass der
Bioreaktor auch fiir ein Screening von Antioxidantien geeignet ist.

Eine erhohte Menge an ROS fiihrt aber nicht nur zu Zellschidigungen, sie aktiviert auch ein
spezifisches genetisches Programm in einer Vielzahl von Zellen [240]. Dadurch wird eine
Schutzantwort der Zelle in Form von antioxidativen Enzymen und Enzymen zur Reparatur
oder Entfernung oxidierter Proteine, Lipide und der DNA aktiviert [241]. Fiir weiterfiihrende
Arbeiten ist es daher interessant, auch die Reaktionen der Enzyme Superoxid-Dismutase,

Katalase, Glutathion-Peroxidase, Himoxigenase und Lipid-Peroxidase zu untersuchen.



5. Ergebnisse und Diskussion 103

5.5 Kryokonservierung

Um den Bioreaktor jederzeit verfligbar zu machen, wurde ein Protokoll fiir seine
Kryokonservierung entwickelt. Die Zellen miissen ihre gewebespezifischen Leistungen auch
nach dem Auftauen beibehalten, um fiir ein pharmakologisches Screening geeignet zu sein.
Leberzellen von drei verschiedenen Isolationen wurden im Bioreaktor fiir jeweils einen Tag

eingefroren.

55.1 Ergebnisse

5.5.1.1 Morphologie und Primar stoffwechsel
Nach dem Auftauen wurden die Zellen zwei Wochen kultiviert und ihre Morphologie sowie
die charakteristischen Primérstoffwechselleistungen mit nicht eingefrorenen Kontrollen

derselben Isolationen verglichen.

Morphologie
Die iliber Nacht kryokonservierten Zellen wurden wihrend der gesamten Kultivierung bei

einer 200-fachen Vergroferung unter dem Mikroskop beobachtet. Thre Morphologie am Tag
nach dem Auftauen (Tag 2), am Tag nach Aufgabe der zweiten Kollagenschicht (Tag 3) und
eine Woche nach dem Auftauen (Tag 8) ist in Tabelle 5-4 im Vergleich zu nicht
eingefrorenen Kontroll-Zellen derselben Isolation dargestellt.

Wihrend in einer zwei Tage alten Kontroll-Zellkultur die Reorganisation als Monolayer mit
deutlich sichtbaren Gallengangskanidlchen bereits gut zu erkennen ist, ist dies bei den
aufgetauten Zellen nicht der Fall. Die Zellen zeigen Anzeichen von stressbedingten
Schidigungen, die Kryokonservierung hat der Zellstruktur geschadet.

Die zweite Kollagenschicht fordert die Reorganisation der Hepatozyten. Am dritten Tag
sehen die Zellen bereits deutlich regeneriert aus, die Ausbildung der Gallengangskanélchen
hat begonnen. Die Strukturierung als Monolayer ist bei den Kontroll-Zellen schon weiter
fortgeschritten.

Eine Woche nach dem Auftauen zeigen sowohl die kryokonservierten als auch die Kontroll-
Zellen das typische Bild der reorganisierten Hepatozytenkultur. Die Morphologie der
eingefrorenen Zellen hat sich erholt, die beiden Kulturen sind im Mikroskop kaum noch

voneinander zu unterscheiden.
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Tabelle 5-4: Morphologie der kryokonservierten und Kontroll-Zellen wihrend der Kultivierung

Kryokonservierte Zellen Kontroll-Zellen

Tag 2

Tag 3

Tag 8

Albumin

Abbildung 5-42 zeigt die Albuminsekretion der kryokonservierten Zellen im Vergleich zur
nicht eingefrorenen Kontrolle.

Wihrend der gesamten Kultivierung bleibt die Albuminsekretion der kryokonservierten
Zellen geringer als die der Kontrolle. Die grofiten Differenzen sind dabei am 2. und 3.
Kulturtag zu beobachten, mit 0,44 ug h' 10 Zellen betrdgt die Sekretion der eingefrorenen
Zellen nur ein Viertel der Sekretion der Kontrolle (1,77 ug h™' 10 Zellen). Am 6. Tag zeigen
beide eine fast gleiche Sekretionsrate von 1,1 pg h'' 10 Zellen. Am 10. Tag besitzen beide
ein Maximum, die Albuminsekretion der Kontrolle betrigt 2,4 ug h™ 10 Zellen, die der
kryokonservierten Zellen ca. 2 pg h' 10° Zellen. Beide Ansitze verlieren bis zum 15.
Kulturtag etwa die Halfte dieser Aktivitit, ihre Sekretionskurven zeigen vom 6. bis 15. Tag

dhnlich Verlaufe.
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Abbildung 5-42: Albuminsekretion nach der Kryokonservierung

Harnstoff

Der Vergleich der Harnstoffsynthese zwischen kryokonservierten Zellen und Kontroll-Zellen
ist in Abbildung 5-43 dargestellt.
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Abbildung 5-43: Harnstoffsynthese nach der Kryokonservierung
Die Harnstoffsynthese der eingefrorenen Zellen liegt wahrend der ersten Kulturwoche

unterhalb, wahrend der zweiten oberhalb der Syntheseleistung der Kontrolle. Sie steigt von

55 nmol h™' 10 Zellen am 2. Tag auf 175 nmol h™ 10 Zellen am 10. Tag und fillt bis zum
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15. Tag wieder auf 95 nmol h™ 10 Zellen. Die Harnstoffsynthese der Kontrolle steigt von
115 nmol h™' 10 Zellen am 2. Tag auf 255 nmol h™' 10 Zellen am 6. Tag, sinkt aber bereits
am 8. Tag auf 90 nmol h™ 10 Zellen und bis zum 15. Tag auf 70 nmol h™' 10 Zellen.

Glukose
Abbildung 5-44 zeigt den Glukoseverbrauch der kryokonservierten Zellen im Vergleich zur
Kontrolle.
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Abbildung 5-44: Glukoseverbrauch nach der Kryokonservierung

Der Glukoseverbrauch beider Ansidtze verhilt sich sehr dhnlich. Er ist in den ersten drei
Tagen bei den kryokonservierten Zellen geringer als bei der Kontrolle, beide sinken jedoch
bis zum 6. Kulturtag stark ab und zeigen dann eine leichte Glukoseproduktion von etwa
57nmol h' 10°Zellen. Bis zum Kulturende wechseln beide Kurven zwischen
Glukoseverbrauch und Glukoseproduktion, wobei diese Schwankungen in der nicht

eingefrorenen Kontrolle stirker sind als bei den kryokonservierten Zellen.

Laktat

Die Wirkung der Kryokonservierung auf die Laktatbildung ist in Abbildung 5-45 dargestellt.
Die Laktatbildung differiert am 2. Kulturtag stark zwischen den kryokonservierten
Leberzellen (28 nmol h™' 10 Zellen) und der Kontrolle (8 nmol h™ 10 Zellen). Wihrend sie
bei den eingefrorenen Bioreaktoren am dritten Tag auf 8,5 nmol h™' 10 Zellen abfillt, steigt
sie in der Kontrolle auf 13,5 nmol h™" 10 Zellen an. Vom 6. bis 15. Kulturtag zeigen beide

Kurven etwa gleiche Verldufe, nur am 10. Tag weichen sie stark von einander ab. Wéhrend in
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der Kontrolle 11,5 nmol h' 10° Zellen Laktat gebildet werden, sind es bei den
kryokonservierten Zellen 25,5 nmol h™ 10° Zellen, wobei dieser Wert mit einer groBen
Standardabweichung behaftet ist. Beide Systeme zeigen am Kulturende eine Laktatbildung

von etwa 10 nmol h! 10 Zellen.
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Abbildung 5-45: Laktatbildung nach der Kryokonservierung

LDH
Das Verhalten der LDH-Aktivitdt nach dem Einfrierprozess ist in Abbildung 5-46 dargestellt.
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Abbildung 5-46: LDH-AKktivitit nach der Kryokonservierung
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Die LDH-Aktivitdt differiert am 2. Tag sehr stark zwischen den kryokonservierten Zellen
(92 mU 10 Zellen) und der nicht eingefrorenen Kontrolle (5 mU 10 Zellen). Wihrend sie in
der Kontrolle jedoch auf etwa 20 mU 10 Zellen am 3. und 6. Tag ansteigt, sinkt sie in den
kryokonservierten Bioreaktoren auf 13 mU 10 Zellen ab. Bis zum Kulturende sinkt sie
langsam weiter auf ca. 5 mU 10 Zellen ab. Die Kontrolle zeigt in der zweiten Kulturwoche

etwa gleiche LDH-Aktivititen wie die eingefrorenen Leberzellen.

55.1.2 Biotransformation
Um den organotypischen Zustand der Zellen nach der Kryokonservierung zu bestimmen,
wurde auch die Wirkung des Einfrierens auf die Biotransformation und die

Interaktionsfahigkeit untersucht.

EROD
Die EROD-Aktivitét der kryokonservierten Zellen wurde sowohl als Grundaktivitét als auch
am 3. und 10. Kulturtag induziert gemessen und mit nicht eingefrorenen Kontrollen

verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5-47 dargestellt.
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Abbildung 5-47: EROD-AKktivitit nach der Kryokonservierung

Die kryokonservierten Zellen zeigen die gleichen nicht induzierten Enzymaktivitdten wie die
Kontroll-Zellen. Beide nehmen im Kultivierungsverlauf von ca. 7 auf 15 pU 10 Zellen zu.
Der Einfrierprozess hat hierauf keinen Einfluss.

Die Interaktionsfdhigkeit der Zellen wird von der Kryokonservierung jedoch stark
beeintrachtigt. Wiahrend die Kontroll-Zellen auf beide Induktionen mit einer deutlichen

Aktivitidtszunahme reagieren, zeigt die Aktivitdt der kryokonservierten Zellen ein deutlich
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anderes Verhalten. Die erste Induktion fiihrt bei der Kontrolle zu einer 10-fachen
Aktivititssteigerung von etwa 8 auf 85pU 10 Zellen. Die kryokonservierten Zellen
reagieren mit einer 4-fachen Induktion, die Aktivitit steigt von ca. 6 auf 22 pU 107 Zellen.
Die Reaktion der Zellen auf die zweite Induktion ist in der Kontrolle weniger stark ausgeprigt
als die auf die erste Induktion. Die kryokonservierten Zellen reagieren ebenso wie bei der
ersten Induktion. In beiden Systemen ist die Aktivitdtszunahme etwa gleich groB, sie steigt
um ca. 15 pU 10 Zellen. Am Ende der Kultivierung zeigen beide Systeme eine etwa gleiche
Aktivitit von 48 uU 10° Zellen. Somit wird die Interaktionsfihigkeit von der

Kryokonservierung zwar beeintrachtigt, regeneriert sich aber wéhrend des Kulturverlaufs.

ECOD
Den Einfluss der Kryokonservierung auf die ECOD-Aktivitéten zeigt Abbildung 5-48.
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Abbildung 5-48: ECOD-AKktivitiit nach der Kryokonservierung

Die nicht induzierte Enzymaktivitidt der kryokonservierten Zellen ist wiahrend der ersten
Kulturwoche etwas geringer als die der Kontrolle. Beide nehmen vom 3. auf den 6. Kulturtag
um etwa 35 pU 10 Zellen zu. Doch wihrend die Aktivitit der Kontroll-Zellen leicht absinkt
und sich im Verlauf der zweiten Woche bei einem Wert von ca. 42 U 10 Zellen stabilisiert,
nimmt die Aktivitdt der kryokonservierten Zellen auf einen Wert von ca. 60 pU 10 Zellen
weiter leicht zu. Die Kryokonservierung hat also keinen Verlust der Grundaktivitét zur Folge.

Wie schon fiir EROD beobachtet, wird die Interaktionsfihigkeit der Zellen durch die
Kryokonservierung jedoch stark beeinflusst. Die Kontroll-Zellen reagieren mit einer 3,5-
fachen Aktivititszunahme auf die erste Induktion, ein Maximum von ca. 140 uU 10 Zellen

wird erreicht. Die Reaktion der kryokonservierten Zellen ist deutlich geringer, ihre Aktivitit
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nimmt nach der ersten Induktion nur langsam auf etwa 83 pU 10 Zellen zu und ist damit nur
ca. 1,4-mal hoher als die Grundaktivitit. Wahrend die kryokonservierten Hepatozyten auch
auf die zweite Induktion mit einer deutlichen Aktivititszunahme reagieren, nimmt die
Aktivitit der Kontrolle leicht ab, so dass beide Systeme am 13. Kulturtag eine etwa gleiche
ECOD-Aktivitit von ca. 100 pU 10 Zellen aufweisen. Diese nimmt bei den eingefrorenen
Zellen schneller wieder ab als bei der Kontrolle. Auch fiir das Enzym ECOD lédsst sich also
erkennen, dass die Interaktionsfahigkeit durch den Einfrierprozess beeintridchtigt wird, sich

aber wihrend des Kulturverlaufs langsam erholt.

UGT
Die Wirkung der Kryokonservierung auf die Aktivititen des Phase II-Enzyms UGT ist in
Abbildung 5-49 dargestellt.
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Abbildung 5-49: UGT-AKktivitit nach der Kryokonservierung

Die Grundaktivitit der kryokonservierten Zellen ist etwas hoher als die der Kontrolle. Bei
beiden ist im Verlauf der Kultivierung eine Aktivititszunahme zu beobachten, diese ist jedoch
bei den kryokonservierten Zellen stirker ausgeprigt. Damit scheint die Kryokonservierung
einen eher aktivierenden Einfluss auf die UGT-Aktivitét zu haben.

Im Gegensatz zur Phase I, in der die kryokonservierten Zellen eine langsamere und
schwichere Reaktion auf die Induktion zeigen als die entsprechenden Kontrollen, ist fiir UGT
keine Induktion bei den kryokonservierten Zellen zu beobachten. Die induzierten Zellen

zeigen nahezu die gleiche Aktivitit wie die nicht induzierten Zellen. Die Kontroll-Zellen
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hingegen reagieren mit einer ca. 1,7-fachen Aktivititssteigerung auf die Induktion, eine
maximale Aktivitit von etwa 2200 pU 10 Zellen wird erreicht.
Die Kryokonservierung zeigt einen grof3en Einfluss auf die Interaktionsfahigkeit. Diese wird

im Unterschied zur Phase I nicht regeneriert, sondern ist nach dem Einfrierprozess nicht mehr

vorhanden.
ST
Die Reaktion des Phase II-Enzyms ST auf die Kryokonservierung ist in Abbildung 5-50
gezeigt.
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Abbildung 5-50: ST-Aktivitit nach der Kryokonservierung

Wie schon zuvor beobachtet (s. Kapitel 5.2 und 5.4) reagiert nur das Enzym UGT auf den
Induktor Rifampicin, nicht aber ST. Auch hier kann weder bei den kryokonservierten Zellen
noch bei der Kontrolle eine Induktion beobachtet werden. Zwar schwankt die ST-Aktivitat
stark und es treten grofe Standardabweichungen auf, doch zeigen sich groBe Unterschiede
zwischen den Aktivitdten der kryokonservierten und der Kontroll-Zellen. Die Aktivitdt der
eingefrorenen Zellen schwankt zwischen 170 und 480 pU 10 Zellen, die der Kontrolle
zwischen 475 und 875 uU 10° Zellen. Damit wirkt die Kryokonservierung deutlich

aktivitdtsmindernd auf das Enzym ST.

5.5.1.3 Mathematische Modellierung der Kryokonservierung
Abbildung 5-51 =zeigt die programmierte, die berechnete und die gemessene

Medientemperatur an den Zellen.
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Abbildung 5-51: Temperaturverliufe an den Zellen

Die berechnete Medientemperatur stimmt besonders zu Beginn der Kryokonservierung recht
genau mit der gemessenen Temperatur iiberein. Der durch das Seeding entstandene
berechnete Peak ist allerdings stirker ausgeprédgt als der gemessene, da die freiwerdende
Kristallisationswiarme im Modell nicht beriicksichtigt wurde. Auch reagiert der berechnete
Temperaturverlauf weniger trige auf die Anderung von Kiihlraten, so dass das Modell die
Endtemperatur von —100°C schneller erreicht als dies tatsdchlich gemessen wurde.

Die Berechnung der verschiedenen Wiarmedurchgangskoeffizienten k ergab folgende Werte

fir die einzeln betrachteten Wande:

- Koben direkt = 1,459 W (nur Medium) — 1,464 W (nur Eis)
- Kunten direkt = 7800 W

- Koben indirekt = 12,65 W

- Kunten indirekt = 941,4 W

Der Wiarmedurchgang durch die reine Folie ist somit deutlich am groften. Durch die als
Isolator wirkende Luftschicht im Well ist der Wérmedurchgang direkt von oben am
schwichsten. Die vier Koeffizienten unterscheiden sich jeweils um eine Zehnerpotenz
voneinander. Von unten werden die Zellen somit viel stirker gekiihlt als von oben, die
Polycarbonat-Platte des Bioreaktor wirkt als Wérmespeicher, wahrend die Eisenplatte einen

guten Wirmeleiter darstellt.
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5.5.2 Diskussion

Das Screening einer Vielzahl von in der Entwicklung befindlichen Pharmaka wird durch
einen bestindigen Zugang zu Hepatozyten deutlich erleichtert werden [171]. Dabei wird die
Kryokonservierung primirer Hepatozyten den Bedarf an frischem Lebergewebe stark
verringern. Dies ist besonders bei Untersuchungen mit humanen Hepatozyten von Vorteil, da
diese nur sehr eingeschrinkt verfligbar sind [66]. Die Moglichkeit zur Langzeitlagerung ist
gerade flir die Forschung in der Hepatologie, Pharmakologie und Toxikologie [165, 242, 243]
von groflem Wert.

Fir die Kryokonservierung porciner Hepatozyten in Suspension und als Sandwich in
Kulturflaschen wurden verschiedene Kryoprogramme entwickelt und auf ihre Funktionalitét
untersucht. Diese sind im Vergleich zu dem fiir den Mini-Bioreaktor entwickelten
Kryoprogramm in Tabelle 5-5 gezeigt. Bei allen Untersuchungen wurde Kulturmedium mit
einem Zusatz von 10 % DMSO verwendet. DMSO zeigte bessere kryoprotektive
Eigenschaften als Glycerin [148, 149, 157], 1,2-Propandiol [149], Arabinogalaktan [171],
Polyvinylpyrrolidon und Dextran [148]. Eine Konzentration von 10 % DMSO erwies sich als
am besten geeignet [150, 165]. Um die Notwendigkeit des definierten Einfrierens zu priifen,
wurden auch konstante Kiihlraten von —1°C min™ und —10°C min™ untersucht, um die Zellen
von 4°C auf —80°C abzukiihlen [153].

Tabelle 5-5: Vergleich verschiedener Kryoprogramme fiir die Kryokonservierung porciner Hepatozyten

Suspension [170, 171] Monolayer [153] Monolayer [151] Mini-BR
Darr und Hubel 2001 Koebe et al. 1996 Koebe et al. 1999
Hubel et al. 2001
20°C
Aufgabe 37°C 15 min | 37°C 15 min | 4°C
Kryomedium | _10°C/min 0°C
Vorkiihlphase | 0°C 15min | 4°C 10 min | 4°C 10 min | 4°C 15 min
-1°C/min -0°C
1. Kiihlphase | -1°C/min -8°C -1°C/min -4°C -1°C/min -12°C
-0,5°C/min | -11°C
Induktion der | -50°C/min -45°C -60°C/min | -32°C
-7,2°C/min | -10°C | -11°C 15 min
Eisbildung +15°C/min | -12°C +20°C/min | -13,3°C
-1°C/min -40°C
Weiteres -1°C/min -60°C -1°C/min -30°C -
-3°C/min -80°C | -2,5°C/min | -60°C
Abkiihlen
-3°C/min -100°C | -10°C/min | -80°C -5°C/min -100°C
Morphologie

Die Kryoprogramme mit kontinuierlicher Kiihlrate fiihrten zu stark geschidigten (—1°C min™)
bzw. fast vollstindig vernichteten (~10°C min™) Zellstrukturen [153]. Jede der definierten
Konservierungsmethoden fiihrte jedoch zu einer sehr hohen Uberlebensrate. Direkt nach dem

Auftauen zeigten die Zellen in der vorliegenden Arbeit Anzeichen von Stress, wie mangelnde
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Reorganisation als Monolayer und Ausbildung von Gallengangskanilchen. Die Aufgabe der
zweiten Kollagen-Schicht fiihrte aber bereits zu einer deutlichen Regeneration der Zellen,
welche mit steigender Kultivierungsdauer weiter zunahm. Auch Koebe et al. [151, 153]
fanden eine gut erhaltene Morphologie, nur eine leichte Beeintrdchtigung der optischen

Zellmerkmale, wie eine Schwellung der Gallengangskanélchen, war zu beobachten.

Priméarstoffwechsel

Der allgemeine Zustand der Zellen wird in der groBen Mehrzahl der Untersuchungen nur tiber
die Albuminsekretionsrate bestimmt. So wurde fiir die Suspensionen eine stetige Zunahme
der Albuminsekretion der aufgetauten Zellen gemessen [170, 171], die jedoch wéhrend der
gesamten Kulturdauer von 96 Stunden niedriger als die der nicht eingefrorenen Kontrolle war.
Ahnliche Ergebnisse fanden auch Koebe et al. [151, 153] bei der zweiwdchigen Kultivierung
von kryokonservierten Monolayer-Kulturen. Die Albuminsekretion der nicht eingefrorenen
Kontrolle stieg bis zum siebten [153] bzw. vom fiinften bis neunten [151] Kulturtag an und
fiel danach wieder ab. Die Sekretionsrate der aufgetauten Zellen lag zu Beginn deutlich
darunter. Doch wiéhrend sie bei den definiert eingefrorenen Zellen ab dem filinften Tag wieder
anstieg und am achten Tag die gleichen Werte wie die Kontrolle [153] bzw. ebenfalls am
neunten Tag ein der Kontrolle nahekommendes Maximum [151] zeigte, sank sie bei den
kontinuierlich eingefrorenen Zellen weiter ab. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen dieser Arbeit. Direkt nach dem Auftauen lag die Albuminsekretion der
kryokonservierten Zellen deutlich unter der der Kontrolle. Beide stiegen bis zum zehnten
Kulturtag an, ab dem sechsten Tag erreichten die eingefrorenen Zellen dhnliche aber stets
niedrigere Werte als die Kontrolle.

Die Harnstoffsynthese der aufgetauten Zellen lag in der ersten Kulturwoche unterhalb, in der
zweiten Woche oberhalb der Leistung der Kontrolle. Sie wird, ebenso wie der
Glukoseverbrauch und die Laktatbildung, nur wenig vom Einfriervorgang beeinflusst.

Die LDH-Aktivitdt der kryokonservierten Zellen lag am zweiten Kulturtag weit liber der
Aktivitidt der Kontrolle, sank dann aber stark ab. Bereits ab dem dritten Tag sind beide
Aktivititen etwa gleich niedrig, ein Einfluss durch die Kryokonservierung ist nicht mehr zu
beobachten. Auch dies stimmt gut mit den Ergebnissen von Koebe et al. [151] iiberein.
Wihrend die Kontrolle eine niedrige LDH-Aktivitét zeigte, die zum Kultivierungsende leicht
anstieg, nahm die der eingefrorenen Zellen zum Kultivierungsbeginn sehr stark zu und danach
bis auf die Aktivitit der Kontrolle wieder ab. Diese voriibergehende starke Erhdhung der
LDH-Aktivitdt in Folge der Kryokonservierung ist durch den Zellverlust, bedingt durch

osmotischen Stress und Schiadigungen durch Eisbildung, zu erkldren [151].
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Biotransformation

Der Erhalt der Biotransformationsleistungen als Eigenschaft der differenzierten
Leberzellkultur wird zumeist nur anhand eines Enzyms, in der Regel EROD oder ECOD,
nachgewiesen. Koebe et al. [151, 153] fanden fiir die Kontrolle eine stabile, wihrend der
zweiwochigen Kultur leicht abnehmende ECOD-Aktivitét. Die definiert eingefrorenen Zellen
zeigten direkt nach dem Auftauen eine deutlich geringere Aktivitét, erreichten aber bereits am
vierten [151] bis fiinften [153] Kulturtag die gleiche Aktivitdt wie die Kontrolle. Die Aktivitit
der kontinuierlich eingefrorenen Zellen nahm hingegen weiter ab und war am Ende der ersten
Kulturwoche kaum noch nachweisbar [153].

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl fiir die Kontrolle als auch fiir die
kryokonservierten Zellen stabile und in etwa gleich hohe EROD und ECOD-Aktivititen
gefunden. Die Grundaktivitit wurde durch den Einfrier- und Auftauprozess nicht
beeintrachtigt. Allerdings reagierten beide Enzyme nach der Kryokonservierung deutlich
schwicher und langsamer auf eine Induktion. Es ist zwar eine Aktivititszunahme zu
beobachten, jedoch erreicht sie erst am Ende der zweiwochigen Kultivierung die Werte der
induzierten Kontrolle. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit Hengstler et al. [66] und de
Sousa et al. [244], die fiir kryokonservierte Ratten- bzw. humane Hepatozyten eine deutlich
geringere Antwort auf die Induktion als bei nicht eingefrorenen Kontrollen fanden.

Auch die UGT-Grundaktivitdten der kryokonservierten Zellen und der Kontrolle zeigten in
der vorliegenden Arbeit ein dhnliches Verhalten wie die von EROD und ECOD. Beide
Aktivititen sind etwa gleich stark ausgeprigt, es ist kein FEinfluss durch die
Kryokonservierung zu beobachten. Wéhrend fiir die Kontrolle jedoch eine deutliche
Aktivitétssteigerung infolge der Induktion zu beobachten ist, zeigen die eingefrorenen Zellen
keine Reaktion darauf. Noch stérker ist der Einfluss der Kryokonservierung auf das Enzym
ST. Die Aktivitdt der eingefrorenen Zellen betrdgt nur etwa die Hilfte der Kontrollaktivitét.
Ahnliche Ergebnisse fanden auch Powis et al. [165] fiir kryokonservierte Rattenhepatozyten,
bei denen die Sulfurierung (ST) von Biphenyl erheblich stirker beeintrachtigt wurde als die
Glukuronidierung (UGT). Auch Guillouzo et al. [245] beschreiben, dass besonders Phase II-
Enzyme von einer Kryoschddigung betroffen sind, da sie stirker als der Primérstoffwechsel

und Phase I-Enzyme von vollig intakten Zellfunktionen abhéngen [153].

Modellierung des Temperaturverlaufs an den Zellen

Ein Vergleich der errechneten mit der gemessenen Medientemperatur an der Zellschicht (s.
Abbildung 5-51) zeigt, dass wihrend des Seedings eine errechnete Temperatur von -19°C
erreicht wird, sie tatsdchlich jedoch nur -9°C betrug. Dieser Unterschied begriindet sich in der
Vernachlissigung der frei werdenden Kristallisationswédrme bei der Berechnung. Auch fallt

auf, dass das reale System trdger reagiert als in der mathematischen Darstellung. Hierbei
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spielt neben der fehlenden Beriicksichtigung von Warmekonvektion und Wiarmestrahlung
besonders die Ansprechzeit des Temperaturfiihlers eine Rolle. Auch das eigene Kiihlverhalten
des verwendeten Pt-100 Thermoelements (@ 1,5 mm) ging nicht in die Berechnung mit ein,
obwohl aufgrund der Dicke des Fiihlers ein gewisse Ansprechzeit vergeht, bis eine
Temperaturdnderung angezeigt wird.

Insgesamt spiegelt das Modell den tatsdchlichen Temperaturverlauf an der Zellschicht
annihernd wieder, so dass bei der Ubertragung des Kryoprotokolls auf ein anderes, dhnliches
System die Temperatur an den Zellen ausreichend genau berechnet werden kann, um zeit- und

materialaufwendige Versuche vermeiden oder ihre Anzahl minimieren zu kénnen.

Resultat

Wie die Ergebnisse der Kryokonservierung zeigen, wird der Primarstoffwechsel der
Leberzellen kaum durch das Einfrieren und Auftauen des Bioreaktors beeintrachtigt. Nach
einer anfinglich etwas verminderten Aktivitit nehmen die einzelnen Parameter sehr schnell
wieder die von der Kontrolle gezeigten Normalwerte an. Auch die Grundaktivititen der
Biotransformationsenzyme EROD, ECOD und UGT werden von der Kryokonservierung
nicht beeinflusst. Nur ST zeigt als Folge des Einfrierprozesses deutliche Aktivititsverluste.
Somit zeigen die Leberzellen auch nach dem Auftauen weiterhin ihre charakteristischen
Funktionen, der Mini-Bioreaktor ist fiir die Kryokonservierung geeignet. Dabei haben sich
gerade die Kultivierung auf extrazelluldrer Matrix [246] und Co-Kulturen von parenchymalen
und nicht-parenchymalen Zellen [247], wie sie im Bioreaktor realisiert werden, als besonders
geeignet erwiesen. Auf diese Weise wird der Bioreaktor jederzeit verfiigbar, sein Einsatz ist
nicht von Isolationszeiten oder -zahlen abhingig. Allerdings reagieren die Phase I-Enzyme
schwiécher und langsamer auf eine Induktion, UGT gar nicht. Die Fahigkeit zur Drug-Drug-
Interaktion, die filir ein pharmakologisches Screening besonders wichtig ist, wird durch die
Kryokonservierung beeintriachtigt. Eine mogliche Ursache liegt in der Wahl des Kryoadditivs.
Zwar zeigte DMSO verglichen mit anderen Kryoadditiven bessere kryoprotektive Funktionen
[148, 149, 157, 171], jedoch besitzt es auch zytotoxische Eigenschaften. Die Einlagerung in
die Zellmembran ist verhiltnismiBig stabil, so dass DMSO nur langsam wieder ausgewaschen
wird. Da die Hepatozyten nicht proliferieren, kommt es nicht wie bei anderen priméaren Zellen
oder Zelllinien zur Regenerierung der Kultur durch ,,neue®, nicht kryogeschidigte Zellen.
Daher ist der Einsatz eines anderen Kryoadditivs wie z.B. HES (Hydroxyethylenstirke) zu
testen, welches keine zytotoxischen Eigenschaften besitzt. Durch weitere Untersuchungen zur
Verbesserung des Kryoprogramms ist eine Reduzierung zelluldrer Schidigungen als

Grundvoraussetzung fiir einen effizienteren Einsatz des Bioreaktors zu erwarten.



5. Ergebnisse und Diskussion 117

5.6 Eignung des Bioreaktors

Wie die Ergebnisse gezeigt haben, erflillt der Mini-Bioreaktor alle an ihn gestellten
Anforderungen: Die zur Validierung genauer untersuchten porcinen Leberzellen behalten
wihrend einer zweiwdchigen Kultivierung ihre charakteristische Differenzierung bei, sie
zeigen beim Modellscreening mit Johanniskraut eine gute in vivo/in vitro-Korrelation und
sind fiir das Screening von Antioxidantien bei kiinstlich erzeugtem oxidativem Stress
geeignet. Aullerdem kann der Bioreaktor kryokonserviert, bei Bedarf aufgetaut und somit
jederzeit zum Einsatz gebracht werden. Dabei ist diese Technik nicht nur fiir Hepatozyten
anwendbar, sondern auch fiir eine grofle Zahl anderer primérer Zelltypen. Das Screening eines
Pharmakons an unterschiedlichen primdren Zellen im Mini-Bioreaktor kann einen
umfassenden Uberblick iiber die zu erwartenden Nebenwirkungen und Interaktionen geben.
Um humanrelevante Aussagen treffen zu konnen, sind humane Zellen darin zu kultivieren.
Auf diese Weise konnen sowohl aufwendige und gesellschaftlich umstrittene Tierversuche als
auch die fiir die Pradiktion erschwerenden Interspeziesdifferenzen vermieden werden. Die
Verwendung eines funktionsfahigen humanen Stoffwechselsystems in dieser Form wird
helfen, die Relevanz pharmakokinetischer und toxikologischer Untersuchungen fiir den
Menschen zu steigern (,,refinement®). Dabei ist der Bioreaktor durch seine Grofe und die
damit verbundene Handhabbarkeit sowie den Membranboden einem Screening in
Petrischalen oder herkommlichen 24Well-Platten iiberlegen, da ein geringerer Zell- und
Wirkstoftbedarf auftreten und definierte Sauerstoffbedingungen gewihrleistet werden
konnen.

Tabelle 5-6 zeigt zusammenfassend die Vor- und Nachteile des in vitro-Screenings:
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Tabelle 5-6: Vor- und Nachteile des in vitro-Screenings

Vorteile von in vitro-Testsystemen Nachteile von in vitro-Testsystemen

+ Schnell — Keine Erfassung von

+ Kostengiinstig - systemischen und

+ Unkompliziert Umwelteinfliissen

+ Geringe Wirkstoffmengen notig - komplexen toxischen Wirkungen,

+ Untersuchung einer Vielzahl von z.B. Kanzerogenitét
Bedingungen gleichzeitig (Zellart, - chronischen Effekten
Dosis, Zeitabhingigkeit) - Heilungsprozessen

+ Einfache Validierung der — Unzureichende Erfassung von
Versuchsbedingungen organspezifischen Aspekten

+ Einfache Probennahme — Genaue Wirkstoftkonzentration im

+ Wenig Testriickstinde Organ schwer zu imitieren

+ Ausschaltung von
Interspeziesdifferenzen

+ Ausschaltung systemischer und
Umwelteinfliisse

+ Co-Kulturen (z.B. Darmepithel -
Hepatozyten) moglich, damit
komplexeres System

+ Risikolose Untersuchung humaner

Zellen und Gewebe

+ Reduzierung der Tierversuchszahlen
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6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der entwickelte Mini-Bioreaktor fiir ein in
vitro-Screening von Pharmaka und Antioxidantien an primédren Zellen generell geeignet ist.

In weiterfilhrenden Untersuchungen sollen das Kryoprogramm und die Wahl des
Kryoadditivs verbessert und an die Bediirfnisse humaner Zellen angepasst werden, um die
Anwendung als ,,ready to use-Tool* zu gewéhrleisten. Auch sollen beim Screening nicht nur
die metabolische Ebene, sondern auch die Protein-Ebene (Western Blots) und die DNA- bzw.
RNA-Ebene (Chip-Technologie) betrachtet werden. Hierdurch kann nicht nur die Wirkung
eines Pharmakons sondern auch deren Ursache (z.B. Inhibierung vs. Repression, Aktivierung
vs. Induktion etc.) analysiert werden.

Eine  kontinuierliche = Ndhrmedienregeneration soll  standardisierte und  stabile
Kulturbedingungen schaffen und eine Anhédufung von Kataboliten vermeiden. Dies kann
durch eine kontinuierliche und gleichmidflige Mediumstromung im Bioreaktor erreicht
werden. Einige Zellarten, wie z.B. Endothelzellen, reagieren positiv auf physiologischen
Scherstress, der die Differenzierung fordert. Deshalb wurde ein Stromungssystem fiir den
Bioreaktor entwickelt, in dessen Deckel sich Zu- und Ablaufstutzen fiir die Medienperfusion
befinden. Dieses ist in Abbildung 6-1 bis 6-4 dargestellt und soll in weiterfithrenden Arbeiten

getestet werden.

.

—lp e g p—— <E g
1

Abbildung 6-1: Unterteil des Stromungssystems Abbildung 6-2: Deckel des Stromungssystems

Abbildung 6-3: Einsetzen des Bioreaktors Abbildung 6-4: Aufsetzen des Deckels

Das fiir die Medienperfusion noétige Schlauchsystem soll zudem ein on-line Monitoring fiir

die Qualitétskontrolle ermoglichen. So konnten z.B. die Konzentrationen der kulturrelevanten
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Gase Sauerstoff und Kohlendioxid sowie die Glukose- und Laktatkonzentration im Medium
direkt wihrend eines Screenings gemessen und damit der Zellzustand bestimmt werden.

AulBlerdem wurde der entwickelte Bioreaktor vom 24Well- auf das 96Well-System {iibertragen
( Abbildung 6-5 bis 6-7), wodurch es auch fiir Pipettierautomaten zugénglich ist und
automatisierte Screeninguntersuchungen ermdglicht werden. Auch dieses System soll in

weiterfiihrenden Arbeiten fiir die Eignung zum Screening gepriift werden.

Abbildung 6-6: 96Well-BR

Abbildung 6-7: Stromungssystem

Hierdurch kann eine groflere Zahl verschiedener Bedingungen parallel untersucht und ein
High Throughput Screening ermdglicht werden.

Ein Screening mit verschiedenen Dosen eines Wirkstoffs fiir unterschiedliche Wirkzeiten und
auf verschiedenen primiren humanen Zellen wird so zu einem guten Uberblick und sehr
differenzierten Bild der Wirkung und der damit beim Patienten zu erwartenden Wechsel- und
Nebenwirkungen eines Pharmakons fiihren. Damit kann zudem auf eine Vielzahl von
Tierversuchen verzichtet werden, da die zu erwartenden Ergebnisse infolge des Ausschaltens

von Interspeziesdifferenzen genauer sein wird (,,refinement*).
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8 Anhang

Folgende Gerdte, Materialien und Chemikalien wurden fiir die Erstellung dieser Arbeit
verwendet:

8.1 Gerite

Autoklav 3870 ELV Systec (Wettenberg)
Durchlichtmikroskop Zeiss (Jena)

Eismaschine Ziegra (Isernhagen)

ELISA-Reader MRX 11 Dynex (Chantilly, Va, USA)
Eppendorfzentrifuge 5415 C Eppendorf (Hamburg)

Fireboy eco

HPLC-Anlage LaChrom
Interface D-7000, Diode Array Detector L-7450,
Autosampler L-7200, Pumpe L-7100

Inkubatoren, Cytoperm 2

Kamera Canon AE-1

Kiihlzentrifuge Omnifuge 2.0 RS

Kryogerit Icecube 1860

Laborriihrer mit Heizung

Microprocessor pH-Meter pH 539

Microtiter Plate Fluorometer, Fluorolite 1000

Multikanalpipette

Multipette

Pipettboy acu

Pipettierhilfen

Pumpe, Vario

Spiilmaschine Mielabor G 7783
Sterile Werkbank Herasafe HS 18
Stickstofftank Apollo 200
Ultrahochgeschwindigkeitszentrifuge, Avanti TM Y-25
Waage Basic lite

Waage Basic plus

Wasserbad GFL 1083
Wasserstrahlpumpe
Zellisolationsanlage

Zentrifuge Rotina 46R

Integra Biosciences (Fernwald)
Merck Hitachi (Gottingen)

Heraeus (Hannover-Hamburg)
Canon (Japan)

Heraeus (Hannover-Hamburg)
Sy-Lab (Purkersdorf, Osterreich)
Omnilab (Bremen)

WTW (Weilheim)

Dynatech Laboratories
(Denkendorf)

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Integra Biosciences (Fernwald)
Eppendorf (Hamburg)

Ismatec (Wertheim-Mondfeld)
Miele (Giitersloh)

Heraeus (Hannover-Hamburg)
Messer (Kirchen/Sieg)
Beckmann (Miinchen)
Sartorius (Gottingen)
Sartorius (Gottingen)

Omnilab (Bremen)
Glasblaserei der MHH
Werkstatt der MHH

Hettich (Tuttlingen)
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8.2 Materialien

Dialyseschlauch Spectra/Pors Membrane, MWCO 6000-8000
Cat. No. 132 655

Faltenfilter, Cat. No. A796.1

Glasflaschen, diverse Grofien

Konnektor, Cat. No. 974.10

LiChrospher 100RP-18e, 5 um

Minifilter Minisart RC4, Porengrof3e 0,2 um, Art. Nr. 17821

Multi-Well-Plate Washer, Nunc-Immuno Wash 12

Nahtmaterial, Cat. No. V310H

Nylongaze, Porengréfe 100 pm, Cat. No. NYHD 100

Pipettenspitzen, diverse Groflen

PTFE-Folie bioFOLIE 25, Cat. No. 76077316

PUR System 725 Cat. No. 55679
Rohrchen, 50 ml, Falcon, Cat. No. 352070

Rohrchen, 15 ml, Falcon, Cat. No. 352097

Schlauchklemmen, Art. Nr. H 13353
Silikonschlauch, verschiedenen Grof3en

Spritzen, verschiedene Groflen

Sterilfilter, Midisart 2000, 0,2 um PTFE, Cat. No. 17 805
Sterilfilter Reszist 50/0.2, 0,2 um PTFE, Art.Nr. BN1192-1
Sterilfilter Zap-Cup, Art. Nr. AZ 0038-1

Ubergangsstiick, gerade, Cat. No. 2-0961
Universal-VerschluB3stopfen, Luer-Lock, Art.Nr. 9888
Zahlkammer, Neubauer, Cat. No. 9 161 078
Zellkulturflaschen, 75 cmz, mit Filter, Cat. No. 658175
Zellkulturschale, 60 x 15 mm, Cat. No. 3004

24-Well Platten, Cellstar, Cat. No. 662 160
96 Well Platten, Flachboden, Cat. No. 655 101
96 Well Platten, MaxiSorb, Cat. No. 442 404

Spectrum Medical Industries
(Los Angeles, CA, USA)
Roth (Karlsruhe)

Schott (Mainz)

Vygon (Aachen)
Macherey-Nagel (Diiren)
Sartorius (Gottingen)

Nunc (Wiesbaden)

Ethicon (Norderstedt)
Jiirgens (Hannover)
Eppendorf (Hamburg)

In Vitro Systems & Sevices
(Osterode)

Rohm und Haas (Bremen)
Becton Dickinson (Franklin
Lake, N. J., USA)

Becton Dickinson (Franklin
Lake, N. J., USA)
Novodirekt (Kehl)
Gummi-Wohleke
(Hildesheim)

B. Braun (Melsungen)
Sartorius (Gottingen)
Schleicher & Schiill (Dassel)
Schleicher & Schiill (Dassel)
Neolab (Heidelberg)
Vygon (Aachen)

Omnilab (Bremen)

Greiner (Frickenhausen)
Becton Dickinson (Franklin
Lake, N. J., USA)

Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)
Nunc (Wiesbaden)
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8.3 Chemikalien

Aceton A-4206 Sigma (Steinheim)
Acetonitril Cat. No. 100003 Merck (Darmstadt)
Ascorbinséure A-4544 Sigma (Steinheim)

Albumin, porcin A-4414 Sigma (Steinheim)
Ammoniumacetat Cat. No. 1.01116 Merck (Darmstadt)

Antikdrper, Albumin,

goat anti pig

Cat. No. 800-338-9579

Avidin-Biotin-Komplex (ABC) Cat. No. 115-065-100

bFGF

BSA

CaCl,

Chloroform
Collagenase
Cremophor RH 40

F-0291

Fraktion V, A-1918

Cat. No. 949

Cat. No. 15,182-3

Typ IV CLS, Cat. No. CIV-22
zur Verfligung gestellt

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Cat. No. 1 644 793

DAPI
Desmethyldiazepam

Dexamethason

Di-Amino-Benzidine (DAB)

Diazepam
Dicumarol
Dulbecco’s MEM
DMEM/F12
DMEM (10x)
DMSO

DNase

EGM

EGTA

Essigsdure

Ethoxycoumarin
Ethoxyresorufin
Ethylacetat
Eukitt

FCS
Fibronektin

Gelatine

D-9542

D-7282

D-1756

D-8001

D-0899

M-1390

F-0435

C-71310

Cat. No. 1-25P32-M
Cat. No. 1.02952
Cat. No. 18068-015
Cat. No. C-22010
E-4378

99-100 %, Cat. No. 6003

E-1379

E-3763

Cat. No. 1.09623

Cat. No. EUKITTS500
Cat. No. S0215
F-0635

G-1890

Bethyl Laboratories
(Montgomery, TX, USA)
Dianova (Hamburg)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Aldrich (Taufkirchen)
Biochrom (Berlin)
PhytoLab
(Vestenbergsgreuth)
Roche (Mannheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Biochrom (Berlin)
PromoCell (Heidelberg)
CellConcepts (Umkirch)
Merck (Darmstadt)
Gibco BRL (Karlsruhe)
PromoCell (Heidelberg)
Sigma (Steinheim)

J.T. Baker

(Deventer, Holland)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Chroma (Miinster)
Biochrom (Berlin)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
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B-Glucuronidase

Glukagon

Glukose
Glukose-Standard
Glukose (Trinder)
Kaisers Glyceringelatine

Glycin

Héamalaun
Harnstoff-N
HBSS (10x)
HCI, 25%
HEPES

H,0,
HPLC-Wasser

H,SO4
HybridoMed DIF 1000
IMDM

Insulin

Isopropanol

Johanniskrautpriparate

KCI

KH,PO4

Laktat
Laktat-Standard
LDH-Standard

MEM (1 % Glutamax)
Methanol

3-Methylcholanthren
4-Methylumbelliferon

G-0251
Cat. No. 8-9402-81-202-1

G-0251

635-100
Methode-Nr. 315
Cat. No. 1.09242
Cat. No. 1504

Cat. No. 1.09253
Methode-Nr. 640

Cat. No. H15-012
1.00732.1000

H-3375

Cat. No. 1.077209.250
Cat. No. 4218

Cat. No. 0731

Cat. No. FZ8055
Cat. No. E15-018
Zul.-Nr. 2932.00.00

Cat. No. 8119

zur Verfiigung gestellt

Cat. No. 9022528
Cat. No. 4873
Methode-Nr. 735
735-11

Cat. No. 107 077
Cat. No. 41090
Cat. No. 8045

M-6501
M-1381

Methylumbelliferon-7- Glucuronid M-5664
Methylumbelliferon-7- Sulfat M-7133

Midazolam
NaCl

M-2419
S-5886

Sigma (Steinheim)
Novo Nordisk Pharma
(Mainz)

Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
J.T. Baker (Deventer,
Holland)

Merck (Darmstadt)
Sigma (Steinheim)
PAA (Linz, Ostereich)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
J.T. Baker

(Deventer, Holland)
Merck (Darmstadt)
Biochrom (Berlin)
PAA (Linz, Osterreich)
Hoechst Marion Roussel
(Frankfurt am Main)
J.T. Baker

(Deventer, Holland)
PhytoLab
(Vestenbergsgreuth)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Roche (Mannheim)
Gibco BRL (Karlsruhe)
J.T. Baker

(Deventer, Holland)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
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Na,COs Cat. No. 6392 Merck (Darmstadt)

NaHCOs3 Cat. No. 6329 Merck (Darmstadt)
Na,HPO4 Cat. No. 6580 Merck (Darmstadt)

NaOH Cat. No. 1.06495 Merck (Darmstadt)
N»-Supplement Cat. No. 17502 Gibco BRL (Karlsruhe)
Oxazepam 0-5254 Sigma (Steinheim)

PBS Cat. No. L 182-01 Biochrom (Berlin)

Penicillin/Streptomycin

Penicillin/Streptomycin/Glutamin Cat

Pferdeserum
Phenobarbital

Cat. No. A 2213

Cat. No. S 9133
P-5178

Prednisolon-21-Hydrogensuccinat,

Solu Decortin
Resorufin
Rifampicin
Ringer-Puffer
Temazepam
Tetramethylbenzidin
Trimethylamin
Tris-Base
Tris-HCl
Triton
Trypanblau
Trypsin

Tween 20
Umbelliferon
William’s Medium E

Xylol

Ziegenserum

Zitronensdure- Monohydrat

Zul.-Nr. 9238.00.00
R-3257

R-3501
PZN-4671719
T-8275

T-2885

T-0886

T-6066

T-5941

T-8787

Cat. No. S11-004
Cat. No. 35400-027

Art. Nr. 9127.2

U-7626

Cat. No. BESP112F

Cat. No. 8118

G-5018
Cat. No. 33114

8.4 Antikorper fiir Histochemie

Chondrozyten

Prim: Kaninchen Anti-Human CPP32
Sek: Ziege Anti-Kaninchen, Biotin gekoppelt Cat. No. R 1364 B

. No. P-11-013

Cat. No. A 3537

Biochrom (Berlin)
PAA (Linz, Osterreich)
Biochrom (Berlin)
Sigma (Steinheim)

Merck (Darmstadt)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Delta Pharma (Pfulllingen)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
PAA (Linz, Ostereich)
Gibco BRL (Paisley,
Schottland)

Roth (Karlsruhe)
Sigma (Steinheim)
BioWhitaker (Verviers,
Belgien)

J.T. Baker

(Deventer, Holland)
Sigma (Steinheim)
Riedel-de Haén (Seelze)

Dako
Acris (Hiddenhausen)
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Cardiomyozyten
Prim: Maus Anti-Ratte Actinin Cat. No. AB 9465-500 Acris (Hiddenhausen)
Sek: Ziege Anti-Maus, TRITC gekoppelt Cat. No.R 1404 T Acris (Hiddenhausen)

Nervenzellen
Prim: Maus Anti-Ratte 3-Tubulin Cat. No. T 9156-10  Acris (Hiddenhausen)
Sek: Ziege Anti-Maus, FITC gekoppelt Cat. No. R 1404 F Acris (Hiddenhausen)

8.5 Isolierung der Cardiomyozyten

Fiir die Isolierung der Cardiomyozyten wurde eine triachtige Ratte mit Ether betidubt, gewogen
und narkotisiert. Die narkotisierte Ratte wurde auf dem Riicken liegend fixiert, der Bauch mit
70% Ethanol abgespiilt und der Bauchraum geo6ffnet. Die Uteri wurden entnommen und in
eine sterile Petrischale mit PBS (4°C) gegeben. Alle weiteren Schritte wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Die Embryonen wurden herauspripariert und in
Aufbewahrungsmedium bei 4°C getrennt gesammelt. Unter einem Binokular wurden die
Herzen herauspréipariert, in frisches Aufbewahrungsmedium iiberfilhrt und einmal
eingeschnitten. Durch vorsichtiges Driicken wurde moglichst viel Blut aus den Herzen
entfernt. Sie wurden dann mit einer Pinzette in Reaktionsgefile mit 500 ul Waschmedium
tiberfiihrt und fiir 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurden 500 pl
Waschmedium zugegeben und je zehnmal mit blauer und gelber Pipettenspitze trituiert. Die
entstandene Suspension wurde zweimal gewaschen und 5 min bei 235 g und Raumtemperatur
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 ul Kulturmedium aufgenommen und die Zellzahl

bestimmt [Methode: Anne Kiirsten, AG Bader, GBF Braunschweig].

8.6 Stoffdaten fiir das Kryomodell

Schichtdicke | Wirmeleitfihigkeit | spez. Wiarmekapazitit Masse
& [m] AWm' K] ¢ [Jkg' K] m [ke]
Deckel (PE) 0,001 0,35 1846 0,610
Polycarbonat 0,017 0,21 1300 0,005
Luft 0,017 0,025 1010 3,875-10°
Medium (FCS) 0,00141 0,527 3930 0,255- 107
Eis 0,00154 2,32 2100 0,255 - 107
Folie 0,025 - 107 0,195 1007 0,01-107
Silikon 0,001 1,1 1580 0,316 - 107
Eisen 0,002 80,2 460 0,005
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