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2. Arbeitshypothese

Tissue Engeneering zum Zwecke der in vitro Hepatozytenkultur ist weit verbreitet. Dabei
werden Hepatozyten auf speziell hergestellten 3D Geriisten (Polymere) kultiviert. Haufig
werden zwei Ursprungsansitze als Ziele genannt. Ein Schwerpunkt beruht auf dem Gebiet der
Zelltransplantation, ein anderer auf dem Gebiet der pharmazeutischen Forschung, welcher
Gegenstand dieser Arbeit ist. Der Ansatz der Zelltransplantation verfolgt das Ziel, 3D
Polymere als Trdger flir Hepatozyten zur in vivo Implantation im Rahmen eines
Leberversagens nutzen zu konnen. In der pharmazeutischen Forschung sollen in vitro
Hepatozytenkulturen als Tool fiir die Entwicklung neuer Medikamente verwendet werden
konnen. Ziel ist es, dass neue Pharmazeutika direkt an primiren Hepatozyten getestet werden
konnen, wodurch es zur Einsparung von Tiermodellversuchen sowie klinischen Studien an
humanen Probanden kommen kann. Aufgrund der dreidimensionalen Polymerstruktur sollen
Hepatozyten verbesserte Zell-Zell und Zell-Matrixkontakte ausbauen, was eine verbesserte in
vitro/in vivo Vergleichbarkeit gewdhrleisten kann. In verschiedenen Studien, auch unserer
Arbeitsgruppe, konnte der Vorteil von 3D im Vergleich zu 2D kultivierten
Hepatozytenkulturen gezeigt werden (Bierwolf J u. a. 2011; Guillouzo A & Guguen-
Guillouzo C 2008; Justice BA u. a. 2009; Elliot NT & Yuan F 2011; Schutte M u. a. 2011).
Die pharmazeutische Industrie unterliegt einem hohen wirtschaftlichen Druck, so dass im
Rahmen der Entwicklung neuer Medikamente Hochdurchsatzassays von besonderem
Interesse sind (Gebhardt R u. a. 2003; Hertzberg RP & Pope AJ 2000; Hewitt NJ u. a. 2007).
Aus diesem Grund sehen wir einen Vorteil in der Verwendung der statischen Hepatozyten
Kultur auf 3D Geriisten im 96-Well Format in der pharmazeutischen Forschung. Um hierfiir

ein nutzbares Tool zu ermdoglichen, formulierten wir folgende Arbeitshypothesen:

1. Charakterisierung und Modifizierung der statischen in vitro Hepatozytenkultur
auf 3D PLLA Polymeren fiir die in vitro Hepatozytenkultur im 24-Well
Format. Ziel der Charakterisierung ist es, einen Versuchsaufbau zu etablieren,
der fiir Toxikologiestudien geeignet ist. Falls notig, sind Polymer- und/oder
Kulturoptimierungen vorzunehmen.

2. Der Versuchsaufbau ist im 96-Well Format anwendbar. Uberstandsmessungen,
DNA und Genanalysen sowie Histologie und Immunfluoreszenz sind

durchfuhrbar.
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3. Einleitung

3.1. Die Leber

Die Leber ist das zentrale Organ des Stoffwechsels und die grof3te Driise des Korpers bei
Wirbeltieren. Thre Aufgaben sind vielfiltig und lebenswichtig. Ohne suffiziente Leberfunktion
ist ein Uberleben nicht mdglich. Zu ihren Hauptaufgaben zihlt die Produktion wichtiger
Proteine wie Albumin und Gerinnungsfaktoren sowie die Verwertung und Speicherung
wichtiger Nahrungsbestandteile wie Glykogen und Fett. Zudem ist sie fiir den Stoffwechsel
unerldsslich. Die Galleproduktion wund der damit einhergehende Abbau von
Stoffwechselprodukten wie Blutbestandteile, Giftstoffe, Medikamente und Ammoniak sind
nur ein Teil der komplexen Stoffwechselleistung der Leber. Die Vielfiltigkeit der
Leberfunktion macht deutlich, dass es bei Leberversagen aktuell keinen adiquaten
Leberersatz gibt. Daher ist die orthotope Transplantation von Voll- oder Splitorganen
postmortaler Spender das Mittel der Wahl zur kurativen Behandlung terminal chronischer
Lebererkrankungen oder fulminanten Leberversagens (Vacantie JP 1988). Zusétzlich gibt es
die Moglichkeit der Leberlebendspende von einem Angehdrigen oder Nahestehenden, wobei
jedoch die besseren Ergebnisse wie bei der Nierenlebendspende im Gegensatz zur
postmoratlen Organspende (Mehrabi A u. a. 2010) bei der Leber nicht erreicht werden
konnten. Auch fiir die forschende Pharmaindustrie ist die Leber von herausragender
Bedeutung. Aufgrund der komplexen Stoffwechselleistung sowie als
Hauptverstoffwechslungsorgan fiir Medikamente ist die Leber im besonderen Fokus bei der

Entwicklung neuer Medikamente.

3.2. First-Pass Effekt

Der First-Pass-Effekt oder der Effekt der ersten Passage beschreibt die Umwandlung eines
Arzneistoffes wihrend deren erster Passage durch die Leber oder den Darm. Vor allem bei
oraler Medikation spielt der First-Pass Effekt eine wichtige Rolle. Es werden der intestinale
von dem hepatischen First-Pass Effekt unterschieden. Der intestinale Effekt tritt vor allem
beim Durchtritt der Substanz durch die Mucosa des Magens und Duodenums auf und spielt
eine eher untergeordnete Rolle. Den Hauptanteil des First-Pass Effekts iibernimmt die Leber,
in die das Pharmakon nach intestinaler Resorption via Vena Porta gelangt. Dort unterliegt es
nach Aufnahme in der Leber der ersten Metabolisierung (hepatischer First-Pass Effekt).

Manche Pharmaka werden bereits bei der ersten Passage durch die Leber weitgehend aus dem

-7 -
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Blut entfernt, so dass nur noch eine geringe Bioverfiigbarkeit vorhanden ist. Bei anderen
Pharmaka wird gerade dieser Effekt genutzt, indem zunichst inaktive Substanzen durch den
First-Pass Effekt zu aktiven Metaboliten umgewandelt werden.

Generell ist zu sagen, dass viele Arzneistoffe und deren Bioverfiigbarkeit von der
Leberfunktion abhéngen. Das macht deutlich, dass bei der Entwicklung von Medikamenten

gerade die Lebermetabolisierung eine zentrale Rolle spielt.

3.3. Geschichte der Hepatozytenkultur

Die Technik der High-Yield-Preparation von isolierten Hepatozyten durch Kollagenase
Perfusion wurde erstmals 1969 von Berry and Friend (Berry MN & Friend DS 1969)
publiziert. Die bis heute giiltige zwei-Schritt-Verdautechnik wurde 1972 durch Seglen
verdffentlicht (Seglen PO. 1972). Ein Jahr spéter beschrieb Bissell (Bissell DM u. a. 1973) die
erste Monolayer Rattenhepatozytenkultur und 1982 wurde dann durch Guguen-Guillouzo et al
(Guguen-Guillouzo C u. a. 1982) die erste High-Yield Preparation mit primérer Zellkultur
von humanen Hepatozyten beschriecben. Wéhrend der letzten 40 Jahre wurde eine
auflergewOhnliche Zahl und Vielfalt an Studien mit isolierten Hepatozyten aus humanen und
tierischen Lebern verschiedenster Spezies durchgefiihrt. Bei dem Versuch, Leberphidnotyp
und -funktion zu erhalten, wurden verschiedene Ansitze mit dem gemeinsamen Ziel der
Erhaltung oder Schaffung einer in vivo &dhnlichen Umgebung verwendet. Zu diesen
Themengebieten sind eine Vielzahl von Publikationen verdffentlicht worden, wie z.B. von
(Guillouzo A & Guguen-Guillouzo C 1986; Berry MN & Edwards AM 2000; Dash A u. a.
2009). In der Vergangenheit wurden vor allem 2D Monolayer Hepatozytenkulturen
eingesetzt. Bei dieser Art der Zellkultur war nicht nur ein rascher Verlust leberzellspezifischer
Funktionen zu beobachten (LeClusye EL u. a. 2005), auch die geringe Besiedlungseffizienz in
den 2D Systemen und die innerhalb kiirzester Zeit auftretenden morphologischen
Verinderungen der Leberzellen verringerten die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die
physiologische in vivo Situation (Hamilton GA u. a. 2001; Hewitt NJ u. a. 2007; Guguen-
Guillouzo C & Guillouzo A 2010). Es wurde eine Vielzahl an Zellkultursystemen erprobt. In
einer aktuellen Ubersichtsarbeit von Dash et al (Dash A u. a. 2009) wurden heterotope Co-
Kulturen mit NPZ, Kupfer- und Endothelzellen, 3D Zellkulturen sowie Flusskulturen in

Bioreaktoren als die zur Zeit erfolgsversprechensten Zellkultursysteme genannt.
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3.4. Toxikologiestudien an in vitro Hepatozytenkulturen

Zwei Hauptziele werden bei der in vitro Hepatozytenkultur regelméfig formuliert. So stehen
vor allem die Leberersatztherapie mittels Zelltransplantation sowie im Rahmen
pharmazeutischer Entwicklung ADMET-Studien (absorption, distribution, metabolism,
excretion and toxicology) im aktuellen Fokus der Forschung (Dash A u. a. 2009; Griffith LG
& Swartz MA 2006). In fritheren Studien unserer Arbeitsgruppe haben wir uns intensiv mit
dem Thema der Hepatozytenkultur im Rahmen der Leberersatztherapie beschéftigt
(Liitgehetmann M 2005). In verschiedenen Arbeiten wurden die Vorteile einer dynamischen
in vitro Hepatozytenkultur mittels Flussbioreaktor belegt. (Pollok JM u. a. 1998; Pollok JM
2003; Torok E u. a. 2001; Torok E u. a. 2002; Torok E u. a. 2006). In dieser Arbeit haben wir
unser Augenmerk auf die in vitro Hepatozytenkultur zum Zwecke der pharmazeutischen
Entwicklung gerichtet, denn das Verstindnis des Stoffwechsels und Transports von
Arzneistoffen in der Leber ist von herausragender Wichtigkeit zur Beurteilung der Sicherheit
und Bioverfiigbarkeit in der Entwicklung neuer Pharmazeutika. Tierexperimentelle Forschung
und klinische Studien an humanen Probanden sind notwendig, gelten jedoch als teuer und
ethisch umstritten. Im Gegensatz zu Tierversuchen und klinischen Studien sind in vitro
Zellkultursysteme fiir ADMET Studien als wichtige Alternative zu nennen. Sie zeichnen sich
durch Kosteneffizienz weniger Kontroversitét und leichterer Durchfiihrbarkeit sowie besserer
Reproduktion aus. Die zu testende Substanz kann iiber das Kulturmedium appliziert und der
Effekt auf die Leberzellen mit histologischen und immunhistologischen Methoden untersucht
werden. Weiterhin kdnnen quantitative Bestimmungen der Metabolite im Medium Aufschluss
iiber die Abbaubarkeit von toxischen Substanzen und moglicherweise vorhandene
arzneistoffinduzierte Hepatotoxizitit geben. Inzwischen sind Experimente an in vitro
Hepatozytenkulturen zur Standardmethode der Evaluierung von Metabolismus, Cytochrome
P450 Induktionen und Stoffwechselinteraktionen geworden (Sahi J u. a. 2010; Hewitt NJ u. a.
2007). Die Verwendung primérer humaner Hepatozytenkulturen ist dabei zum Goldstandard
geworden (LeClusye EL u. a. 2005). Aufgrund der mangelnden Verfiigbarkeit von humanen
Hepatozyten und deren genetische Vielfiltigkeit haben sich jedoch frisch isolierte primare
Rattenhepatozyten zur in vitro Zellkultur durchgesetzt (Bierwolf J u. a. 2011; Aly HA &
Domenech O 2009; Ellis JK u. a. 2010; Li Y u. a. 2009; Santos DM u. a. 2009; Shitara Y u. a.
2009). Der Vorteil der primdren Rattenhepatozytenkultur liegt in der besseren
Vergleichbarkeit, da hier genetisch identische Zelllinien beliebig hiufig fiir verschiedene

Experimente verwendet werden konnen. Aufgrund der hohen Ausbeute nach Zellisolation



Einleitung

kdnnen selbst mit einem Spendertier gleich mehrere Fragestellungen gleichzeitig untersucht

werden. Dies spart neben Versuchstieren auch Kosten.

3.5. Die 3D in vitro Hepatozytenkultur

In vitro Hepatozytenkulturen in Suspensionen und als klassische 2D Monoschichten sind im
Rahmen von Toxizitdtsstudien weit verbreitet, denn Grenzen und Vorteile sind gut
identifiziert (Guillouzo A 1998; Chesne C u. a. 1998; Allen JW u. a. 2001). Nachteilig sind
geringe Besiedlungseffizienz und die innerhalb kiirzester Zeit auftretenden morphologischen
Verinderungen der Leberzellen. Das verringert die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die
physiologische in vivo Situation (Hamilton GA u. a. 2001; Hewitt NJ u. a. 2007; Guguen-
Guillouzo C & Guillouzo A 2010). Einer der ersten Optimierungsversuche waren die
Sandwichkulturmodelle, bei denen Monolayer Hepatozytenschichten zwischen zwei
Schichten einer Extrazelluldirmatrix kultiviert wurden, die zumeist aus Kollagen, Laminin
oder Fibronektin bestanden (Castell and Gomez-Lechon, 2009). Die Idee war, dass durch
direkte Zell-Zell und Zell-Matrix-Wechselwirkungen die natiirliche und chemische
Umgebung der Zellen besser imitiert ist, so dass eine Forderung der Vitalitit und
Langzeitdifferenzierung des Phénotyps der Hepatozyten mdglich ist. Dieses wurde durch
verschiedene Publikationen belegt (Gross-Steinmeyer K u. a. 2005; Page JL u. a. 2007; Farkas
D u. a. 2005; Liu X u. a. 1999; Dunn JC u. a. 1991; LeClusye EL u. a. 1994). Da
Biotransformation von Arzneimitteln zu ausscheidungsfiahigen Substanzen in der Leber aber
nur in hochdifferenzierten Hepatozyten stattfindet und mit der Anwendung einer Matrix die
langfristige hepatozellulire Funktion unterstiitzt wird, konnten auch in diesem Bereich
weiterentwickelte 3D Kulturmodelle erfolgreich zum FEinsatz kommen. Die in den
vergangenen Jahren in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Experimente mit 3D kultivierten
Rattenhepatozyten weisen darauf hin, dass bei der Kultur auf biologisch abbaubaren Matrizen
(Polymere) die morphologische und funktionelle Stabilitdt der Zellen besser gewéhrleistet ist
(Pollok JM 2003; Pollok JM u. a. 1998; Torok E u. a. 2001; Térok E u. a. 2002; Térok E u. a.
2006). Hepatozytenkulturen auf mittels Tissue Engineering erzeugten Polymerstrukturen sind
daher neben ihrer Verwendung in der Transplantationsmedizin auch als in vitro Testsysteme
fiir Arzneimittel und toxische Substanzen interessant. Aufgrund 6konomischen Drucks ist die
Industrie auf robuste und effektive Testsysteme mit der Moglichkeit eines hohen Durchsatzes
angewiesen. Hier sind vor allem 96-Well Systeme als zukunftstrdchtig zu nennen (Gebhardt R
u. a. 2003; Hertzberg RP & Pope AJ 2000; Hewitt NJ u. a. 2007). Die Anwendung dieser

Kulturen ist in der pharmazeutischen Forschung momentan allerdings noch nicht ausreichend
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etabliert. Ein Grund dafiir konnte das Fehlen von zuverldssigen und aussagekréftigen
Testsystemen sein. Zwar gibt es bisher eine groBe Anzahl an etablierten Testsystemen fiir 2D
Kulturen, diese sind jedoch nicht direkt auf die neuen Herausforderungen der 3D Zellkultur

m 96-Well Format anwendbar.

3.6. Biodegradierbare 3D Poly-L-Lactatsaure Matrix

Gewebe und Organsysteme sind in physiologischer Umgebung dreidimensional organisiert.
Um funktionierendes und differenziertes Gewebe mittels Tissue Engineering zu erzeugen,
muss also die physiologische in vivo Situation bestmoglich imitiert werden (Zhang R & Ma
PX 2000). Die Verwendung von Matrizen spielt hier eine entscheidende Rolle, denn sie
unterstiitzt Zellen beim Aussdhen und Proliferieren des Gewebes in drei Dimensionen
(Hubbell JA 1995; Thomson RC u. a. 1995; Ma PX & Zhang R 1999).

Es gibt ein paar grundlegende Anforderungen, die weit verbreitet und fiir die Gestaltung von
Matrizen akzeptiert sind. Hohe Porositdt und geeignete Porengréfle sowie eine grof3e
Oberfliache sind essentiell (Ma PX & Zhang R 1999; Ma PX & Langer R 1999; Ishaug-Riley
SL u. a. 1998). Daneben sind architektonische Merkmale wie Porenform, Porenwand
Morphologie und Vernetzung zwischen den Poren wichtig, um eine verbesserte Zell-
Adhésion, Migration, Genexpression, Nahrstofftransport und Differenzierung zu ermoglichen
(Ma PX & Zhang R 1999; Ma PX u. a. 2001; Ishaug-Riley SL u. a. 1998). Daneben sollten
Matrizen biokompatibel und gegebenenfalls biologisch abbaubar sein sowie keinerlei
Zelltoxizitdt aufweisen. Bei dieser Vielzahl an Anspriichen, die an Matrizen gestellt werden,
ist es nicht verwunderlich, dass auch verschiedenste Arten der Materialien zur Herstellung
verwendet werden. Generell konnen Matrizen in biologische und synthetische
Trigermaterialien sowie in biodegradierbare und nichtbiodegradierbare Tragermaterialien
eingeteilt werden (Reichmann E u. a. 2005; Ma PX & Langer R 1999). Eine Ubersicht iiber
die aktuell verwendeten Materialien gibt Tabelle 1. Aufgrund der positiven Erfahrungen
unserer Arbeitsgruppe mit biologisch abbaubaren PLLA Matrizen (Polymere) in der in vitro
Hepatozytenkultur verwendeten wir erneut Polymere synthetischer Herkunft. Der Vorteil
dieser Matrizen ist deren konstante Eigenschaft, die wiahrend des Herstellungsprozesses sehr
prézise reguliert werden kann. Desweiteren ist PLLA aufgrund guter Biokompatibilitdt einer
der weitverbreitesten Materialien im Tissue Engineering. Zudem gehort diese Art der
Polymere zu den wenig synthetischen Polymeren, die eine Zulassung der FDA (US Food and
Drug Administration) fiir bestimmte menschlich klinische Anwendungen haben (Ma PX

2004). Als nachteilig sind allerdings die mogliche Freisetzung toxischer Stoffe beim
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biologischen Abbau der synthetischen Bestandteile und der entstehende saure pH-Wert zu
nennen. Zudem weisen synthetische Biomaterialien teilweise hydrophobe Charakteristika auf,
die die Anhaftung der Zellen an die Matrixoberfliache stark beeintrichtigen konnen (Ma PX
2004).

Tabelle 1: Aktuell verwendete Materialien im Tissue Engineering. (entnommen aus (Bierwolf

J 2011), modifiziert nach (Reichmann E u. a. 2005)

Biodegradierbar, Biodegradierbar, Nicht Nicht

biologisch synthetisch biodegradierbar, | biodegradierbar,
biologisch synthetisch

Kollagen I, IV Paoly-Milchsaure Alginat Silikon

Small intestinal submucosa | Poly-L-Milchsaure Chitin Teflon

Fibrin Poly-D L-Milchsaure Chitosan Latex

Albumin Poly-Glycolsaure Hydroxyapatit Polyethylen

Fibronectin Poly-Caprolacton Dracon

Laminin Poly-Dioxanon

Matrigel Tri-Methylencarbonat

Amniotische Membranen FPaly-Orthoester

Paly-Aminosauren

Poly-Maleinsaure
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4. Material und Methoden:

4.1. Versuchstiere:

Tierversuchsgenehmigung vom 25.07.2007 (Projektnummer: A6/384) ausgestellt durch die
Behorde fiir Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz Hamburg. Fiir alle
Versuche verwendeten wir erwachsene, méannliche Lewisratten mit einem Gewicht von ca.
250-400g. Die Tiere wurden im Tierstall des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf,
nach deutschen Richtlinien der Tierhaltung, mit freiem Zugang zu Futter und Wasser und
einem 12 Stunden Tag/Nacht-Intervall gehalten. Die chirurgischen Eingriffe wurden in
Isoflurannarkose durchgefiihrt. Die Tiere wurden intraoperativ mittels Durchtrennung der V.

cave inferior getotet.

4.2. Biodegradierbare Poly-L-Lactatsaure Matrix

Unsere Matrizen wurden von Prof. Dr. Ma, Peter Department of Biomedical Engineering,
University of Michigan, Ann Arbour, USA hergestellt (Ma PX & Choi JW 2001). Dazu
wurde eine neuartige Technik verwendet, welche dreidimensionale well-controlled
interconnected spherical macropores in biodegradierbaren Polymer Matrizen erzeugte (siche
Abbildung 1). Zur Etablierung und Optimierung von Kulturbedingungen und Testsystemen
im 96 — Well Format wurden zunichst Versuche im 24-Well Format notig. So waren die
PolymergroBen variabel, da im Verlauf des Projektes unterschiedliche Versuchsaufbauten
notig waren. Die Polymeroberfliche wurde mit Gelatin durch die layer by layer self assembly
Technik nach Liu X u. a. 2005 modifizeirt. Die Porositét betrug 95 +2%. Vereinfacht wurde

das Polymer in unserer Studie Solid Sugar genannt.

Abbildung 1: entnommen aus Ma PX & Choi JW 2001. Elektronenmikroskopische Aufnahme von PLLA
Matrix. Aus Parffinkugeln hergestellte Poren und Porenverbindungen mit Porenmal} von ca. 250-350pm
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4.2. Hydrophilierung der Poly-L-Lactat Matrizen

Um gute Zellkulturbedingungen fiir eine 3D Zellkultur mit unseren Matrizen zu schaffen, ist
es notig, dass die Polymere hydrophil sind. Hydrophile Polymere sinken im
Zellkulturmedium zu Boden, so dass die Zellen im Polymer gleichmidfBig von allen Seiten mit
Medium versorgt werden konnen. Trotz Beschichtung kann es produktionsbedingt zu
Lufteinschliissen im Polymer kommen, welche eine ausreichende hydrophilie verhindern. Um
diese Lufteinschliisse zu beheben, bedienen wir uns einer absteigenden Ethanolreihe im
Vakuum. Es wird unter sterilen Bedingungen mit einer Sterilbench (Reine Werkbank,
Haraeus Typ HS 12/2 1996, Ser.No. 96104144) gearbeitet. Es werden drei sterile Gefdlle mit
100% Ethanol, 50% Ethanol und eins mit reinem Aqua dest. gefiillt. Die bendtigte Anzahl an
Polymeren wird nun in das 1. GefiBl (100% Ethanol) gelegt und dieses mit Alufolie
verschlossen. In die Alufolie werden mehrere kaniilengrofle Locher gestanzt. Anschlieend
wird das Gefd unter einer Vakuumglocke platziert und der Sog auf 80-100 mbar gestellt. Die
Polymere sollten so kurz wie moglich dem Vakuum ausgesetzt sein, damit es durch den
Unterdruck nicht zu Struktuverdnderungen innerhalb der Matrix kommt. Die Zeit der
Vakuumbehandlung ist von Charge zu Charge unterschiedlich. Sobald sich am Polymer
Luftblasen formen, sollte die Vakuumbehandlung gestoppt werden. Bei Erreichen des
atmosphérischen Drucks sinken die Polymere in der Losung zu Boden. Zum Auswaschen des

Ethanols wird die obige Prozedur erst in 50% Ethanol, anschlieBend in Aqua dest. wiederholt.

4.4. Kollagenbeschichtung der 2D Zellkulturplatten

Um eine bessere Adhésion der Hepatozyten am Boden der 24-Well Zellkulturplatten von
Nunc (Nunclon™ Surface, Roskilde/DK, Kat.: 142475) zu gewihrleisten, werden diese
vorher mit Kollagen (Collagen R, Serva Electrophoresis GmbH Heidelberg/D Kat: 47256)
beschichtet. Kollagen wird im Verhéltnis 1:10 mit PBS (DPBS 1x, Gibco, invitrogen REF:
14190-094) verdiinnt. Unter sterilen Bedingungen wird die Kollagenlosung in die Wells
pipettiert, gerade soviel, dass der Boden der Wells komplett bedeckt ist. Nach 10min
Inkubationszeit wird die Kollagenlosung aus den Wells aspiriert und die Platten steril

verschlossen. Nun konnen die Platten falls notig im Kiihlschrank bei 4°C gelagert werden.
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4.5. Zellkulturmedium

Die H

epatozyten werden in einem hormonstimulierendem Medium (HMS) kultiviert.

450ml Williams’ Medium E (Gibco, Scotland/ UK, Kat.:22551-022)

50ml Foetal Bovine Serum (Gibco, South Amarica, invitrogen, Kat.: 10500-064)
5,5ml N-acetyl-L-alanyl-L—glutamin (Biochrom K6, Berlin/D Kat.: K0202)
11ml HEPES-Puffer (Biochrom K6, Berlin/D, Kat.: L1613)

5,5ml Natriumpyruvat (1 mM, Gibco, Scotland/UK, Kat.: 11360-039)

1001 Insulin (4pg/ml, aus Rinderpankreas, Sigma, Steinheim/D, Kat.: [-5500)
50l Dexamethason (5nM, Seva, Heidelberg/D, Kat.: 18660)

1001 EGF (10ng/ml, human, Invitrogen, Paisley/GB, Kat.: 1127679)

5,5ml Pen Strep (Penicillin + Streptomycin, Biochrom, Berlin/D, Kat.: A2213)

Modifikation ab Versuch B I/Il.1 und 2

10ug
10ug

TPO (Cells Systems; Kat.: CS-C 1134B)
rec Hepatocyte Growth Factor (human) (Bachem Bioscience Inc. Kat.: H-

5596.00.10)

TPO und rHGF werden vorher jeweils in Iml Aqua-dest aufgelost und anschlieBend zum

Medium hinzugegeben.

4.6. Stamm- und Perfusionslosungen

Die Hepatozyten werden mittels zwei-Schritt-Verdautechnik nach der durch Aiken et al.

modifizierten Methode von Selgen PO isoliert (Aiken J u. a. 1990; Seglen PO 1976).

Erstellen der Stammlosung:

10x Leffert’s Stammpufter:
23,83g Hepes (Siegma, Steinheim/D, Kat.:H-0891)
2,24g KCI (Merck, Darmstadt/D, Kat.: 1.04936)
75,87g NaCl (J.T. Backer, Denventer/ Holland, Kat.: 0278)
1,38g NaH,PO4-H,0O (Merck, Darmstadt/D Kat.: 1.063646)
18,02g alpha-D-Glucose (Sigma, Steinheim/D, Kat.: G — 7021)
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Die Substanzen werden mit 1000ml Aqua dest. aufgefiillt, der pH wird mit IN HCI
(Merck, Darmstadt/D, Kat.: 1.09057.1000) auf 7,4 eingestellt und der Puffer steril
filtriert (Bottle Top Filtersystem, 45mm neck size, 500ml, Corning, New York/ USA,
Kat.: 430513).

EGTA Losung:
Zu 100ml 10x Leffert’s Stammpuffer werden 900ml Aqua dest. und 1,9¢ EGTA
(Sigma, Steinheim/D, Kat.: E — 4378) gegeben. Die Losung wird wiederum mit 1N HCI

auf einen pH von 7,4 eingestellt und steril (Bottle Top Filtersystem) filtriert.

CaCl, Losung:
14g CaCl, (Merck, Darmstadt/D Kat.: 2386) werden in 500ml Aqua dest. gelost und

dann steril filtriert (Bottle Top Filtersystem).

Erstellen der Perfusionslosungen:
Losung 1: Praperfusionslosung:
54ml 10x Leffert’s Stammpuffer und 60ml SmM EGTA werden mit Aqua dest. auf
600ml aufgefiillt. Der pH Wert wird im Anschluss mit IN HCI auf 7,4 eingestellt.

Losung 2: 1x Leffert’s Puffer:

50ml 10x Leffert’s Stammpuffer werden mit Aqua dest. auf 500ml verdiinnt und der pH
Wert wird anschlieBend mit IN HCI auf 7,4 eingestellt.

Losung 3: Kollagenase-Ldsung:

50ml 10x Leffert’s Stammpuffer und 5Sml CaCl,-Losung werden mit Aqua dest. auf
500ml aufgefiillt, der pH-Wert mit 1N HCI auf 7,4 eingestellt. Im Anschluss werden
150mg Kollagenase (Collagenase from Clostridium histolyticum Typ 2, Sigma-
Aldrich/D, Kat.: C6885-1G) kurz vor der Perfusion der Rattenleber hinzugefiigt.

Die drei Losungen werden durch ein Bottle-Top Filtersystem mit einer Porengréf3e von 0,2pum

filtriert und dadurch sterilisiert.
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Die Perfusionsapparatur besteht aus der Perfusionspumpe (Console Drive Masterflex® L/S,
Cole-Parmer Chicago/USA Ser.No: 7518-10) einem herkomlichen Heizaggregat mit
Wasserbad, einem Ansaug- und Infusionsschlauch (Masterflex Cole-Parmer Instruments Co.,
Chicago/USA, Kat.-Nr.: 96400-16), einer Luftfalle und einer Venenverweilkaniile der Grof3e
17G (Vasofix® Safety, Braun Melsungen AG, Melsungen/D, REF: 4268156S) (siche Abb.).
Das Heizaggregat sorgt fiir eine Wassertemperatur von 37°C. Uber den Ansaugschlauch
werden die Perfusionsldsungen in die Luftfalle gesogen. Diese sorgt fiir eine luftbldschenfreie
Perfusion, damit es wihrend der Zellisolation nicht zu Luftembolien kommt. Uber die
Perfusionspumpe wird ein konstanter Fluss von 25ml/min eingestellt. Uber den

Infusionsschlauch und die Venenverweilkaniile wird die Leber perfundiert.

Abbildung 2: zeigt die zusammengebaute Perfusionsapparatur.
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4.7. Hepatozytenisolation

4.7.1. Die in situ Leberperfusion

Zunichst werden die drei Perfusionslosungen in das Wasserbad gestellt und die Temperatur
auf 37°C eingestellt. Das Schlauchsystem der Perfusionsapparatur wird mit 80% Ethanol (Th.
Geyer GmbH u. Co KG, Renningen/D Kat.: 2273.2500) durchgespiilt und damit sterilisiert.
AnschlieBend wird das Schlauchsystem zum Auswaschen des Ethanols sowie zur
Kalibrierung der Flussgeschwindigkeit mit Aqua dest. gespiilt. Die Flussgeschwindigkeit
betrdgt 25ml/min. Das Tier wird mittels Isofluran (Forene; Abbott GmbH & Co KG
Wiesbaden/D Kat.Nr.: 2594.00.00) in eine Inhalationsnarkose versetzt. Nachdem eine
ausreichende Narkosetiefe vorhanden ist, wird das Tier gewogen, der Bauch glatt rasiert und
anschlieBend desinfiziert (Cutasept™F, Bode Chemie GmbH, Hamburg/D REF 976602). Der
Bauchraum wird mit einem V-formigen Schnitt erdffnet, die Darmschlingen zur besseren
Einsicht aus dem Bauchraum luxiert und das Lig. hepatoduodenale sowie die V. cava inferior
dargestellt. Das Omentum minus wird mit einer gebogenen Pinzette (Dumont forzep large
radius, curved shanks, FST, Heidelberg/ D, Kat.-Nr.: 11271-30) eroffnet, so dass man
Einblick in die Bursa omentalis erhdlt und ein Ligaturfaden (Vicryl 3-0, Ethicon Hamburg/D,
Kat.:V1205G) unterhalb des Ligamentum hepatoduodenale mit Austritt am Foramen
omentale einlegen kann. Jetzt wird eine Bulldogklemme (Teufel, Liptingen/D, Kat.-Nr.: FB
331) so platziert, dass seine beiden Branchen das Ligamentum duodenale mit A. hepatica
propria, V. portae und Ductus choledochus proximal am Leberhilus abklemmen (siche
Abbildung 3). Nachdem die V. portae durch Abklemmen stark angeschwollen ist, wird die
gelegte Ligatur distal der Bulldogklemme verknotet. AnschlieBend wird mit einer
Mikroschere (spring scissor, Curved Pan, FST, Heidelberg/D, Kat.-Nr.:15061-08) eine
Inzision der V. portae vorgenommen. Unter Fluss wird nun die G17 Verweilkaniile
eingeschoben. Zum Vorschieben der Kaniile innerhalb der V. portae ist es notig, kurzzeitig
beide Branchen der Bulldogklemme zu 16sen, um sie dann zur Fixierung der Kaniile wieder
zu schlieBen. Nun erdffnet man die infrahepatische V. cava inferior, um einen Abfluss fiir das
Blut und die Perfusionslosung zu gewihrleisten. Die Perfusionszeit der Leber betrdgt Smin fiir
die Perfusionslosung eins, Imin fiir Perfusionslosung 2, und 8-10 min fir die
Kollagenaselosung. Die optimale Zeit fiir die Kollagenaselosung ist erreicht, wenn die Leber
intraoperativ eine fleckig helle Farbe erhdlt und durch leichten Druck mit einem
Wattestdbchen auf die Leberkapsel sich diese blasenwerfend vom Parenchym 10st.

AnschlieBend wird die Leber freiprapariert und in 30ml Williams Medium E (Gibco,
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Scotland/ UK, Kat.-Nr.: 22551-022) in einem 50ml Falcon — Réhrchen (BD Falcon™,
Erembodegem/Belgium Kat.: 352070) auf Eis transportiert.

__.-'.—h!?"":.
Abbildung 3a: Sternschnitt mit offenem Abdomen, Blick auf Leber, Darm zur Seite luxiert. Abbildung 3b:
Leberlappen nach oben und zur Seite luxiert, Blick auf Vena Portae (Pfeil). Abbildung 3c¢: Operationssitus,
Vena Portae distal mit Ligatur umschlungen, proximal Anlage der Bulldogklemme. Abbildung 3d: Blick auf
Leber nach Durchlauf der 1. Perfusionslosung.

4.7.2. Zellisolation und Zellzahlbestimmung

Die so gewonnene verdaute Leber wird nun unter sterilen Bedingungen auf eine Petrischale
(Nunclon™ Surface, Roskilde/Danmark Kat.: 150350) gegeben und auf Eis gelegt. Die
Kapsel des Digestats wird stumpf mit einer Pinzette (Graefe forcep, serrated, FST,
Heidelberg/D, Kat.-Nr.: 11050-10) eréffnet und die einzelnen Hepatozyten mittels sanftem
schiitteln herausisoliert. Die Leberkapsel wird anschlieBend verworfen. Die so entstandene
Zellsuspension wird durch einen sterilen Filter aus Nylongewebe (Hydro-Bios, Kiel/ D, Kat.-
Nr.: NY200 HC) mit einer PorengroBe von 200um gefiltert, um unverdaute Leberstiicke
sowie Kapselreste zu entfernen. Die Suspension wird in einem Falcon-Rohrchen gesammelt
und zweimal bei 4°C und 50g Smin lang zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5804R,
Eppendorf AG Hamburg/D Ser.No.: 5805XJ834645). Dadurch wird die Zellsuspension
gewaschen und Hepatozyten und nicht parenchymatdse Zellen (NPZ) getrennt. Der Uberstand

-19-



Material und Methoden

aus NPZ wird jeweils verworfen, das endgiiltige Sediment aus Hepatozyten wird mit
Zellkulturmedium auf das dreifache Volumen des entstandenen Sediments resuspendiert und
anschlieBend durch vorsichtiges Mischen in eine homogene Losung gebracht.

Zur Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitit wird eine 1:10 Verdiinnung mit Trypan — Blau
(Trypan Blue Stain 0,4%, Invitrogen Grand Island N.Y./USA Kat.: 15250-061) erstellt. Dazu
werden 100ul Zellsuspension mit 800ul Kulturmedium verdiinnt und mit 100ul 0,5%iger
Trypan-Blau Losung in einem 1,5ml Eppendorf-Réhrchen (Save-Lock Tubes 1,5ml,
Eppendorf-Tubes, Eppendorf AG Hamburg/D, Kat.: 0030120.086) gemischt. Ein Tropfen
dieser Losung wird in der Neugebauer — Zéhlkammer (Neubauer CE, Superior Marienfeld/D,
Kat.: 0640110) unter dem Mikroskop ausgezéhlt. Bei einer Durchschnittsvitalitdt von iiber
80% und einer Mindestzellzahl von iiber E+08 werden die Hepatozyten zur Zellkultur
verwendet. Zum Berechnen der Gesamtzellzahl in der Zellsuspension verwendet man

folgende Formel:

Zx10x1000xV=n Z - arithmetisches Mittel der Zellen nach Auszdhlung
10x - Verdiinnung
1000x - Farbekammer
V - Gesamtvolumen Zellsuspension

n - Gesamtzellzahl

4.8. Besiedlung der Matrizes

Zentrifugationsbesiedlung: Bei der Zentrifugationsbesiedlung nutzen wir die
Zentrifugalkraft zur Besiedlung der Polymere mit Hepatozyten.

Die nach Hepatozytenisolation gewonnene Zellsuspension wird zusammen mit den
Polymeren in 50ml Falkon-Rohrchen verbracht, anschlieBend werden die Falkon-Rhrchen
bei 40g fiir Smin zentrifugiert. Die Polymere werden der Zellsuspension entnommen und in
die Zellkulturplatten gelegt. Die einzelnen Wells werden mit dem bendtigten
Zellkulturmedium gefiillt und die Platten zur Kultur bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank
inkubiert.

Pipettenbesiedlung: Bei der Pipettenbesiedlung werden definierte Zellzahlen auf das
Polymer, das sich in der Zellkulturplatte befindet, mittels Pipette besiedelt. Es wird die
Gesamtzahl der durch Zellisolation gewonnenen und gereinigten Hepatozyten in der
Zellsuspension bestimmt (siche Zellzahlbestimmung). Nun errechnet man das Volumen der

Zellsuspension, das die benétigte Zellzahl enthélt. Das Volumen der Zellsuspension, das die
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definierte Zellzahl enthdlt, wird nun auf die bendtigte Besiedlungssuspension (80ul pro
Polymer) aufgefiillt. Das Polymer wird durch punktuelle Besiedlung an verschiedenen Orten
besiedelt. Durch die Verteilung der Besiedlungspunkte soll eine hohe Besiedlungseffizienz
erreicht werden. Die Wells werden mit den bendtigten Zellkulturmedien gefiillt und die
Platten bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank inkubiert.

Die Formel zum Errechnen der definierten Zellmenge lautet wie folgt:

VxAm=X 14 - Gesamtvolumen Zellsuspension
A - definierte Zellzahl pro Polymer
n - Gesamtzellzahl
X - Volumen, das definierte Zellzahl enthdlt

4.9. 3D Zellkultur

Die 3D Zellkultur wird in verschiedenen Wellformaten durchgefiihrt. Anfangs verwendeten
wir 24-Well low Attachment Zellkulturplatten von Costar (Costar™ 24 Well Clear Flat Bottom
Ultra Low Attachment Multiple Well Plates, Corning N.Y./USA Kat.: 3473) Anschlieend
wechselten wir das Format und flihrten eine statische 3D Hepatozytenkultur in speziell
ovalgeformten 96-Well Format durch (Millicell®96, Millipore, Carrigtwohill, Co.
Cork/Ireland, Kat.: MACACORSS). Die Dauer der Zellkulturen ist versuchsabhingig. Das
Volumen des Kulturmediums betrdgt 520u1 (abhéngig vom Volumen Besiedlungssuspension)
im 24 — Well Format und 350pul im 96-Well Format. Wéhrend der Kulturzeit wird tdglich ein
Mediumwechsel vollzogen. Das Volumen des Mediumwechsels betrigt 520l in der 24-Well
Kultur und 200pul in der 96-Well Kultur. Uberstiinde werden zu verschiedenen Zeitpunkten
entnommen, um am Uberstand LDH und Albumin zu messen. Um Uberstandsmessungen
durchzufiihren, ist es notig, dass die Uberstinde zellfrei sind, daher werden sie nach
Entnahme bei 1500rpm 3min zentrifugiert, (Eppendorf Centrifuge 5417R, Eppendorf AG
Hamburg/D, Ser.No.: 540714634) der zellfreie Uberstand entnommen und das Zellpellet
verworfen. An bestimmten Zeitpunkten werden die Abbriiche der Kultur vorgenommen, um
die Polymere fiir die Histologie sowie fiir DNA und RNA Analysen zu gewinnen.

Histologie: Um die Polymere fiir die Histologie verwenden zu kénnen, miissen sie vorher in
Tissue-Tek (Tissue-Tek® OCT™ Compound, Sakura Finetek Europe B.V./Netherlands, Kat.:
SAK4583) zu Blocken eingebettet werden. Dazu wird Trockeneis in einen Styroporbehélter
gelegt. Eine Petrischale wird mit -20°C kaltem Isopropanol (2-Propanol J.T. Baker,
Deventer/Holland, Kat.: 14-650-220) gefiillt und in den Styroporbehilter gestellt.
Einwegplastikformen (Peel — A — Way®, 22x22x20 depp Disposable Embedding Molds [S-
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22], Polysciences Inc, Warrington, PA/USA Kat: 18646A) werden mit Tissue-Tek gefiillt und
das Polymer im Anschluss hineingelegt. Der Block wird in Isopropanol gestellt und auf
Trockeneis gelagert. Sobald das Tissue-Tek zu einer festen Konsistenz gefroren ist, muss der
Block bei -80°C gelagert werden.

DNA:. Bevor wir die Messungen/Isolierung der DNA vornehmen, wird das Polymer der
Kultur entnommen und bei -80°C konserviert. Zunichst wird der Uberstand abgesaugt, dann
wird das Polymer in ein Eppendorfrohrchen (Safe-Lock Tubes 1,5ml, Eppendorf Biopur®,
Hamburg/D, Kat.: 0030121.589) gelegt. Falls das Polymer zu stark iiber die Kulturdauer
degeneriert ist und daher leicht briichig, kann man restliches Polymer und Zellen mit PBS aus
den Wells absaugen. Die Eppendorfrohrchen werden bei 1500rpm fiir 3min zentrifugiert, der
zellfreie Uberstand abgesaugt und verworfen. Polymere und Zellen werden nun fiir kurze Zeit
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieend bei -80°C gelagert.

RNA: Zur Messung der Transkriptionsrate ist es notig RNA, zu isolieren. Bevor mit der RNA
Isolierung begonnen werden kann, muss diese aus den Zellen sowie dem Polymer
herausgelost werden. Die Messung der Transkriptionsraten erfolgt zum selben Zeitpunkt wie
die Bestimmung des DNA Gehaltes. An diesen Tagen werden die Polymere ebenfalls der
Kultur entnommen, der Uberstand wurde zuvor abgesaugt. Die Polymere werden in
DNase/RNase freie Eppendorfrohrchen (Safe-Lock Tubes 1,5ml, Eppendorf Biopur®,
Hamburg/D, Kat.: 0030121.589) gelegt, bei 1500rpm fiir 3min zentrifugiert und der zellfreie
Uberstand abgesaugt und verworfen. Zum Isolieren der RNA ist eine Zelllyse nétig, daher
werden die Polymere in 350pl RLT-Puffer (sieche RNeasy Mini Kit) mit 3,5ul
Mercaptoethanol (2-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich Steinheim/D, Kat.: M7154) gelagert.
Um die komplette RNA zu gewinnen, wird mittels Stampfer per Hand das Polymer
zerkleinert, anschlieBend wird das Eppendorfrohrchen noch Imin gevortext und dann bei -

80°C gelagert.

4.10. 2D Zellkultur

Basis unserer 2D Kultur sind 24 Well Zellkulturplatten von Nunc. Diese wurden zuvor mit
Kollagen beschichtet (sieche oben).

Besiedlung der Zellkulturplatten: Nachdem wir die Zellen in Suspension gereinigt und die
genaue Zellzahl nach Isolierung errechnet haben, besiedeln wir unsere Zellkulturplatten mit
den definierten Zellzahlen. Die errechnete Menge der Besiedlungssuspension wird auf 600u1
aufgefiillt und durch vorsichtiges Schiitteln im Eppendorfrohrchen homogenisiert. Dann wird
die homogenisierte Suspension pro Well pipettiert und bei 5% CO, und 37°C inkubiert.
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Zellkulturbedingungen: Die Dauer der Zellkultur sowie die Entnahme der Uberstiinde und
Zeitpunkte der Abbriiche sind identisch mit denen der 3D Zellkultur. Die Kultur wird mit
einem Gesamtvolumen von 600ul pro 24-Well durchgefiihrt, wobei der Mediumwechsel
520ul pro Well betriigt. Die Uberstinde werden ebenfalls zentrifugiert, um sie dadurch
zellfrei zu bekommen. Da die Zellen adhdrent mit der Zellkulturplatte verbunden sind und
speziell gelost werden miissen, ist keine aussagekriftige Histologie mdglich, daher
beschriinken wir uns auf Uberstandsmessungen sowie DNA und RNA Analysen.

DNA/RNA: Zur Messung und Isolierung der DNA sowie RNA ist es notig, die Zellen vorher
von der Kulturplatte zu 16sen und zu konservieren. Zum Ablosen der Hepatozyten wird
Trypsin-EDTA (Trypsin EDTA solution, Sigma-Aldrich Steinheim/D, Kat.: T3924)
verwendet. Bevor es genutzt wird, muss es auf eine Temperatur von 37°C erwidrmt werden.
An den Abbruchtagen wird das Kulturmedium der definierten Wells abgesaugt und diese
anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Da das FCS in unserem Kulturmedium Trypsin
inhibiert, sollte das Waschen griindlich durchgefiihrt werden. Trypsin-EDTA wird in die
Wells pipettiert, so dass der Boden leicht bedeckt ist und anschlieBend fiir 6min im
Brutschrank inkubiert. Falls noch Restzellen adhidrent zum Kulturboden sind, konnen diese
durch leichtes Klopfen gelost werden. Die Losung aus Trypsin-EDTA samt Hepatozyten wird
aus den Wells aspiriert, Restzellen konnen durch zusétzliches Spiilen mit PBS gelost werden
und in stickstoffresistente RNase/DNase freie Eppendorfrohrchen pipettiert werden. Die
Eppendorfrohrchen werden bei 1500rpm flir 8min zentrifugiert und das Zellpellet mit
Medium zur Inhibierung des Trypsins einmal gewaschen. Es folgt erneut eine Zentrifugation
bei 1500rpm fiir 8min. Zum Herauslosen von Phenolrot wird das Zellpellet nun mit PBS
gewaschen, erneut zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand verworfen. Das
Eppendorfrohrchen mit dem Zellpellet zur DNA Isolierung wird fiir kurze Zeit in fliissigem
Stickstoff schockgefroren, bevor es bei -80°C konserviert wird. Zu den Zellpellets zur RNA
Isolierung wird zwecks Lyse der Zellen zum Herauslosen der RNA 350ul RLT-Puffer (siche
RNeasy Mini Kit) mit 3,5u] Mercaptoethanol pipettiert. Es folgt Imin Vortexen und Lagerung
bei -80°C.

4.11. Farbungen

Fir die folgenden Firbungen und Fluoreszenzfirbungen werden die Schnitte wie folgt
angefertigt:

Mit dem Kryotom (Microm HMS550, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich/D Ser.:

29513) werden 18um dicke Schnitte von den Polymeren angefertigt. Diese wurden vorher in
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Tissue-Tek zu Blocken (siche oben) eingebettet und bei -80°C weggefroren. Die Schnitte
werden anschliefend bei -80°C gelagert. Vor Fiarbung miissen die Objekttrdger mindestens

30min luftgetrocknet werden.

4.11.1. Himatoxylin-Eosin Farbung (HE)

Im Aceton (Th. Geyer GmbH u. Co KG, Renningen/D, Kat.: 2659.5000) werden die Schnitte
2min fixiert, dann wird mit Aqua dest. kurz gespiilt. 4min Himalaun (Mayers Hédmatoxylin,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim/D, REF: MHS32-12) sind filir eine qualitative
Zellkernfirbung notig. Im Anschluss 10sec in 0,1% HCL spiilen. Zum Blduen des Himalauns
werden die Objekttriger 10sec unter flieBendes Leitungswasser gebracht, anschlieBend kurz
in Aqua dest. gelegt. Die Gegenfirbung des Plasmas erfolgt fiir 10sec in Eosin (May-
Griinwalds Eosin-Methylenblaulésung, Merck Darmstadt/D, Kat.: 1014240500) Zum
Herauslosen des Wassers erfolgt nun eine aufsteigende Alkoholreihe (80%, 96%, 100%
Ethanol) fiir jeweils 10sec pro GefaB3. In Xylol (Th. Geyer GmbH u. Co KG, Renningen/D,
Kat,: 326.2500) werden die Schnitte solange gelagert bis sie mit Entellan (Entellan® Merck
KGaA Darmstadt/D Kat.: 1079610100) und Deckgldschen (Superior Marienfeld/D Kat.:
0101010) eingedeckelt werden.

4.11.2 Periodic-Acid-Schiff Firbung (PAS)

Die Schnitte werden zuvor in Aceton 2min fixiert, dann wird mit Aqua dest. kurz gespiilt.
Dann folgt eine 10 miniitige Inkubation in 0,8%ige Perijodsdure-Losung (Merck, Darmstadt/
D, Kat.: 524.0100), im Anschluf3 wird griindlich 2 x 3min in Aqua dest. gespiilt. Die Priparate
fiir 3h bei 60°C in einer 5%igen Losung von Dimedon (5.5-dimethylcyclohexan-1.3 dion)
(Merck, Darmstadt/D, Kat.: 1.06013.0025) in absolutem Ethanol einstellen. Danach erneut in
Aqua dest. 3 x 2min spiilen. Die Praparate werden im Dunkeln fiir 30min in der Schiff’schen
Reagenz (Merck, Darmstadt/D, Kat.: 1.09033.0500) inkubiert. AnschlieBend werden die
Schnitte fiir 3 x 2min in Sulfidwasser (315ml Aqua dest., 15ml HCI, 1,5g Natriumdisulfid
(Merck, Darmstadt/ D, Kat.-Nr.: 6528)) gestellt. Im Anschlufl wird 20min unter flieBendem
Wasser gewissert, und kurz in Aqua dest gespiilt. Dann folgt die Gegenfirbung mit
Himatoxilin. Dafiir werden die Prdparate fiir 4min in Mayers Héamatoxilin gestellt,
anschlieBend kurz in Aqua dest. differenziert und dann 10min unter flieBendem Wasser
gebldut. Emeut kurz im Aqua dest. spiilen und dann die Priparate flir je 2min in einer
aufsteigende Alkoholreihe einstellen. Zum Schluss kommen die Préparate fiir 2 x Smin in

Xylol und werden anschlieBend in Entellan eingebettet.
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4.12. Immunfluoreszenz

Die Schnitte werden zuerst mindestens 20min nach dem Auftauen bei Raumtemperatur
luftgetrocknet. Im Anschluss erfolgt die Fixierung in -20°C kaltem Aceton. Zur Rehydrierung
werden die Objekttrager mit den Schnitten dreimal fiir Smin in PBS Puffer gewaschen. Dann
erfolgt die Beschichtung mit den jeweiligen Primarantikorpern.

Primérantikorper: HNF-40 (C19, goat polyclonal IgG, sc-6556, Santa Cruz

Biotechnology) Verdiinnung 1:200
Connexin 32 (C20, goat polyclonal IgG, sc-7258, Santa Cruz
Biotechnology) Verdiinnung 1:100
Z0-1 (Rabbit anti-ZO-1 (Mid), polyclonal antibody, Invitrogen
Corporation/Carlsbad Cat.Nr.: 40-2200) Verdiinnung 1:20
CYP450 (Anti-Cytochrome p450 Polyclonal Antibody rabbit Ig, MBL
International Corporation, Woburn/USA, Kat.: MBL-BV-3084-3)
Die Primérantikorper werden jeweils in PBS Puffer verdiinnt. Anschlieend werden ca. 200ul
der Primdrantikorper auf die jeweiligen Schnitte getropfelt, so dass der Schnitt komplett
bedeckt ist. Die Inkubation erfolgt in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur fiir 60min
oder bei -4°C iiber Nacht. Im Anschluss erfolgt erneut dreimaliges Waschen mit PBS fiir
Smin. Nun werden die Schnitte mit dem Sekundérantikdrper versehen.
Sekundérantikdrper: goat anti rabbit IgG (Alexa Fluor® 555, invitrogen, A21429)
Verdiinnung 1:400
donky anti goat (Alexa Fluor® 555, invitrogen/Eugene Oregon/USA,
A-21432) Vediinnung 1:400
Doppelfiarbung: CK-18 (Mouse IgG, anti Cytokeratin 4,5,6,8,10,13,18 FITC, Acris
GmbH/D, BM 555F) Verdiinnung 1:25

Auch die Verdiinnungen der Doppelfarbung sowie der Sekundérantikorper erfolgt mit PBS.
Zur Durchfiihrung der Doppelfirbungen werden die Sekundirantikdrper, bevor sie auf den
Objekttrager gegeben werden, zusitzlich mit CK18-FITC verdiinnt.

Nachdem die Schnitte mit beiden Antikoérpern (Sekundar + Doppelfarbung) benetzt wurden,
erfolgt erneut eine Inkubation in der feuchten Kammer fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur.
Es folgt erneutes Waschen in PBS wie oben beschrieben und im Anschluss werden die
Objekttriger mit Mounting Medium (Dako, Glostrup/DK, Kat.: S3023) fiir

Fluoreszenzfiarbung eingedeckt. Positiv sowie Negativkontrollen werden mitgefarbt.
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4.13. Uberstandsmessungen
Um den Verlauf der Zellletalitdt sowie der Stoffwechselaktivitdt beurteilen zu konnen, ist es
notwendig, zu verschiedenen Zeitpunkten Messungen an zellfreien Uberstéinden

vorzunehmen.

4.13.1. Lactat-Dehydrogenase (LDH)

Die Lactat-Dehydrogenase kommt in fast allen Zellen vor und ist fiir einen anaeroben
Stoffwechsel unabdingbar. Da bei Zelluntergang auch die Zellmembranen beschadigt werden,
wird das LDH ans Zellmedium abgegeben. Daher kann im Verlauf durch einen Anstieg der
LDH im Uberstand auf einen vermehrten Zelltod geschlossen werden. Zur Messung der LDH
im Uberstand benutzten wir LDH Cytotoxicity Detection Kit "“V® (LDH, Roche, Kat.Nr.:
04744926001). Zu jeder LDH Messung wurde ein Standard (L-LDH Roche, Mannheim/D,
Kat.: 10107085001) mitgezogen. Die spezifische Aktivitdt des Standards betrigt 550U/mg
(100mg/10ml).

Standard: Der Standard wird zuvor 1:10000 mit Medium verdiinnt. Es wird eine absteigende
Verdiinnungsreihe 1:2 mit Medium erstellt. AnschlieBend werden von der LDH-Standardreihe
100pl pro Well in eine 96-Well Platte (Nunclon™ Surface, Roskilde/DK, Kat.: 163320)
pipettiert.

Proben: Die zellfreien Uberstinde werden mit Medium je nach Bedarf 1:10, 1:20 oder 1:30
verdiinnt und ebenfalls 100ul pro Well in eine 96-Well Platte pipettiert. Die Konzentrationen
der Proben liegen innerhalb der Standardreihe.

Procedere: Zu den Standards und den Proben werden 100ul pro Well Reaction mixture, die
vorher nach Anleitung des LDH-Kits vorbereitet wurde, hinzugegeben. Nach einer
lichtgeschiitzten Inkubationszeit von 10min werden 50ul Stop Solution zugefiigt.
AnschlieBend erfolgt die photometrische Messung (infinte M200, Tecan Deutschland GmbH,
Crailsheim/D, REF: 30016056) bei 492nm. Bei jeder Messung wird ein Leerwert mit reinem

Medium mitbestimmt. Jede Messung wird als Doppelbestimmung angefertigt.

4.13.2 Rat Albumin Elisa

Albumin ist ein polyfunktionales Protein, das eine wichtige Funktion im Erhalt der
Homdostasis hat. Der Hauptbildungsort dieses Proteins ist die Leber. Daher nutzen wir die
Messung des Albumins im zellfreien Uberstand als Verlaufsparameter — der
Stoffwechselaktivitit der kultivierten Hepatozyten. Die Basis der Messung basiert auf einem

doppelten Antikdrper Sandwich ELISA. Hierzu nutzen wir den genannten Rat Albumin
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ELISA Kit (Immunology Consultans Lab, Inc. Newberg OR/USA Kat.: E-25AL). Zu jeder
Messung der Albuminkonzentration wird ein Standard mitgemessen. Die bendtigten
Konzentrate und Konjugate wurden nach Anleitung des Albumin Kits vorbereitet. Alle
Proben und Standards werden auf Raumtemperatur aufgetaut.

Standard: Nachdem 1ml Aqua dest. zu dem mitgelieferten Rat Albumin Standard pipettiert
wird, erhdlt dieser eine Konzentration von 132pg/ml (Vorsicht Chargenabhingig, Anleitung
beachten). 2ul dieses Rat Albumin Kalibrators werden zu 658ul unseres Mediums pipettiert.
Damit betrdgt die Konzentration des ersten Standards 400ng/ml. Davon ausgehend wird eine
Verdiinnungsreihe 1:2 bis zur Endkonzentration von 6,25ng/ml fortgefiihrt. AnschlieBend
werden 100ul pro Well in Doppelbestimmung in die Anti-Rat Albumin ELISA Micro Plate
pipettiert. Ein Leerwert wird mitbestimmt.

Proben: Die zellfreien Uberstinde werden je nach vermuteter Albuminkonzentration 1:10 bis
1:100 mit Medium verdiinnt. AnschlieBend werden 100ul pr Well in Doppelbestimmung in
die Anti-Rat Albumin ELISA Micro Plate pipettiert.

Procedere: Die Anti-Rat Albumin ELISA Micro Plate wird bei Raumtemperatur fiir 30min
inkubiert. Nach der Inkubation erfolgt ein dreimaliges Waschen mit Wash Solution. 100ul des
Enzym-Antikérper Konjugates werden pro Well zugefiigt. Nach weiteren 30min
Inkubationszeit wird die Platte erneut dreimal mit Wash Solution gewaschen. Zum Firben der
Antikorperkomplexe werden 50ul pro Well TMB (tetramethylbenzidine) Substrat
hinzugegeben. Nach genau 10min Inkubationszeit wird die Reaktion durch 100ul Stop
Solution pro Well gestoppt. Gemessen wird die Absorption mit einem Photometer (infinte
M200, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim/D, REF: 30016056) bei 450nm. Die Quantitét
des Albumins variiert direkt mit der Quantitit der gebundenen Enzyme. Die gemessenen
Konzentrationen der Standards kdnnen auf eine Standardkurve iibertragen werden. Zu dieser

Standardkurve kdnnen die Gesamtkonzentrationen unserer Proben interpoliert werden.

4.13.3 WST-1 Umsatztest

Bei dem WST-1 Test von Roche (Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim/D Kat. Nr: 11644807001) handelt es sich um einen kolorimetrischen
Vitalititstest. Er beruht darauf, dass ein Tetrazoliumsalz durch zellulire Enzyme (die
Elektronentransportkette des mitochondrialen Succinat-Reduktase System) zu Formazan
umgesetzt wird, was nur in vitalen Zellen geschieht. Durch erhohte Anzahl lebender Zellen

kommt es zu einer Zunahme der aktiven mitochondrialen Dehydrogenase bzw. zu einer
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Zunahme der Menge an farbigem Formazan, welche innerhalb vorgegebener Grenzen direkt
proportional zur metabolischen Aktivitdt der Zellen in Kultur ist.

Die gebrauchsfertige WST-1-Losung wird im Verhéltniss 1:10 zum Zellkulturmedium (siehe
Anleitung) pro Well pipettiert. Eine negativ Kontrolle wird in jedem Versuch mit bestimmt.
Im Anschluss wird die Zellkulturplatten bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert.
Nach Null und 2 Stunden werden 200ul den Wells entnommen und per Doppelbestimmung
(je 100ul) photometrisch gemessen. Die Bildung des roten Formazans kann durch Messung
der Absormption bei 450nm und einer Referenzwellenlédnge bei 690nm gegen einen Leerwert
mittels eines ELISA-Readers (Microplate Reader, Dynatech Medical Products Guernsey/
Channel Isles, Ser.: G395) bestimmt werden.

4.14. DNA Isolation

Zellzahlanalysen sind in der in vitro Zellkultur von besonderem Intersse. Erstens konnen
Riickschliisse auf die Besiedlungseffizienz getétigt werden, zweitens konnen anhand von
vitalen Zellen pro Polymer pro Zeitpunkt Aussagen iiber den Zellkulturverlauf getroffen
werden. Ein Problem, das sich bei der Bestimmung von Zellzahlen in 3D Kulturen bietet ist,
dass diese aufgrund der Polymerstrukturen nicht exakt zdhlbar sind. Daher wurde zur genauen
Bestimmung der Zellzahl die DNA-Konzentration gemessen und damit anhand einer DNA-
Eichkurve Riickschliisse auf die Zellzahl gezogen.

Zur Messung der Konzentration sowie zur Isolierung der DNA nutzen wir QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden/D, Kat: 51304). Um die gesamte DNA zu isolieren ist, eine
suffiziente Zelllyse unabdingbar. Vor der Messung werden alle Proben auf Raumtemperatur
getaut. Dann werden 180ul ATL Puffer sowie 20l Proteinase K zu den zu messenden Proben
pipettiert. AnschlieBend werden die Proben gevortext und {iber Nacht schiittelnd bei 56°C in
einem Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg/D, No: 535509343)
inkubiert. Nach Zelllyse werden die Proben kurz zentrifugiert, damit keine Riickstinde am
Deckel verbleiben. Es folgen nun die einzelnen Schritte zur DNA Isolation. 200ul AL Puffer
pro Probe, anschlielendes Vortexen mit Inkubation bei 70°C fiir 10min. Zur Vermeidung von
Riickstdinden erneut kurz zentrifugieren. 200ul Ethanol (96-100%) pro Probe mit
anschlieBendem Vortexen und kurzzeitiger Zentrifugation. Diese Mixture pipettiert man auf
QIAamp Spin Columns, welche sich in 2ml Collection Tubes befinden. Zentrifugation bei
8000rpm fiir Imin. Collection Tubes verwerfen und die QIAamp Spin Columns in neue
Collection Tubes setzen. 500ul AW1 Puffer auf die QlAamp Spin Column pipettieren und

anschlieend bei 8000rpm fiir Imin zentrifugieren, dann verwerfen der Collection Tubes und
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neues Platzieren der QIAamp Spin Column in neuen Collection Tubes. 500ul AW2 Puffer
hinzufligen und Zentrifugation bei full speed (14000rpm) flir 3min, hinterher verwerfen der
Collection Tubes. Die Schritte der AWI1 und AW2 Puffer werden jeweils zweimal
durchgefiihrt. Die QIAamp Spin Column, auf denen sich die DNA befindet, werden in 1,5ml
DNase/RNase freie Eppendorfrohrchen (Safe-Lock Tubes 1,5ml, Eppendorf Biopur®,
Eppendorf AG Hamburg/D, Order No: 0030121.589) platziert. Die DNA wird in Sigma
Wasser (Sigma-Aldrich, Steinheim/D Kat.: W4502) geldst, dazu werden 150ul Sigma Wasser
auf die QIAamp Spin Column pipettiert und anschlieBend flir 20min bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch Zentrifugation bei 8000rpm fiir Imin wird die in Sigma Wasser geloste DNA
im 1,5ml DNase/RNase frei Eppendorfrohrchen gesammelt. Um die gesamte DNA zu
erhalten, wiederholen wir den obigen Schritt und pipettieren erneut 100ul Sigma Wasser auf
die QIAamp Spin Column. Die QIAamp Spin Column werden verworfen und die isolierte
DNA, gelost in Aqua dest., kann mittels Nano Drop durch Absorbance Messung bei 260nm

ermittelt werden.

4.14.1 DNA-Eichkurve

Zum Erstellen einer Eichkurve mit Zellsuspensionen bekannter Zellzahlen werden flinf
Zellisolationen nach oben genanntem Schema durchgefiihrt. Die isolierten Zellen werden
mittels Neugebauer — Zéhlkammer unter dem Mikroskop ausgezihlt (siche: Zellisolation und
Zellzahlbestimmung). Bei einer Durchschnittsvitalitdit von iiber 80% und einer
Mindestzellzahl von iiber 10* werden die Zellen zur Bestimmung der Eichkurve verwendet.
Die DNA der Zellzahlen 1E+06, 5E+05, 2,5E+05, 1,25E+05, 6,25E+04, 3,125E+04,
1,5625E+04 und 7,812E+04 wird isoliert und in Doppelbestimmung gemessen. Die DNA-
Konzentrationen von fiinf Isolierungen wurden tabellarisch aufgetragen, der Mittelwert und
die Standardabweichung bestimmt. Fine Geradenformel wurde zur Berechnung der

Zellzahlen errechnet.

4.15. RNA Isolation

Zur RNA Isolation nutzen wir das RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden/D, Kat.: 74104).
Um RNA aus den Zellen zu losen, ist eine Zelllyse notig. Diese wurde durch vorheriges
Vortexen und Zerstampfen des Polymers sowie Lagerung im RLT-Puffer mit
Mercaptoethanol erreicht (siche oben). Die Proben werden bei 56°C fiir 20min im Eppendorf
Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg/D, No: 535509343) zum Auftauen gebracht.
Die Eppendorfrohrchen der 3D Kultur bei 5000g fiir Smin zentrifugieren. Der Uberstand
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kommt in ein neues RNase freies Eppendorfrohrchen, das Polymer wird verworfen. Bei
Isolierung der RNA aus der 2D Kultur kann direkt mit der Homogenisation begonnen werden.
Die durch die Lyseprozedur entstandene Viskositdt wird durch einen Homogenisationsschritt
aufgehoben. Dafiir wird das gesamte Volumen der Proben (ca. 350pl) auf den QIAshredder™
(QIAGEN GmbH, Hilden/D, Kat Nr.: 79654) pipettiert und anschlieBend bei full speed 2min
zentrifugiert. 350ul 70%iges Ethanol in die Collection Tubes pipettieren und gut mischen.
Nun erfolgt die Aufreinigung und Isolierung der RNA in mehreren Schritten. Die gesamte
Losung (ca. 700pl) auf ein RNeasy Spin Column pipettieren und 15s bei 10000rpm
zentrifugieren. Der gesammelte Durchfluss im Collection Tube wird verworfen und 700ul
RWI1 Puffer auf die RNA enthaltenen RNeasy Spin Columns pipettiert. Erneutes
Zentrifugieren bei 10000rpm fiir 15s. Der Durchfluss wird verworfen und 500ul RPE Puffer
auf die RNeasy Spin Columns pipettiert. Erneutes Zentrifugieren bei 10000rpm fiir 15s und
Verwerfen des Durchflusses sowie wiederholtes Pipettieren von 500ul des RPE Puffers auf
die RNeasy Spin Columns mit Zentrifugation fiir 2min bei 10000rpm. Die RNA enthaltenden
RNeasy Spin Columns kommen in ein neues 1,5ml umfassendes Collection Tube, die alten
samt Durchfluss werden verworfen. Die gereinigte RNA auf den RNeasy Spin Columns wird
in 30ul RNase free water gelost. Dazu 30ul des RNase free waters auf die RNeasy Spin
Columns pipettiren und anschlieBende Zentrifugation bei 10000rpm fiir Imin. Die RNeasy
Spin Column kénnen verworfen werden, die Messung der RNA im Collection Tube erfolgt
am Nano Drop durch eine Absorbance Messung bei 260nm. Die gemessene RNA Menge wird
in ng/pl angegeben, diese muss mit dem Gesamtvolumen unserer Losung multipliziert

werden, um die gesamte isolierte RNA Menge zu errechnen.

4.16. Reverse Transkription in cDNA

Zur Bestimmung quantitativer Genexpressionen nutzen wir rtPCR-Analysen (siche unten).
Mittels 1st Strand ¢cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim/D, Kat: 11483188001) wird RNA durch reverse Transkription in Einzelstrang
cDNA umgeschrieben, die dann als Template zur PCR genutzt werden kann. Um RNA
suffizient in cDNA umschreiben zu konnen, ist eine Konzentration von ca. 400ng
erforderlich. Das gesamte Reaktionsvolumen betrigt 20ul und setzt sich aus 11pl Master Mix,
0,8ul AMV Reverse Transkriptase sowie maximal 8,2ul Probenmenge zusammen. Falls die
Konzentration der isolierten RNA den Sittigungswert iiberschreiten, kann die Menge an RNA

durch Verdiinnen mit RNase freiem Aqua dest. verringert werden. Falls die RNA
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Konzentrationen zu gering sind, kann durch Konzentrierung versucht werden, den

Schwellenwert dennoch zu erreichen.

Procedere: Die folgenden Komponenten werden auf Eis in ein steriles MicroAmp® Tube

(Autoclaved Reaction Tube

with Cap [0,2ml], Applied Biosystems, Foster City, CA/USA,

Part No: N801-0612) pipettiert [Volumen/Probe].

Master Mix:
10x Reaction Buffer
25mM MgCl,
Deoxynucleotide Mix
Oligo — p(dt);s Primer
RNase Inhibitor

AMYV Reverse Transkriptase

RNA Probe

RNase freies Aqua dest.

2,0pl
4,0ul
2,0pl
2,0pl
1,0ul
0,8ul
variabel max. 8,2ul

variabel

Total

20pl

Zum Amplifizieren werden die MicroAmp® Tubes in den Thermocycler (Biometra®,

biomedizinische Analytik GmbH, Gottingen/D Serial No: 1809414) gestellt und folgende

Programmierung gewéhlt:

25°C 10min

42°C 60min
99°C Smin
4°C o0

Primeranlagerung an RNA
spezifische Temperatur Reverse Transkriptase
Denaturierung

Lagerung

Die ¢cDNA kann bei -20°C iiber mehrere Wochen gelagert werden.
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4.17. Real-Time Polymerase Chain Reaction (rtPCR)

Zur Messung quantitativer cDNA nutzen wir QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR Kit
(QIAGEN GmbH Hilden/D, Kat.Nr.: 204243). Unsere Primer (RT2 qPCR primer assays,
SABiosciences) sind spezifisch flir die Gene Cyplal, Cypla2, Cyp3a2, Cyp2b2 und
Albumin. Als Referenzgen nutzten wir GAPDH

Gen Name Gen Symbol Amplikonliinge Refseq No.:
Cytochrome P450, family 2, subfamily b,
) Cyp2b2 158 bp XM_001070953.1
polypeptide 2
Cytochrome P450, family 3, subfamily a,
) Cyp3a2 86 bp NM 1533122
polypeptide 2
Cytochrome P450, family 1, subfamily a,
] Cyplal 196 bp NM_012540.2
polypeptide 1
Cytochrome P450, family 1, subfamily a,
] Cypla2 111bp NM 0125413
polypeptide 2
Albumin Alb 128 bp NM 134326.2
Glyceraldehyde-3-phosphate
GAPDH 172 bp NM_017008.3
dehydrogenase

Reaktionslosung: Die Substanzen werden nach Anleitung gemischt. Das totale
Reaktionsvolumen betrégt 50ul. Zuerst werden die bendtigten Proben und Reagenzien von

minus 20°C auf Raumtemperatur getaut. Dann wird die Reaktionslosung wie folgt pipettiert

[ul/Probe]:
- 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix: 25ul
- Primer Sul
- QuantiTect RT Mix: 0,5ul
- RNase — free water: 18,5ul
- Total: 49l

Diese Volumina beziehen sich auf Probe pro Well und kénnen optional mit dem Faktor der zu
messenden Proben multipliziert und anschlieBend in einem DNase/RNase freien
Eppendorfrohrchen (Safe-Lock Tubes 1,5ml, Eppendorf Biopur®, Eppendorf AG Hamburg/D,
Order No: 0030121.589) vorbereitet werden. Die Reaktionslosung wird nach vorbereitetem
96-Well Schema in die 96-Well Platte (MicroAmp® Fast optional 96-Well Reaction Plate
with Barcode [0,Iml], Applied Biosystems, Woodlands/Singapore Part No: 4346906)
pipettiert.
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Material und Methoden

Proben: Pro Well werden 1ul der zu amplifizierenden cDNA hinzugegeben. Falls die Mengen
an cDNA zu gering sind, konnen optional 2ul oder mehr verwendet werden. Um bei einem
Gesamtvolumen von 50ul zu bleiben, muss die Menge des RNase-free waters um denselben
Faktor reduziert werden.

Negativkontrollen: Bei jeder Messung werden Negativkontrollen mitbestimmt. Hierzu wird
1ul DNase/RNase freies Aqua dest. pro Well hinzugegeben.

Messung: Vor Beginn der Amplifizierung wird die Messplatte mit einer optisch klaren
Klebefolie (Sarstedt Aktiengesellschaft u. Co, Niimbrecht/D, REF: 95.1994) bedeckt und kurz
bei 1000rpm zentrifugiert. Die gemischten Substanzen werden in einem StepOnePlus™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, California/USA, Part Nr.: 4376600) amplifiziert.
Zur Aktivierung der HotStarTaqg DNA Polymerase wird initial ein Aktivierungsschritt mit
95°C fir 15min eingestellt. AnschlieBend werden fiir 40 Cyclen folgende

Amplifizierungseinstellungen gewéhlt:

Denaturierung: 15s  94°C
Primerhybridisierung: 30s  55°C
Elongation: 30s  72°C

Auswertung: Die Auswertung kann {iber die Step one Software eingesehen werden.
Die Auswertung der Expression der leberzellspezifischen Faktoren erfolgte mittels (delta)
ACT Methode, wobei die Genexpression mit einem Referenzgen verglichen wird. Als stabiles

Referenzgen verwendeten wir Glycerinaldehyd-3-phophat Dehyrogenase (GAPDH).
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5. Ergebnis:

5.1. DNA Eichkurve:

Die DNA Konzentrationen definierter Zellzahlen wurden gemessen. Es wurden 5
Hepatozytenisolierungen vorgenommen (Probe 1-5). Bei einer Mindestvitalitdt von 80% und
Zellzahlen ab E+08 wurden die DNA Konzentrationen gemessen. Angegeben sind die Werte
aus den einzelnen Doppelbestimmungen der Isolierungen 1-5. Die Mittelwerte sowie die
Standardabweichungen wurden errechnet. Eine Geradenformel zum Errechnen der Zellzahlen

anhand von DNA-Konzentrationen [pug] wurde erstellt.

Tabelle 2: DNA Messung 5 verschiedener Hepatozytenisolierungen

DNA in pg

Zellzahl | Probe 1 |Probe2 |Probe3 |Probe4 |Probe5 |Mittelwert | Standardabweichung
1,000E+06 | 68,250| 73,740 | 68,330| 63,580| 66,680 68,116 3,296
5,000E+05| 40,800| 49,150| 36,150| 39,150| 45,390 42,128 4,611
2,500E+05| 19,010 20,440| 22,660| 20,800| 17,910 20,164 1,620
1,250E+05 7,510 8,830 8,480 8,000 6,850 7,934 0,701
6,250E+04 3,400 3,450 2,920 3,540 2,580 3,178 0,368
3,125E+04 1,430 1,530 1,400 1,380 1,330 1,414 0,067
1,563E+04 0,760 0,760 0,430 0,550 0,630 0,626 0,127
7,812E+03 0,630 0,560 0,420 0,650 0,420 0,536 0,099

Diagramm 1: Graphische Darstellung der DNA aus Tabelle 1 mit Konstruktion einer

Eichgeraden
DNA Standard

100
E: //-
=
= 10
< y = 7E-05x
S R>=0,9858 .~
Z i

0,1 T T T

1,0E+03 1,0E+04 1,0E+05 1,0E+06 1,0E+07

Zellzahlen

Die Geradenformel lautet:

DNA [pg] = 7,0E-05 x Zellzahlen
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5.2. TEIL A: Charakterisierung der statischen 3D Kultur im
24-Well Format

5.2.1. Versuch AlI:

Ziel: Erste Charakterisierung der 3D Hepatozytenkultur im Vergleich zur 2D
Hepatozytenkultur im 24-Well Format. Die Zellvitalitit nach Isolation betrug 87,5% die
gesamte Zellmenge der isolierten Hepatozyten betrug 2,37E+08.

3D Kultur: Es wurden 9 Polymere verwendet (siche Plattenlayout Abbildung AlL1l). Die
Kulturdauer wurde auf 84 Stunden angesetzt und wurde in 24-Well low attachment Platten
durchgefiihrt. Der WST-Test wurde an den Zeitpunkten Oh, 12h, 36h, 60h und 84h bestimmt,
der Albumintest an den Zeitpunkten 12h, 36h, 60h und 84h. Polymere zur Histologie (HE-
Farbung) wurden an den Zeitpunkten 12h, 36h, 60h und 84h gewonnen. Durch
Pipettenbesiedlung wurden 1,0E+05 Hepatozyten pro Polymer in 80ul Zellsuspension
pipettiert. Die Gesamtmenge des Zellkulturmediums betrug 600u1.

2D Kultur: 1,0E+05 Hepatozyten wurden mittels Pipettenbesiedlung auf Kollagen
beschichtete 24 Well Kulturplatten pipettiert. WST Versuche wurden zu den Zeitpunkten 12h,
36h, 60h bestimmt.

Plattenlayout
30 Snwnden 541 Stunden
12 Shinden Q Q

a0 Shnden

Abbildung AL1: Plattenlayout Al (U):Well aus dem Uberstand entnommen wurde (P): Polymer. (WST): Well
in dem der WST-1 Umsatztest durchgefiihrt wurde. (HISTO): Well aus dem das Polymer zur Histologie
entnommen wurde. (LEERWERT): Dient als Leerwert des WST-1 Tests. Wells mit Polymer ohne Zellen.
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5.2.1.1. Uberstandsmessungen

Um Vitalitit und Stoffwechselaktivitit der Hepatozyten in 2D und 3D Zellkultur zu
iiberpriifen, wurde zu den oben genannten Zeitpunkten der Uberstand entnommen und mittels
WST-1 Umsatz Test und ELISA Albumin Test der Vitalititsverlauf sowie die
Syntheseleistung der Hepatozyten kontrolliert. Im Folgenden sind die Mittelwerte aus

Doppelbestimmungen tabellarisch aufgetragen.

Tabelle Al.1. WST-1 Umsatz Solid Sugar Al und 1,0E+05 Zellen in 2D Kultur

Zeitpunkte [h] Umsatz [Absorption bei 450nm]
Polymer Al 1,0E+05 Zellen Al

Messwert 1 | Messwert 2 | Mittelwert | Messwert 1 | Messwert 2 | Mittelwert

0 0,620 0,537 0,579
12 0,371 0,379 0,375 0,509 0,447 0,478
36 0,174 0,192 0,183 0,185 0,181 0,183
60 0,268 0,295 0,282 0,133 0,146 0,140

84 0,087 0,116 0,102

Diagramm Al.1: Graphische Darstellung WST-1 Umsatz, Polymer Al im Vergleich zur 2D
Kultur (1,0E+05 Zellen).

0,7

) 0,6
N
a 0,5 -
< NN
% 0,4 4—Solid Sugar Al
— 03 ‘\\ —8—)D Al
N )
§ /\
g 0,2
) \
0,1
0 1 1 1 1 1 1 ]
0 12 24 36 48 60 72 84

Zeitpunkte [h]
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Tabelle Al.2. Messung der Albuminkonzentration im Uberstand der 3D Kultur Al

Zeitpunkte [h] Polymer Al
Messwert 1 Messwert 2 Mittelwert Konzentration [ng/ml]
12 1,016 0,859 0,938 584,037
36 0,933 0,902 0,918 465,157
60 0,993 0,890 0,942 401,744
’4 0,950 0,979 0,965 214,896

Diagramm Al.2: Graphische Darstellung der Albuminproduktion in 3D Kultur

=}
.S
s 100
=
o=
% % B Solid Sugar Al
5 10
E
=
=
<

1 | | |

12 36 60 84

Zeitpunkte [h]

Die WST Messung zeigt bis zum Zeitpunkt 36h in 2D sowie 3D Kultur einen relativ
identischen Verlauf. In der 3D Kultur sieht man vom Zeitpunkt 36h zum Zeitpunkt 60h eine
WST Umsatzvermehrung, wéahrend der Umsatz der 2D Kultur stetig fallt (vgl. Diagramm
AL1). Die Albuminproduktion der 3D Kultur war iiber die Dauer von 84h stetig vorhanden.
Die Albuminmenge sinkt vom Beginn der Kultur bis zum Ende um den Faktor 2,71 (vgl.

Tabelle und Diagramm Al 2).
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5.2.1.2. Histologie

Abbildung Al.2: Kryoschnittpriparat der Solid Sugar Polymere Al, HE-Farbung, Schichtdicke 18um. Vitale
Zellkerne durch Hamalaun violett gefirbt, Eosin farbt Zytoplasma pink a) 12h Zellkultur. Erkennbar sind
vereinzelt versprengte Hepatozyten b) 12h Zellkultur. Vitale Zellen in kleiner Gruppenformierung ¢) 60h
Zellkultur. Vitale Zellen im Gruppenverband, genauere Zellgrenzen sind nicht abzugrenzen d) 84h Zellkultur.
leere Polymerstrukturen teils mit Eosin geférbt.

Die Histologie zum Abbruchzeitpunkt 12h zeigt eine geringe Zellverteilung der Hepatozyten
im Polymer (Abbildung Al.2.a). Nur Polymerbruchstiicke sind erkennbar, die keine Aussage
iiber die morphologische Verteilung der Hepatozyten im und am Polymer zulassen. Eine
Tendenz der Zellen sich zu Zellverbianden zu formieren, ist erkennbar. Anfanglich zum
Zeitpunkt 12h sind die Zellmembranen noch abzugrenzen (Abbildung Al.2.b.). Zum
Zeitpunkt 60h zeigt sich ein heterogenes Bild aus Zellen, die miteinander Verschmolzen sind
(Abbildung Al.2.c) und toten Zellen ohne Zellkern (Pfeil). Bei den verschmolzenen Zellen ist
eine gesamte intakte Zellmembran zu erkennen, die einzelnen Zellgrenzen sind nicht
auszumachen. Zellen ohne Himalaun Féarbung liegen einzeln vor, deren Zellgrenzen sind klar
abzugrenzen, es gibt keine Adhérenzen zu anderen Zellen oder Polymerstrukturen. Am
Abbruchtag 84h ist eine leere Polymerstruktur zu erkennen. Es finden sich in der gesamten

Histologie nur sehr vereinzelte Zellen.
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5.2.2. Versuch AIl

Ziel: Etablierung der Zentrifugationsmethode zur hheren Besiedlungseffizienz.

Da Zellverteilung und Zellzahlen in Polymeren in Vorversuchen (vgl. Al) sehr gering
ausfielen, sollte die Besiedlungseffizienz modifiziert und damit erhoht werden. Es wurden 3
Polymere verwendet. Zur Hydrophilierung wurden die Polymere 30min in Aqua dest. im
Vakuum behandelt. Die Polymere wurden mittels Zentrifugationsbesiedlung besiedelt. Zur
Beurteilung der Vitalitdt und Verteilung der Zellen im Polymer nach Zentrifugation wurden.

HE-Féarbungen angefertigt.

5.2.2.1. Histologie

Abbildung AIL2: Kryoschnittpraparat der Solid Sugar Polymere nach Zentrifugationsbesiedlung, HE-Farbung,
Schichtdicke 18um a) Vitale Hepatozyten in Polymerpore. Die Zellkerne sind violett geférbt. Polymerpore im
Hintergrund leicht angeférbt. b) Zahlreiche Hepatozyten, die sich der Porenformation des Polymers anpassen.

¢) Hepatozyten im Polymer. Die Zellkerne sind gut zu erkennen, was fiir Vitalitit der Hepatozyten spricht.
Diploide Zellkerne kommen vor. Die Zellmembranen sind gut zueinander abgrenzbar.

In der Histologie erkennt man mit Hepatozyten gut gefiillte Polymerporen (Abbildung
All.2.a). Die Hepatozyten formieren sich zu einzelnen Gruppenverbdnden innerhalb der
Polymerporen. Interaktionen mit den Polymerstrukturen sind nicht zu erkennen. In der
VergroBerung kann man die Zellkerne mit Nukleoli erkennen, das Zytoplasma farbt sich

eosinophil, die Zellmembranen scheinen intakt, was alles auf vitale Hepatozyten hinweist
(Abbildung AIl.2c).
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5.2.3. Versuch AIII:

Ziel: Charakterisierung der 3D Kultur nach Hydrophilierung des Polymers und
Zentrifugationsbesiedlung.

Es wurden 9 Polymere verwendet. Die Polymere wurden zur Hydrophilierung 30min im
Vakuum in Aqua dest. behandelt. Der Versuch wurde fiir 132 Stunden ausgelegt. Die
Zeitpunkte der Abbriiche fiir Histologie, DNA sowie WST-1 Test waren 12 Stunden, 60
Stunden und 132 Stunden. Uberstinde zur Albumin und LDH Messung wurden zu den
Zeitpunkten [Stunden] 12, 36, 60, 84, 108 und 132 entnommen. Die Uberstinde wurden den
Wells mit Kennzeichnung (U) entnommen. Die Zellvitalitit nach Isolation betrug 66%. Die

Polymere wurden mittels Zentrifugation besiedelt

Plattenlayout

12 Stunden &0 Stunden 132 Stunden

QO ®E
QO
QO ®E
QO®®
QOO
QOO

Abbildung AIIL1: Plattenlayout des Versuchs AIIL (U): Uberstandsgewinnung. (P): Polymer. (WST): Well in
dem der WST-1 Umsatztest durchgefithrt wurde. (HISTO): Well aus dem das Polymer zur Histologie
entnommen wurde. (LEERWERT): Dient als Leerwert des WST-1 Tests. Wells mit Polymer ohne Zellen.
(DNA): Polymer zur DNA Isolierung
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5.2.3.1. Uberstandsmessungen

Um Vitalitit und Stoffwechselaktivitit der Hepatozyten zu iiberpriifen, wurden zu oben
genannten Zeitpunkten Uberstinde entnommen und mittels WST-1 Umsatz Test und ELISA
Albumin Test der Vitalititsverlauf sowie die Syntheseleistung der Hepatozyten kontrolliert.

Im Folgenden sind die gemittelten Messwerte tabellarisch aufgetragen.

Tabelle AIll.1. WST-1 Umsatz Solid Sugar AIll. Aufgetragen sind 4 Messwerte pro Well, und

der daraus errechnete Mittelwert.

Zeitpunkte [h] Umsatz [Absorption bei 450nm]
Polymer AIII
Messwert 1 | Messwert 2 | Messwert 3 Messwert 4 | Mittelwert
12 0,337 0,347 0,413 0,376 0,368
60 0,052 0,058 0,058 0,063 0,058
132 0,014 0,014 0,019 0,021 0,017

Diagramm Alll.1: Graphische Darstellung WST-1 Umsatz Solid Sugar Al (vgl. Tabelle Al.1)
und AIIl im Vergleich.
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<
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g =— Solid Sugar Al
S N \

0,1

O | | | | | | | | | IH

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

Zeitpunkte [h]

Der WST-1 Umsatz im Vergleich zu den Versuchen Al und AIll zeigt zum Zeitpunkt 12h
identische Umsatzwerte (Al: 0,375 vs AIll: 0,36875). AIll zeigt im gesamten Verlauf der
Zellkultur einen stetig abnehmenden Verlauf. Ein massiver Abfall zeigt sich zwischen den
Zeitpunkten 12h (0,36825) und 60h (0,05775). Zum Zeitpunkt 132h sind bei AIIl keine

nennenswerten WST-1 Umsétze messbar (0,017).
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Tabelle AIIL2. Messung Albuminkonzentration Solid Sugar AIll im Uberstand.

Konzentrationen bestimmt durch Interpolation der Standardkurve (siehe Methoden).

Zeitpunkte [h] Polymer AIII
Messwert 1 Messwert 2 Mittelwert | Konzentrationen [ng/ml]
12 1,454 1,449 1,452 2946,57
36 1,415 1,496 1,456 2902,02
60 1,394 1,419 1,407 2726,16
84 1,304 1,350 1,327 2383,07
108 1,156 1,127 1,142 1749,90
132 0,536 0,543 0,540 570,87

Diagramm AIIl.2: Graphische Darstellung der Albuminproduktion. Vergleich Solid Sugar Al
(Tabelle Al.2) mit AIII.

10000

1000
100 B Solid Sugar AIIL

HSolid Sugar Al
10

Albuminkonzentration
[ng/ml]

12 36 60 84 108 132
Zeitpunkte [h]

Bei beiden Versuchen (AI/AIIl) ist iiber die gesamte Dauer der Zellkultur eine
Albuminsynthese der Hepatozyten messbar. Zum Zeitpunkt 12h ist die Albuminkonzentration
in AIIl (2946,57 ng/ml) 5-fach hoher als in Al (584,037 ng/ml). Im Verlauf der gesamten
Kulturdauer in AIIl, vom Zeitpunkt 12h (2946,57ng/ml) bis zum Zeitpunkt 132h
(570,87ng/ml) sinkt die Albuminkonzentration um das 5-Fache, wihrend im Verlauf in AT (12
Stunden bis 84 Stunden) sich die Albuminsynthese um den Faktor 2,7 verringert (12h:
584,037ng/ml -> 84h: 214,896ng/ml). Vergleicht man Al und AIIl im selben Zeitfenster (12h
bis 84h) betrigt der Faktor in AIIl 1,2 und in AI 2,7.

Faisany: 2,7 > Famesan:1,2.

Zusammenfassend sind die absoluten Albuminkonzentrationen in AIIl konstant hoher als in

Al Im Zeitfenster 12h bis 84h ist der Quotient des Verlustes an Albumin in AT > AIII.
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5.2.3.2. DNA
Um die Effizienz der Zentrifugationsbesiedlung sowie des Kulturverlaufs zu beurteilen,

wurden die DNA Konzentrationen pro Polymer gemessen. Mittels DNA Eichkurve konnen
die Zellzahlen im Polymer errechnet werden. Im Folgenden sind die Mittelwerte der

Doppelbestimmungen aufgetragen. Gesamtkonzentrationen und Zellzahlen pro Polymer

wurden errechnet.

Tabelle Alll.3: DNA Konzentration [ug] pro Zeitpunkt im Solid Sugar AIll. Konzentrationen
[ng/ul] eluiert in 250ul Aqua dest.

Zeitpunkte [h] Konzentration [ng/pl]
Messwert 1 Messwert 2 Mittelwert
12 1,780 1,750 1,765
60 1,000 1,040 1,020
132 1,030 1,060 1,045
Konzentration Gesamt [ug]
12 0,441
60 0,255
132 0,261

Diagramm AIIl.3: Graphische Darstellung der DNA Konzentration[ug] pro Polymer pro
Zeitpunkt [h]
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Die DNA Konzentration im Versuch AIll sinkt vom Zeitpunkt 12h (0,441png) zum Zeitpunkt
132h (0,26 1pg) um den Faktor 1,689. Die gemessenen DNA Konzentrationen entsprechen

ungefdhren Zellzahl von:
Zeitpunkt [h] | Zellzahl/Polymer
12 6300
60 3600
132 3700

5.2.3.3. Histologie
a il b £
N =

=]
200pm Opm

Abbildung AIIL2: a) Kryoschnittpridparat der Solid Sugar Polymere nach Zentrifugationsbesiedlung. HE-
Féarbung. Schichtdicke 18um. Leere Polymerporen nach 12 Stunden Kulturdauer. Die Polymerporen sind zu
erkennen (Pfeile). Vereinzelt finden sich Hepatozyten, die keine Gruppierungen bilden. b) PAS Férbung.
Schichtdicke 18um. Einzelner glykogenpositiver Hepatozyt (Hohlpfeil). Der Zellkern ist gut abgrenzbar.

In der Histologie zum Zeitpunkt 12h sieht man leere Polymerstrukturen mit vereinzelten
Hepatozyten, die keine Formierung am Polymer oder Gruppierungen untereinander eingehen.
Auch an den weiteren Zeitpunkten sind kaum Hepatozyten zu erkennen. Vereinzelte PAS

positive Zellen zum Zeitpunkt 132h sind vorhanden.
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5.2.4. Versuch AIV

Ziel: Optimierte Hydrophilierung des Solid Sugar Polymers zur Verbesserung der
Kulturbedingungen. Das Polymer wurde im Vakuum in absteigender Alkoholreihe (ET-OH
100%, 50%, Aqua dest.) behandelt (vgl. Methoden). 9 Polymere wurden verwendet. Die
Zeitpunkte der Abbriiche und Uberstandsmessungen sowie das Plattenlayout gleichen denen
in Versuch AIIl. Die Zellvitalitdt nach Isolation betrug 87%. 2,0E+05 Hepatozyten auf
kollagenbeschichteter Zellkulturplatten (2D) wurden mitgezogen.

5.2.4.1. Uberstandsmessungen
Tabelle AIV.1: WST-1 Umsatz Test. Vergleich Solid Sugar Polymer AIV mit 2,0E+05

Hepatozyten in 2D Kultur. Pro Well wurden Mittelwerte aus 4 Messwerten bestimmt.

Zeitpunkte [h] Umsatz [Absorption bei 450nm]
Polymer AIV
Messwert 1 | Messwert 2 | Messwert 3 | Messwert4 | Mittelwert

12 0,248 0,240 0,243 0,252 0,246

60 0,214 0,218 0,214 0,202 0,212

132 -0,019 -0,013 -0,012 -0,017 -0,015

2,0E+05 Zellen AVI
Messwert 1 | Messwert 2 | Messwert 3 | Messwert 4 | Mittelwert

12 1,899 1,921 1,924 1,946 1,923

60 1,702 1,711 1,541 1,501 1,614

132 1,798 1,794 1,808 1,760 1,790

Diagramm AVI.1: Graphische Darstellung WST-1 Umsatz. Vergleich Solid Sugar Polymer
Al AIIl A1V und 2D Kultur AIV.
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Tabelle AIV.2: Albuminkonzentration [ng/ml] im Uberstand. Solid Sugar AIV und 2,0E+05
Hepatozyten in 2D Kultur.

Zeitpunkte [h] Polymer AIV
Messwert 1 | Messwert 2 | Mittelwert | Konzentration [ng/ml]
12 1,016 0,859 0,938 1687,24
36 0,933 0,902 0,918 1578,84
60 0,993 0,890 0,942 1683,45
84 0,950 0,979 0,965 1763,01
108 0,684 0,721 0,703 961,98
132 0,508 0,460 0,484 540,66

2,0EH0S Zellen
Messwert 1 | Messwer 2 | Mittelwert | Konzentration [ng/ml]

12 1,247 1,285 1,266 4231,29
36 1,211 1,323 1,267 4421,46
60 1,343 1,354 1,349 6153,12
&4 1,060 0,993 1,027 2058,15
108 1,253 1,205 1,229 3696,04
132 1,008 0,919 0,964 1769,91

Diagramm AlV.2: Graphische Darstellung der Albuminkonzentration [ng/ml] im Uberstand.
Vergleich der Polymere Al, AIll und AlV. Mit dargestellt sind die polynomischen Trendlinien
der einzelnen Versuche Al, Alll und AIV
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In allen 3D Kulturen der Versuche AI-AIV im 24-Well Format ist iiber den gesamten
Kulturverlauf Albumin nachweisbar. Die Faktoren der Abnahme der Albuminkonzentrationen
bis zum Zeitpunkt 84h betragen aufsteigend: Fyy 0,96 < Fyur 1,2 < Fu1 2,71.

Die Faktoren der Konzentrationsabnahme bis zur Kulturdauer 132h betragen:

Fua 3,12 < Fyu1 5,04.

Hieraus ist ersichtlich, dass in Versuch AIV die konstanteste Albuminsynthese iiber den
gesamten Kulturverlauf vorhanden ist. Die Albuminkonzentrationen der 2D Kultur (AIV) mit
2,0E+05 Zellen liegen oberhalb des Sittigungsbereiches, daher konnen genaue
Konzentrationen nicht errechnet und aufgezeigt werden. Vergleicht man die Trendlinien so ist
zu sehen, dass der hochste Verlust der Albuminkonzentrationen der Versuche AIIl und AIV
vor allem zwischen 108 und 132h erfolgt. Im Versuch Al ist der Syntheseverlust schon
zwischen 60h und 84h zu sehen. Zusammenfassend sind die absoluten
Albuminkonzentrationen in Versuch AIIl am hochsten. Jedoch ist der Verlust der
Albuminsyntheseleistung der Hepatozyten im Versuch AIV am geringsten, was fiir die
konstanteste Albuminsynthese spricht.

Vergleicht man die Ergebnisse des WST-1 Umsatzes der 3D mit denen der 2D Kultur gibt es
erhebliche Unterschiede. Wihrend in allen 3D Kulturen der WST-1 Umsatz im unteren
Bereich liegt (<1), sind die Umsétze in der 2D Kultur zu allen Zeitpunkten >1,5.
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5.2.4.2. DNA

Tabelle AIV.3: DNA Konzentration im Solid Sugar AIV und in 2D Kultur mit 2,0E+05 Zellen.

Konzentrationen[ug/ml] eluiert in 300ul Aqua dest.

Zeitpunkte [h] Konzentration [ng/pl]
Polymer AIV 2,0E+05 Zellen AIV
Messwert 1 | Messwert 2 | Mittelwert | Messwert 1 | Messwert 2 | Mittelwert
12 2,480 2,100 2,290 0,442 0,470 0,456
60 1,700 1,590 1,645 2,270 2,460 2,365
132 1,440 1,760 1,600 1,160 1,040 1,100
Konzentration Gesamt [ug]

Polymer AIV 2,0E+05 Zellen AIV
12 0,687 0,137
60 0,494 0,710
132 0,480 0,330

Diagramm AlV. 3: Graphische Darstellung der Gesamtkonzentration der DNA [ug] im Solid

Sugar AIll, AIV und in 2D Kultur AIV

DNA - Konzentration [ug]
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W Solid Sugar AIII
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02D AIV

Die gemessenen DNA Konzentrationen entsprechen ungefidhren Zellzahlen von:

Solid Sugar AIV 2D AIV
12h 9800 2000
60h 7000 10000
132h 6900 4700
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5.2.4.3. RNA
Tabelle AIV.4: RNA Konzentration im Solid Sugar AIV und in 2D Kultur mit 2,0E+05 Zellen.

Konzentrationen[ng/ul] eluiert in 30ul Aqua dest.

Zeitpunkte [h] Konzentration [ng/pl]
Polymer AIV 2,0E+05 Zellen AIV
Messwert 1 | Messwert 2 | Mittelwert | Messwert 1 | Messwert 2 | Mittelwert
60 16,7 16,7 16,7 2 2 2
132 29 30,3 29,65 2,3 2 2,15
Konzentration Gesamt [ng]
Polymer AIV 2,0E+05 Zellen AIV
60 501 60
132 889,5 64,5

Diagramm AIV.4: Graphische Darstellung der Gesamtkonzentration der RNA [ng] im
Polymer Solid Sugar AIV und in 2D Kultur AIV mit 2,0E+05 Zellen.
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RNA ist liber den kompletten Zeitraum der Zellkultur messbar. Die RNA Konzentrationen
[ng] im Solid Sugar AIV sind zum Zeitpunkt 60h um den Faktor 8,35 und zum Zeitpunkt
132h um den Faktor 13,79 hoher als in der 2D Kultur AIV. Zum Zeitpunkt 60h und 132h ist
in der 3D Kultur ausreichend RNA Material zur Umschreibung in cDNA vorhanden. Aus der
RNA Isolierung der 2D Kultur ist wegen zu geringer Konzentrationen keine Umschreibung in
cDNA moglich. Da unsere Studie auf Zellkulturen im 96-Well Format ausgelegt ist und die
Zellkulturen im 24-Well Format der Charakterisierung und Optimierung des Polymers dienen,

wurden keine weiteren cDNA und rtPCR Analysen des Versuchs AIV durchgefiihrt.
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5.2.4.4. Histologie
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Abbildung AIV.2: Kryoschnittpraparat der Solid Sugar Polymere nach Zentrifugationsbesiedlung. 132 Stunden
Kulturdauer. PAS Firbung. Schichtdicke 18um. a) Ubersicht iiber Hepatozyten in Polymerporen nach 132
Stunden Kultur. b) Gruppierte Hepatozyten mit negativer Glykogenspeicherung. (gestrichelter Pfeil) Zellgrenzen
klar erkennbar. ¢) Glykogen positive Hepatozyten (Pfeil). Die Zellgrenzen sind nicht klar abzugrenzen. Die
Zellmembranen sind verschmolzen.

Nach 132 Stunden Kulturdauer erkennt man Hepatozyten besiedelte Polymerstruktuen (vgl.
Abbildung AIV.2a). Die Zellkerne sind klar zu erkennen. Es zeigt sich ein heterogenes
Verteilungsmuster der Hepatozyten. Teils erkennt man Zellen in einzelnen
Gruppenverbianden, deren Zellgrenzen klar voneinander abgrenzbar sind. Teils sind Zellen
erkennbar, deren Zellmembranen miteinander verschmelzen und Spheroide bilden. Ebenfalls
die PAS Fiarbung zeigt ein Mischbild aus Glykogen positiven und negativen Zellen.
Hepatozyten, die Spheroide ausbilden, sind auch nach 132h Zellkultur Glykogen positiv (vgl
Abbildung AIV.2.c). Zellen, die in kleinen Gruppenverbinden vorliegen, deren Zellgrenzen
nicht miteinander verschmelzen, sind eher Glykogen negativ (vgl. Abbildung AIV.2.b, Pfeil).
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5.3. TEIL B: Durchfiihrung der statischen Hepatozytenkultur im
96-Well Format

5.3.1. Versuch BI/II

Versuch BI/IIl wurde in 96-Well Kulturplatten durchgefiihrt. Dem Zellkulturmedium wurden
10 pg TPO und 10 pg rec. Hepatocyte Growth Factor (human) hinzugegeben (Vergleiche
Methoden). Insgesamt wurden 40 Polymere verwendet. 2 Isolationen wurden durchgefiihrt,
pro Isolation wurden 20 Polymere besiedelt.

1. Isolation (BI): 10 Polymere 2mm Hohe (BI/1) und 10 Polymere 3mm Hohe (B1/2).

2. Isolation (BII): 10 Polymere 2mm Hohe (BII/1) und 10 Polymere 3mm Hohe (BII/2).
20 Polymere mit 2mm Hdohe und 20 Polymere mit 3mm Hohe wurden gegeniibergestellt. Die
Ergebnisse beider Isolationen wurden zusammengefasst (VBI/II). Alle Polymere wurden wie
in AIV hydrophiliert. Die Kulturdauer wurde fiir 7 Tage angesetzt, die Zeitpunkte der
Abbriiche fiir Histologie, Immunfluoreszenz, DNA und RNA waren Tag 1 und Tag 7.
Uberstandsmessungen (LDH, Albumin) wurden zu den Zeitpunkten Tag 1, Tag 3, Tag 5 und
Tag 7 durchgefiihrt, Uberstéinde wurden den ,,DNA-Wells* entnommen. Die Zellvitalitit nach
Isolation 1 betrug 91%, nach Isolation 2 80%. Die Polymere wurden mittels

Zentrifugationsmethode besiedelt.

Plattenlayout
1 2 e | 11 12 1 2 e | 11 12
A DA DITA DA CIA A DINA DIvA DNa DA
B HISTC | HIETD HISTC HISTO B EISTO | HIRTO EISTO HISTC
C RNA RaTA C RIA ! RIA
BI/] s
¢ | TAG ] TAG 7 e | TAG ] TAG 7
H H
1 2 11 12 1 2 11 12
A DA DA DA DA A DNA TN DA DA
B HIFTD | HIZTO HIST O HIZTO B HISTO | HISTO HIET D HIZTO
C LITA Via] LITA [ EIA T/ EMA
B1A2 e —
e | TAG 1 TAGT [ TAG ] TAG 7
H H

Abbildung BI/IL.1: Plattenlayouts des Versuches BI/II
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Aus Sterilitdtsgriinden wurden insgesamt vier 96-Well Platten mit gleichem Design
verwendet. Die Platten wurden mit BI/1, 1/2, II/1 und II/2 bezeichnet. Versuch BI wurde mit
Hepatozyten aus Isolation 1 und Versuch BII mit Hepatozyten aus Isolation 2 besiedelt.
BI/II.1 wurden mit Solid Sugar 2mm und BI/IL.2 mit Solid Sugar 3mm kultiviert. Die
Polymere der Spalten 1 und 2 wurden am Tag 1 abgebrochen. Die Polymere der Spalten 11
und 12 an Tag 7 (vgl. Abbildung BI/IL.1)

5.3.1.1. Uberstandsmessungen

Tabelle BI/II.1: Albuminkonzentration im Uberstand. Vergleich Solid Sugar 2mm (BI/II.1) mit
Solid Sugar 3mm (BI/I1.2). Aufgetragen sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen der
gemessenen Konzentrationen [ng/ml] pro Zeitpunkt [Tage] pro Polymer. Pro Zeiteinheit

wurde aus den Mittelwerten der Median errechnet.

Zeitpunkte |d]

Polymere 2mm | Einheit 1 3 5 7
BI/1 A1 [ng/ml] | 7473,30

BI/1 A2 [ng/ml] | 6611,80

B/l A11 [ng/ml] | 6434,10 3306,40 | 1044,70| 441,82
BI/l A12 [ng/ml] | 6313,20 2698,10| 1111,80| 451,40
BII/1 Al [ng/ml] | 3713,20

BIl/1 A2 [ng/ml] | 4161,40

BII/1 Al1 [ng/ml] | 4225,00 589,47 | 24493 164,63
BIl/1 A12 [ng/ml] | 4089,30 815,29 | 352,776| 285,31
Median [ng/ml] | 5269,10 1756,70| 698,73| 363,57
Polymere 3mm

BI2 A1 [ng/ml] | 7935,30

BI/2 A2 [ng/ml] | 8912,10

BI2 A1l [ng/ml] | 8038,00 4465,70 | 2108,00| 735,88
BI2 A12 [ng/ml] | 7542,00 3441,20| 1585,30| 551,84
BII2 Al [ng/ml] | 4505,50

BII/2 A2 [ng/ml] | 3978,60

BII2 A1l [ng/ml] | 5581,70 918,63| 461,21| 287,40
BII2 A12 [ng/ml] | 3849,80 865,37| 647,68| 289,16
Median [ng/ml] | 6561,85 2179,92| 1116,49 420,50
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Diagramm BI/II.1: Graphische Darstellung der Albuminkonzentration [ng/ml] im Uberstand.
Vergleich der Solid Sugar Bl/II.1 (2mm) mit BI/II.2 (3mm). Sdulen zeigen den Median der
Konzentration [ng/ml] pro Zeiteinheit [Tage] mit positiven Standardabweichngen.
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Tabelle BI/I1.2: LDH Konzentration [U/ug] im Uberstand. Vergleich Solid Sugar 2mm
(BI/Il.1) mit Solid Sugar 3mm (BI/Il.2). Aufgetragen sind die Mittelwerte der

Doppelbestimmungen der gemessenen Konzentrationen pro Zeitpunkt [Tage] pro Polymer.

Pro Zeiteinheit wurde aus den Mittelwerten der Median errechnet.

Zeitpunkte [d]

Polymere 2mm | Einheit 1 3 5 7
BI/1 Al [U/pg] 1413,30

BI/l A2 [U/ug] 858,96

B/l A1l [U/ug] 826,42 112,91 8,71 1,44
BI/l A12 [U/pug] 1019,20 100,92 8,68 1,98
BII/1 Al [U/pug] 686,97

BII/1 A2 [U/pg] 593,75

BII/1 Al [U/pg] 494,40 43,92 6,67 0,77
BIl/l A12 [U/pg] 694,80 54,10 13,40 0,76
Median [U/ng] 760,61 77,49 8,69 1,10
Polymere 3mm

BI/2 Al [U/pg] 1057,40

BI/2 A2 [U/pug] 918,140

BI/2 All [U/ug] 1393,80 200,44 25,67 5,14
BI/2 A12 [U/ug] 1430,60 171,48 15,14 3,34
BII2 Al [U/pg] 1067,10

BII2 A2 [U/pg] 620,15

BII2 A1l [U/pg] 742,23 66,79 8,53 2,14
BII2 A12 [U/pug] 635,82 50,59 6,88 2,62
Median [U/ng] 987,77 119,13 11,84 2,98
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Diagramm BI/IL.2: Graphische Darstellung der LDH Konzentration [U/ug] im Uberstand.
Vergleich der Solid Sugar Bl/II.1 (2mm) mit BI/II.2 (3mm). Sdulen zeigen den Median der
Konzentration [U/ug] pro Zeiteinheit [Tage] mit positiver Standardabweichung.
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Zeitpunkte [Tage]

LDH - Konzentration
[U/ug]

Albumin ist zu jedem Zeitpunkt der Zellkultur im 96-Well Format messbar. Initial hohe
Albuminkonzentrationen (BI/IL.1: 5269,10 + 2259,45ng/ml; BI/I1.2: 6561,85 + 2042,0 Ing/ml)
sinken im Verlauf der Zellkultur bei beiden Polymerdicken (2mm, 3mm) konstant. Zum Ende
der Zellkultur an Tag 7 sind die Albuminkonzentartionen um eine Logstufe gefallen (BI/IL.1:
363,52 £ 137,18ng/ml; BI/11.2: 420,50 + 218,61ng/ml).

Auch LDH Konzentrationen waren iiber den gesamten Zellkulturverlauf messbar. An Tag 1
wurden bei beiden Polymerdicken (VBI/IIL.1/2) die hochsten Konzentrationen gemessen
(VBIVIL1: 760,61 + 384,87U/pg; VBI/IL.2: 987,77 + 315,34U/pg). Im Verlauf der Zellkultur
nahmen die gemessenen Konzentrationen bei beiden Polymerdicken gleichméBig um eine
Logarithmusstufe pro gemessenem Zeitpunkt ab (vgl. Tabelle BI/I1.2 und Diagramm BI/IL.2).
An Tag 7 waren mit ca. 1,1 + 0,59U/ug (VBI/IIL.1) und 2,98 + 1,32U/pg (VBI/I1.2) fast keine
LDH Konzentrationen im Uberstand messbar. Im Vergleich beider Polymerdicken sind im

3mm Polymer (VBI/I1.2) konstant hohere LDH Konzentrationen zu messen.
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5.3.1.2. DNA

Tabelle BI/I1.3: Quantitative Messung der DNA Konzentration. Aufgetragen sind die

Mittelwerte der gemessenen Doppelbestimmungen. Die gemessenen Werte [ng/ul] wurden in

250ul eluiert. Die Gesamtkonzentration der DNA pro Polymer [ug] und Zeitpunkt [Tage] ist

dargestellt.
Zeitpunkte [d]
1 7
Einheit [ng/pl] (el [ng/pl] [ne]
2mm 2mm
BI/1 Al 47,810 11,953| VB1/1 A1l | 15,810 3,953
BI/l A2 69,860 17,465| VB1/1 A12 | 11,410 2,853
BII/l Al 16,370 4,093 | VBII/1 All 6,820 1,705
BII/I A2 9,170 2,293 | VBII/1 Al2 6,670 1,668
Polymere | Mittelwert 35,060 8,951 | Mittelwert | 10,178 2,544
3mm 3mm
BI2 Al 78,960 19,740| VB 1/2 A1l 6,360 1,590
BI/2 A2 35,460 8,865| VBI1/2 A12 6,560 1,640
BII/2 Al 55,320 13,830| VB 11/2 A1l 7,220 1,805
BII2 A2 15,220 3,805| VB 11/2 A12 3,420 0,855
Mittelwert 46,240 11,560 | Mittelwert 5,890 1,473

Diagramm BI/Il.3: Graphische Darstellung der Gesamtkonzentration der DNA [ug] im

Polymer pro Zeitpunkt. Dargestellt sind die Mittelwerte der DNA Konzentrationen [ug] mit

positiver Standardabweichung.
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EBI/II.1
BI/I1.2

Tabelle Bl/Il.4: DNAGesamtkonzentrationen umgerechnet in ungefihre Zellzahlen. Der

prozentuale Zellverlust wurde errechnet.

BI/IL1 BI/11.2
Tag 1 128000 165000
Tag 7 36000 21000
Zellverlust [ %] 71,875 87,27
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Am Abbruchtag 1 zeigen sich nach Optimierung der Hydrophilie des Polymers und
Zentrifugationsbesiedlung trotz 96-Well Format bei beiden Polymerdicken die hchsten DNA
Konzentrationen, auch im Vergleich zum 24-Well Format (vgl. Tabelle BI/II.3 und Versuch
A). Dabei ist auffillig, dass die DNA Konzentration im 3mm Polymer mit 11,56 + 6,818ug
(VBVIL2) zu Beginn hoher war als im 2mm Polymer mit 8,951 + 7,058ug (VBUIL.1). Mit
Hilfe der durch die Standardkurve erstellten Formel ergaben sich so ungefédhre Zellzaheln von
128.000 (2mm) vs 165.000 (3mm). Im Polymer VBI/IL.2 (3mm) sank die DNA Konzentration
vom 1. zum 7. Zellkulturtag von 11,56 + 6,818ug auf 1,473 + 0,422ug, wihrend im Polymer
VBI/IL2 (2mm) ein Verlust von 8,951 + 7,058ug auf 2,544 + 1,088ug zu verzeichnen war
(vgl. Tabelle und Diagramm BI/IL.3). Umgerechnet auf die Zellzahlen ergibt das einen
Zellverlust von ca. 71,875% in Versuch BI/I1.1 zu 87,27% in Versuch BI/II.2.

5.3.1.3. Histologie:

Abbildung BVIL2: Kryoschnittpridparat der Solid Sugar Polymere nach Zentrifugationsbesiedlung am 7.
Kulturtag. HE-Férbung. Schichtdicke 18pum. a) Polymer B1.2. b) Ubersicht iiber Zellverteilung der Hepatozyten
im Polymer. BIL1. ¢) Zahlreiche vitale Zellen. Deutliche Kernfarbung zu erkennen Polymer BIL1.
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Abbildung BVIL3: Kryoschnittprdparat der Solid Sugar Polymere nach Zentrifugationsbesiedlung. PAS-
Férbung. Schichtdicke 18um. a) Polymer BI-1 Tag 1. Glykogenspeicherung der Hepatozyten. Der Pfeil markiert
die Richtung vom Polymerrand zur Mitte. Die Schlangenlinie makiert den ungefihren Ubergang von stark
positiver Glykogenspeicherung zu weniger positiver Glykogenspeicherung. b) Polymer BL.2 Tag 7. Gruppierte
Hepatozyten, in deren Mitte noch einige Glykogen positive Zellen zu erkennen sind.

Beide Polymerhdhen sind durch die Zentrifugationsbesiedlung in allen Schichten besiedelt.
Die Zellen formieren sich besonders in den Polymerporen zu Gruppenverbénden (Abbildung
BI/I1.2.a). Dabei sind keine besonderen Interaktionen der Zellen mit Polymerstrukturen zu
erkennen. Am 7. Kulturtag erkennt man lichtere Polymerstrukturen als am 1. Kulturtag, was
fiir ein Abschwimmen einiger Zellen spricht. Am 7. Kulturtag sind die Zellkerne in der HE-
Féarbung gut abgrenzbar, was fiir vitale Zellen spricht (Abbildung BI/II.2.c+d). Durch PAS-
Féarbung kann die Glykogenspeicherung der Hepatozyten beurteilt werden. Dunkel violette
Areale sind dabei als stark positiv zu werten. In der Histologie der PAS-Firbung fillt auf,
dass die Glykogenspeicherung vom Polymerrand zur Polymermitte abnehmend ist (Abbildung
BI/Il.3.a). Am 7. Kulturtag sind grofflichige Hepatozytenareale nur noch schwach positiv
gefarbt (Abbildung BI/IL.3.b).
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5.3.1.4. Immunfluoreszenzfirbungen

Abbildung BI/IL.4: Immunfluoreszenz BI/IL.1 und 2 am 7. Kulturtag .A1) CYP 450(rot)/DAPI(blau)/CK 18
(griin) Dreifachfiarbung. CYP 450 férbt Cytochrome P 450, DAPI férbt intakten Zellkern, Cytokeratin 18 farbt
Intermedidrfilamente des intakten Zytoskelettes. A2) Positivkontrolle Cytochrome P450/Dapi. A3) Negativ
Kontrolle B1) HNF-4 (rot)/CK 18 (griin) Doppelfarbung. Positives HNF 4 (weiler Pfeil) zeigt einen
Hepatozyten spezifischen nuklearen Transkriptionsfaktor. B2) Positivkontrolle HNF-4/CK 18 B3)
Negativkontrolle HNF-4/CK 18 C1) Co32 (rot)/CK 18 (griin). Positives Connexin 32 (weiler Pfeil) zeigt
Transmembranproteine die Gap Junctions bilden und fiir Zell-Zell Kontakte stehen. C2) Positivkontrolle
Co32(rote Punkte)/DAPI (blau). C3) Negativkontrolle Co32/DAPI

Die Antikorperreaktion fiir Cytochrom P450 ist am 7. Kulturtag negativ. Die Zellen sind
jedoch CK18 und DAPI positiv, was fiir vitale Zellen mit intakten Intermedidrfilamenten und
Zellkernen spricht (Vgl. Abbildung BI/Il.4 Al). Auch HNF-4 und Co32 sind am 7.
Zellkulturtag positiv - gefarbt (vgl Abbildung BI/II.4 B1/Cl). HNF-4 firbt einen
leberspezifischen nuklearen Transkriptionsfaktor, was unter anderem fiir differenzierte
Hepatozyten spricht. Connexin 32 (Co 32) farbt einen Hauptbestandteil des Gap junction

Proteins, was fiir Zell-Zell Verbindungen verantwortlich ist.
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5.3.1.5. RNA

Neben Histologien und Uberstandsmessungen sind auch leberspezifische Genexpressionen in
der in vitro Kultur von besonderem Interesse. Dazu wurde in unserer Studie RNA isoliert, die
dann mittels reverser Transkription in Einzelstrang cDNA umgeschrieben werden konnte. Die

cDNA kann nun als Template fiir die it PCR Analysen genutzt werden.

Tabelle BI/IL.5: Quantitative Messung der RNA Konzentrationen. Aufgetragen sind die
Doppelbestimmungen sowie deren Mittelwerte. Die Gesamtkonzentration der RNA pro
Polymer ist in [ng] angezeigt. Bl wurde in 30ul eluiert, BIl in 10ul. Die Gesamtkonzentration
wurde aus den Mittelwerten errechnet. Ein Median aus der Gesamtkonzentartion an Tag 1
wurde errechnet. An Tag 7 konnten bei Isolation 2 (BII) keine RNA Konzentrationen

gemessen werden.

Zeit [d] 1
Einheit [ng/ul] [ng] [ng]
Messwert 1 | Messwert 2 | Mittelwert Median
Polymer 2mm
Bl/I CI 36,44 36,03 36,24 1087,05
BIl/I C1 31,13 30,96 31,05 310,45 698,75
3mm
BI2 CI 284,84 285,23 285,04 8551,05 451375
BII2 C1 47,45 47,84 47,65 476,45 ’
Zeit [d] 7
Einheit [ng/ul] [ng]
Messwert 1 | Messwert 2 | Mittelwert
Polymer 2mm
Bl/l Cl11 3,38 3,54 3,46 103,80
3mm
BI2 Cl1 9,70 9,54 9,62 288,60
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Diagramm Bl/Il.4: Graphische Darstellung der Gesamtkonzentration der RNA pro Polymer
[ng] pro Zeitpunkt. An Tag 1 ist der Median der Gesamtkonzentration BI/Il.1 und BI/II.2
dargestellt. An Tag 7 ist die Gesamtkonzentration Bl.1 und BI.2 dargestellt. Isolation 2 (BIl)

an Tag 7 ohne Messwerte.
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Im 96-Well Format ist generell eine RNA Isolierung moglich. An Tag 1 waren bei beiden
Isolierungen BI und BII in beiden Polymerdicken 2mm und 3mm RNA isolierbar, so dass ein
Median aus beiden Isolierungen errechnet wurde (vgl. Tabelle BI/I1.4). An Tag 7 war in der 2.
Isolierung (BII) mit einer Ausgangsvitalitit von 80% im 2mm (VBIL1) sowie im 3mm
Polymer (VBIIL.2) keine RNA nachweisbar, so dass an Tag 7 nur die Werte der Isolierung 1
(BI) tabellarisch und graphisch dargestellt sind (vgl. Tabelle und Diagramm BI/I1.4). Die
3mm Polymere (VBI/IL.2) haben mit 4513,75ng an Tag 1 hohere RNA Konzentrationen als
die 2mm Polymere mit 698,75ng (VBI/IL.1). Bei beiden Polymerdicken gibt es einen Abfall
der RNA Mengen bis zum Tag 7. Dennoch sind im Vergleich die Konzentrationen des 3mm
dicken Polymers mit 288,60ng hoher als die des 2mm Polymers 103,80ng. An Tag 7 ist im
2mm Polymer der Isoilierung 1 (BL.1) eine Umschreibung in ¢cDNA nicht moglich. Nach
Konzentrierung der RNA des Versuchs BL.2 (3mm Polymer) konnte trotz einer Konzentartion
von 288,60ng an Tag 7 eine Umschreibung in cDNA erfolgen, so dass eine

Genexpressionsanalyse mittels tPCR moglich war.
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5.3.1.6. Real-Time PCR

Um zu zeigen, dass die Hepatozyten in der in vitro Zellkultur vital, stoffwechselaktiv und

differenziert sind, nutzten wir die rt PCR Analyse. Genexpressionen von Albumin und

Cytochrom P450 am letzten Kulturtag sind nur in vitalen stoffwechselaktiven Leberzellen

nachweisbar.

Diagramm VB 1/I1.6: Vergleich der Expression leberzellspezifischer Gene am 1. und 7.

Zellkulturtag. Die Genexpression im Vergleich zum stabilen Referenzgen Glycerinaldehyd — 3

— phophat Dehyrogenase (GAPDH)
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Abbildung BI/ILS: zeigt die Amplifikationskurven von Albumin und dem Referenzgen GAPDH an Tag 1 und
Tag 7 (links). Rechts im Bild sind die spezifischen Schmelzpunkte der Gensequenz Albumin und GAPDH
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In Versuch BI/II.1 (2mm) sind die gemessenen RNA Konzentrationen an Tag 7 zu niedrig um
verldsslich cDNA zu transkriptieren. Daher sind die rtPCR Ergebnisse des Versuchs I/11.2
(3mm) aufgezeigt. Die Genexpressionen werden im Vergleich zum stabilen Referenzgen
GAPDH graphisch aufgezeichnet. An Tag 1 sind in absteigender Reihenfolge folgende Gene
expremiert: Albumin, Cypla2, Cyplal. An Tag 7 sind in absteigender Reihenfolge folgende
Gene exprmiert: Albumin, Cyp2b2, Cyp3a2, Cypla2 (vgl. Diagramm VBI/IL6). Bei
Betrachtung der Ergebnisse zeigt sich eine wechselnde Expremierung der Cytochrome.
Wihrend an Tag 1 Cyplal noch expremiert ist, sind an Tag 7 keine Genexpressionen mehr
nachweisbar. Umgekehrt ist es bei den Genen fiir Cyp3a2 und 2b2, welche erst an Tag 7
expremiert sind. Gene fiir Albumin und Cypla2 sind wéhrend des gesamten

Zellkulturverlaufs nachweisbar, verlieren jedoch beide bis Tag 7 an Expression.

5.3.2. Vergleich der 24- und 96-Well Kultur

5.3.2.1. Albumin
Tabelle 3. Albuminsynthese pro 1000 Zellen. Vergleich der Versuche AIIl, AV, BI/Il.1 und
BI/IIL.2. Bestimmt aus Zellzahlen pro Polymer pro Zeitpunkt und gesamter Albuminsynthese

pro Zeitpunkt.
Albumin gesamt Zellzahlen Albumin pro 1000 Zellen
[ng/ml] gesamt [ng/ml]
AlIl
12h 2.946,57 6.300 467,71
60h 2.726,16 3.600 757,27
132h 570,87 3.700 154,29
AIV
12h 1.687,24 9.800 172,17
60h 1.683,45 7.000 240,49
132h 540,66 6.900 78,36
BI/II.1
24h 5.269,10 128.000 41,16
168h 363,57 36.000 10,10
BI/I1.2
24h 6.561,85 165.000 39,77
168h 420,50 21.000 20,02
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Diagramm 2: Darstellung der Albuminsynthese pro 1000 Zellen.

Solid Sugar Alll, ALV, BI/II.1 und BI/II.2.

Albuminkonzentration
pro 1000 Zellen
[ng/ml]

1.000
e
fecsaszzozooo__

“‘----:::::::_' ~~~~~~~~~ -

T e —— .
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0 24 48 72 96 120 144 168
Zeitpunkte [Stunden]
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—t— AIV

==#==BJ/IIL1

==0==BII2

Vergleich der Polymere

Tabelle 4: Vergleich der Abnahme der Albuminkonzentrationen vom Beginn bis zum Ende der

jeweiligen Versuche Al, AIlll, AIV und BI/I.1/2. Die Vitalitit zeigt die prozentuale

Ausgangsvitalitit der Hepatozyten nach Isolation.

Albuminkonzentration | Albuminkonzentartion o yen Prozentualer
. Vitaliat
Versuche Beginn Ende (%] Syntheseverlust
[ng/ml] [ng/ml] [%]
Al 584,037 214,896 87,50 63,21
AIll 2946,57 570,87 66 80,63
AIV 1687,24 540,66 87 67,96
BI/II.1 5269,1 363,57 91/80 93,10
BI/I1.2 6561,85 420,5 91/80 93,59

Die Albuminsynthese pro 1000 Zellen ist in den Versuchen AIIl und AIV um einen

Exponenten hoher als in BI/II (vgl Tabelle 3 und Diagramm 2). Berechnet man den

prozentualen Verlust der Albuminkonzentration vom Beginn der Zellkultur bis zu dem

jeweiligen Ende féllt auf, dass der Verlust der Albuminkonzentartion im 96-Well am héchsten

ist (vgl. Tabelle 4). Anzumerken ist bei dieser Auswertung jedoch die unterschiedliche Dauer

der Zellkulturen. Versuch Al hatte eine Gesamtzellkulturdauer von 84h, AIIl und AIV von
132h und BI/II.1 und 2 von 7 Tagen (168h).
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5.3.2.2 DNA

Tabelle 5: Vergleich der DNA Gesamtkonzentrationen [ug] der Versuche Alll, A1V, BI/Il pro

Polymer und deren mittels Standardkurve errechneten Zellzahlen. Da die Zeitpunkte der DNA
Bestimmung leicht differieren (AIII-AIV Beginn: 12h; Ende: 132; BI/II.1/2 Beginn: 24h;
Ende: 168h) wurden sie mit Beginn und Ende bezeichnet.

Beginn Ende
ug Zellzahl ug Zellzahl
Alll 0,441 6300 0,261 3729
AlV 0,687 9814 0,48 6857
BI/II.1 8,951 127871 2,544 36343
BI/I1.2 11,56 165143 1,473 21043

Diagramm 3: Graphische Darstellung der Zellzahlen zu Beginn und Ende der Zellkulturen

der Versuche Alll, AV, BI/II.1/2.

Zellzahel

1,0E+06
1,0E+05
1,0E+04
1,0E+03
1,0E+02
1,0E+01

1,0E+00

Beginn

Ende

ATll
AlV

EBI/II.1
mBI/I1.2

Im 96-Well Format sind trotz beschriankter Platzverhéltnisse die Zellzahlen zu Beginn ca.

1,OE+01 hoher als im 24-Well Format (vgl. Tabelle 5). Trotz lingerer Kulturdauer im 96-

Well Format sind nach 7 Tagen Zellkultur die Zellzahlen pro Polymer immer noch 1,0E+01
hoher als im 24-Well Format.
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6. Diskussion

Gegenstand dieser Arbeit war die Etablierung und Optimierung der statischen in vitro
Hepatozytenkultur im 96-Well Format zur Nutzung fiir ADMET Studien. Toxikologiestudien
an primdren Rattenhepatozyten sind weit verbreitet und gut etabliert in der
pharmakologischen Forschung (Wang K u. a. 2002; Rogiers V & Vercruysse A 1993; Aly HA
& Domenech O 2009; Ellis JK u. a. 2010). Problem der derzeit genutzten Monolayerkulturen
sind jedoch schnelle Dedifferenzierung mit spezifischem Funktionsverlust, geringe
Lebensdauer und morphologische Strukturverdnderungen der Hepatozyten, welche die
Aussagekraft dieser Studien erschweren. (Hamilton GA u. a. 2001; Hewitt NJ u. a. 2007).
Daher haben sich im Laufe der Jahre neue Zellkulturmoglichkeiten etabliert. Eine der
gangigsten Zellkulturen, die derzeit genutzt wird, ist die Sandwichkultur in der Hepatozyten
zwischen zwei Schichten einer Extrazellularmatrix kultiviert werden. Dadurch konnte im
Vergleich zur Monolayerkultur das Langzeitiiberleben sowie die Differenzierung mit
leberspezifischen Funktionen verldngert werden (Dunn JC u. a. 1991; Richert L u. a. 2002).
Ebenfalls die statische 3D Hepatozytenkultur auf speziellen Matrizen verspricht eine bessere
Imitierung der in vivo Situation und somit lingeres Uberleben mit hepatozytenspezifischen
Funktionen (Bierwolf J u. a. 2011). Durch neue Zellkulturmdglichkeiten sind ,,alte*
Testsysteme nicht mehr eins zu eins anwendbar. So konnten zum Beispiel
Diffusionsstorungen aufgrund der Matrix Testsysteme falsch positiv oder negativ ausfallen
lassen. Da kleinere Wellformate geringere Zellzahlen bedingen, konnte man in untere
Grenzbereiche der Messbarkeit sto3en. Hier sehen wir vor allem den Vorteil bei Verwendung
von Matrizen. Da die dritte Dimension in der Matrix mehr Raum bietet, konnten auch mehr
Zellen pro Well kultiviert werden, als in einer Sandwichkultur. Zur Etablierung und
Optimierung der 96-Well Kultur waren zundchst Charakterisierungs- und
Modifizierungsversuche am grofleren 24-Well Format ndtig. Um eine bessere in vivo
Situation imitieren zu konnen, mussten vermehrt Zell-Zell und Zell-Matrix Verbindungen in
der gesamten Matrix mdglich sein. Dazu verwendeten wir ein optimiertes Polymer, welches
definierbare Porengroffen und -strukturen sowie Verbindungen der Porenstrukturen

untereinander ermoglichte (Ma PX & Choi JW 2001).
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6.1. 3D Poly L — Lactid Matrix

In Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe wurde der Vorteil von 3D Matrizen in der in vitro
Hepatozytenflusskultur gezeigt. (Pollok JM 2003; Pollok JM u. a. 1998; Torok E u. a. 2001;
Torok E u. a. 2002; Torok E u. a. 2006; Liitgehetmann M 2005). In diesen Versuchen wurden
PLLA-Polymere verwendet, welche durch Salt-Leach Verfahren hergestellt wurden. Hierbei
waren PorengroBen und -strukturen durch GroBe und Form der Salzkristalle definierbar. Ein
wesentlicher Nachteil dieses Verfahrens waren die unkontrollierten und fehlenden
Verbindungen der Poren untereinander, wodurch die gesamte Zellpopulation im Polymer
aufgrund fehlender Porenverbindungen von einander abgeschnitten war (Ma PX & Choi JW
2001; Litgehetmann M 2005). Zur Verbesserung dieses Defizites verwendeten wir ein von
der Arbeitsgruppe um Prof. Ma weiterentwickeltes Polymer. Dabei wurden mittels
Paraffinkugeln/PLLA-LOosung Polymere mit definierbaren Porengréfen, -strukturen und
definierten Porenverbindungen moglich (Ma PX & Choi JW 2001). Durch das Verhéltnis von
PLLA-Losung zum Paraffin konnte unter anderem die Porositdt beeinflusst werden. Um
produktionsbedingte Lufteinschliisse zu 16sen, erfolgte eine Vakuumbehandlung (Ma PX &
ChoiJW 2001).

In unserer Studie zeigten histologische Kontrollen, dass nach Modifizierung der Besiedlung
die Porenstrukturen mit vitalen Hepatozyten am 7. Zellkulturtag ausgefiillt waren (siche
Abbildung BI/IL.2). Dieses Ergebnis spricht fiir eine Polymerstruktur, die in der in vitro
Hepatozytenkultur verwendet werden kann. Im 96-Well Format konnten je nach
Polymerdicke durch die dritte Dimension Zellzahlen von 128000 bis 165000 erreicht werden
(siche Tabelle BI/IL.4). Dies zeigt, dass trotz vermindertem Wellformat hohe Zellzahlen pro
Zellkultur durch geeignete Polymere erreicht werden kdnnen. Hierfiir ist vor allem eine hohe
Porositdt mit groBer Oberfliche verantwortlich. Zur RNA Isolierung, welche eine wesentliche
Rolle zur Evaluierung von Stoffwechselinteraktionen spielt, sind Mindestkonzentrationen
notig. Diese konnten mit den oben genannten Zellzahlen auch im 96-Well Format erreicht
werden (siche Abbildung BI/I.4). In Zukunft kdnnten weitere Polymeroptimierungen, welche
bei erhaltender Metrik die Oberfliche erh6hen von Vorteil sein. Eine neuere Innovation
diezbeziiglich wurde ebenfalls von der Arbeitsgruppe um Prof. Ma entwickelt. So konnte
mittels Nano — Fasern Matrix eine VergroBerung der Oberfliche mit Imitierung von
Kollagenfasern trotz erhaltender definierbarer Porengroe und —verbindungen erzeugt
werden. (Wei G & Ma PX 2009; Chen VJ & Ma PX 2004). Neben den oben erlduterten
Vorteilen groBer Oberflichenstrukturen sind im Rahmen von Zelladhésion und Proliferation

Kollagenfasern der Grof3e 50 — 500nm ein entscheidener Faktor (Elsdale T & Bard J 1972;
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Grinnell F & Bennett MH 1982). Die Vorteile dieser neuen Matrix konnten in der
Osteoblastenkultur sowie in Studien unserer Arbeitsgruppe in der Hepatozytenkultur gezeigt

werden (Bierwolf J u. a. 2011; Woo KM u. a. 2007; Chen V] u. a. 2006).

6.2. Zell — Matrix Interaktionen

Nicht nur Polymerstrukturen sind von essentieller Bedeutung. Um Adsorbtion und Zell-
Matrixinteraktionen zu gewéhrleisten, sind Oberflaicheneigenschaften von Biomaterialien als
wichtiger Aspekt der in vitro Zellkultur zu nennen (Boyan BD u. a. 1996; Ito Y 1999; Mann
BK u. a. 1999). Unsere PLLA Matrizen waren mit Gelatine beschichtet, um die negativen
hydrophoben Eigenschaften der reinen PLLA Matrix auszugleichen (Liu X u. a. 2005). In
Vorversuchen im 24 Well-Format zeigten sich stark hydrophobe Eigenschaften unserer
Polymere, was in hohen Abschwimmraten und leeren Polymerstrukturen in der Histologie
gezeigt wurde (siehe Abbildung AIL2, AIIL2). Durch Behandlung der Polymere im Vakuum
in absteigender Ethanolreihe (siche Material und Methoden) konnten unsere Polymere
hydrophilisiert werden. Die Folge der hydrophileren Oberfldchestrukturen waren hdhere
Zellzahlen und vollere Polymerporen (siche Abbildung AIV.2). Zell-Matrixinteraktionen
konnten von uns jedoch nicht beobachtet werden. So sah man weder unter dem
Polarisationsmikroskop noch in der Histologie Hepatozyten mit direkter Zell-
Matrixintraktion. Dies konnte unter anderem ursdchlich fiir geringe Zellzahlen, hohe
Abschwimmraten und Dedifferenzierung der Hepatozyten im Kulturverlauf sein. Dies ist ein
Problem, was viele, rein synthetische Materialien teilen, da sie neben Problemen der
Hydrophilie keine biologische Oberfliche besitzen und so von Adhidsionsmolekiilen der
Zellen nicht erkannt werden konnen. In der aktuellen Literatur gibt es zahlreiche
Optimierungsversuche. So wird von Mdglichkeiten der Oberflichenmodifikation bis hin zu
verschiedensten Matrixstoffen von synthetischen bis biologischen Materialien berichtet (vgl.
Tabelle 1). Chitosan wird z.B. als vielversprechende Oberflichenbeschichtung sowie als
Grundgeriist einer gesamten Matrize genannt (Cai K u. a. 2002; Wu XB u. a. 2011; Wan Y u.
a. 2007). Daneben zeigten auch das chemische Koppeln von Adhésionspeptiden z.B. RDG
und YIGSR an Lysinreste der Matrix (Carlisle ES u. a. 2000; Cook AD u. a. 1997) und
Niederdruckbeschichtungen mit NH3; Plasma (Nitschke M u. a. 2002) Vorteile in der
Osteoblasten- (Cai K u. a. 2002; Cook AD u. a. 1997) und Hepatozytenkultur (Carlisle ES u.
a. 2000). Forschungen unserer eigenen Arbeitsgruppe mit humanen Hepatozyten auf
Alginatpolymeren konnten ebenfalls Vorteile der Langzeitiiberlebensrate und des geringeren

Zellverlustes zeigen. So waren nach 14-tdgiger in vitro Hepatozytenkultur vitale und
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differenzierte Zellen nachweisbar. Der relative DNA Gehalt fiel von Tag 1 bis Tag 14 um ca.
35,23%. (Bierwolf J u. a. 2012) Vergleicht man diese Zahlen mit den oben genannten Daten
welche eine Abschwimmrate von ca. 87,27 — 71,875% von Tag 1 bis Tag 7 zeigen (siche
Tabelle BI/II.4) konnte dies auf einen Vorteil von biologischen Matrizen zu synthetischen

Matrizen hindeuten.

6.3. Besiedlungseffizienz

Um Zell-Zell und Zell-Matrixinteraktionen sowie bessere in vivo/vitro Vergleichbarkeiten
gewihrleisten zu konnen, sind hohe Besiedlungsraten nétig. Zudem verlangen einige
Messungen flir ADMET Studien eine gewisse Mindestzahl an Hepatozyten. So bendtigt man
z.B. zum Umschreiben von RNA in cDNA eine Mindesmenge von ca. 400ng.

Zunichst wurden unsere Polymere mittels Pipettenbesiedlung mit 100000 Hepatozyten pro
Polymer besiedelt (siche Versuch AI). Zum Vergleich des Kulturverlaufs wurde eine 2D
Kultur parallel unter selben Bedingungen mitgefiihrt. Bei Auswertung der Versuche zeigten
sich neben geringen Albuminkonzentrationen (vgl. Diagramm AIL2, AIIL2) auch leere
Polymerstrukturen in der Histologie bereits zu friithen Abbruchstadien (vgl. Abbildung
Al.2a/b). Unter dem Polarisationsmikroskop waren grofle Zellkolonien abgeschwommener
Hepatozyten zu beobachten. Einen Grund dafiir sahen wir neben geringer Hydrophilie des
Polymers (siche Zell-Matrixinteraktionen) in zu geringer Besiedlungseffizienz. So kdnnten
durch Pipettenbesiedlung und Hydrophobie die Hepatozyten nur an der Oberfliche des
Polymers siedeln, wihrend der Polymerkern leer blieb. Um eine homogenere Verteilung der
Zellen im Polymer zu gewihrleisten, was neben verbesserten Moglichkeiten der Zell-Zell
sowie Zell-Matrixinteraktionen auch die nutritive Versorgung der Zellen optimieren konnte,
wurde die Zentrifugationsbesiedlung erprobt. So zeigten Studien, dass trotz der erforderlichen
G-Krifte die Zellen vital, differenziert und stoffwechselaktiv blieben (Dvir-Ginzberg M u. a.
2003; Yang TH u. a. 2001). Auch unsere Ergebnisse zeigten einen deutlichen Vorteil der
Zentrifugationsbesiedlung zur Pipettenbesiedlung. So waren neben einer homogeneren
Verteilung der Zellen in der Histologie (vgl. Abbildung AL2, AIL2, BI/I1.2) auch die
Zellzahlen an den Abbruchtagen gemessen am DNA Gehalt [pg] deutlich hoher (vgl. Tabelle
AlIL3, Tabelle AIV.3, BI/IL.3, DNA Messung bei Versuch Al aufgrund mangelnder Zellen
nicht moglich). In der HE Firbung waren vitale Zellen nach Zentrifugation vom ersten bis

zum letzten Zellkulturtag nachweisbar (vgl. Abbildung AIl.2, BI/IL.2).
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6.4. 96-Well Kultur

Die Pharmazeutische Industrie erfordert effektive und robuste Hochdurchsatz-Assays, um
dem wirtschaftlichen Druck standzuhalten (Gebhardt R u. a. 2003; Hertzberg RP & Pope AJ
2000; Hewitt NJ u. a. 2007). Dariiber hinaus sind hohe Zellzahlen ndtig, um Zell-Zell
Kommunikationen, Interaktionen und normale Zellfunktionen in Zellkultur zu erhalten.
Zudem erfordern gewisse Assays z.B. reverse Transkription von RNA in cDNA
Mindestkonzentrationen, die zur optimalen Durchfiihrbarkeit erreicht werden miissen. Hier
liegt die Herausforderung der 96-Well Kultur, da trotz vermindertem Platzangebot pro
Wellvertiefung eine ausreichende Zellzahl in Kultur verbracht und gehalten werden muss.
Durch Verwendung der 3D Matrizen mit hoher Porositdt sollten hohe Zellzahlen trotz
geringem Platzangebot moglich sein. Zudem verwendeten wir eine spezielle 96-Well-
Kulturschale mit l&ngsovalen Vertiefungen der Firma Millipore. Zum einen war aufgrund der
ovalen Form eine einfache Entfernung der Matrize aus dem Well, ohne mechanische Schéden
am Polymergeriist oder den Zellen zu verursachen, moglich (siche Abbildung 4). Zum
anderen erhohte die ovale Konfiguration das Volumen des Zellkulturmediums auf 350ul pro
Well. Dadurch sollte das Oberflichen-/Volumenverhiltniss optimiert werden, um einen
besserern Effekt auf den Gasaustausch wahrend der Zellkultur zu erreichen (Bierwolf J u. a.
2011; Provin C u. a. 2008; Mikos AG u. a. 1993). In den Versuchen BI/II.1. und BI/IL.2
wurden 2mm und 3mm dicke Polymere in 96-Well Kultur verglichen. Nach
Zentrifugationsbesiedlung und Bestimmung der DNA Konzentration am 1. Kulturtag konnten
Zellzahlen im Mittelwert von 128000+100826 pro 2mm und 165000+97405 pro 3mm
Polymer (vgl. Tabelle BI/IL.3, BI/IL.4) pro Wellformat erreicht werden. Im Vergleich mit der
24-Well Kultur konnte gezeigt werden, dass nach Optimierung der Polymerstrukturen und
Zentrifugationsbesiedlung trotz geringerem Platzangebot hhere Zellzahlen moglich sind (vgl.
Tabelle 3). Die hochsten Zellzahlen befanden sich an Tag 1 im 3mm Polymer (VBI/IL.2). Am
7. Zellkulturtag befanden sich noch ca. 36000 pro 2mm und 21000 pro 3mm Polymer in
Kultur. Das entspricht ungefdhren Zellverlusten von 71,875% (BI/I.1) und 87,27% (BI/I1.2).
Dies konnte auf einen limitierenden Faktor der hohen Zellzahlen im 96-Well Format
hindeuten. Denn aufgrund des beschriankten Platzangebotes mit hohen Zellzahlen konnte ein
Mangel an Nahrstoffen ursdchlich fiir Zelltod, Abschwimmraten und Dedifferenzierung sein.
Trotz allem ist zu erwdhnen, dass nach 7-tdgiger Kultur im 96-Well Format die absoluten
Zellzahlen einen Exponent hoher sind als in der 24-Well Kultur (vgl Tabelle 3). Desweiteren
ist im 96-Well Format die Zellkulturdauer mit 7 Tagen (168h) die ldngste im Vergleich mit

den anderen Versuchen.
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Zusammenfassend kann gezeigt werden, dass mit optimierter hydrophiler Polymerstruktur

und ldngsovalen Wellstrukturen ausreichende Zellzahlen im 96-Well Format erreichbar sind.

Abbildung 4: 96 — Well Millipore Kulturschale oval (Pfeil), mit Polymer und Zellkulturmedium

6.5. Uberstandsmessungen (Albumin, WST, LDH)

Albumin

In allen Zellkulturen der Versuche Al — BI/II war iiber den gesamten Kulturverlauf Albumin
messbar. In den Versuchen Al — AIV (24-Well) ist der Erfolg der Zentrifugationsbesiedlung
ersichtlich. Hohere Zellzahlen resultieren ebenfalls in hoheren Albuminkonzentrationen (vgl.
Diagramm AIIl.2). Das spricht dafiir, dass trotz Zentrifugation die Zellvitalitit und
Syntheseleistung der Hepatozyten nicht negativ beeinflusst wird. Vergleicht man die
Syntheseleistungen der Hepatozyten der Versuche Al — AIV iiber den gesamten Verlauf der
Zellkultur, wird deultich, dass eine hohe Ausgangsvitalitdt mit hohen Zellzahlen und einem
hydrophilen Polymer die konstanteste Syntheseleistung der Hepatozyten zur Folge hat. So
sind im Versuch AIIl zwar die hochsten Konzentrationen (vgl. Tabelle AIIl.2) messbar, bei
jedoch schlechter Ausgangsvitalitidt (66%) und maBiger hydrophilie ist ein Absinken der
Syntheseleistung um den Faktot 5,04 nachweisbar. Im Gegensatz dazu fillt die
Albuminkonzentration im Versuch AIV, bei hoher Ausgangsvitalitit (87%) und
modifiziertem Polymer um den Faktor 3,12 (vgl. Diagramm AIV.2).

Auch in der 96-Well Kultur sind hohe Albuminkonzentrationen iiber den gesamten
Zellkulturverlauf messbar. Vergleicht man die maximalen Konzentrationen der 96- mit denen
der 24-Well Kultur, wird deutlich, dass in der 96-Well Kultur zu Beginn die
Albuminkonzentration um den Faktor 2,22 hoher ist als in der 24-Well Kultur (vgl. Tabelle
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BI/IL.1 und Tabelle AIIL2). Der Verlauf der Albuminkonzentration iiber die gesamte
Zellkulturdauer zeigt jedoch, dass in der 24-Well Kultur der prozentuale Verlust der
Albuminkonzentration zwischen 63% - 80% liegt, widhrend die Albuminkonzentration im 96-
Well Format um ca. 93%. (vgl. Tabelle 4) fillt. Auch die Syntheseleistung pro 1000 Zellen
zeigt in der 96-Well Kultur niedrigere Werte als in der 24-Well Kultur (vgl. Diagramm 2 und
Tabelle 3). Fasst man diese Befunde zusammen, konnte dies fiir eine hdhere
Dedifferenzierungsrate der Hepatozyten im 96-Well Format sprechen. Eine mdgliche
Erklarung konnte trotz vergroBerter (ovaler) Well Struktur (vgl. Abbildung 4) ein nutritiver
Mangel sein. So ist vorstellbar, dass bei erthohten Zellzahlen im 96-Well Format (vgl. VBI/II
mit VAIII/IV) mit weniger Zellkulturmedium eine Unterversorgung entstehen konnte, was zu
Dedifferenzierung bzw. Zelltod fiihren wiirde (vgl. Abb. BI/IL.3). Diesbeziiglich konnten
Optimierungen und Anpassungen der Zellkulturmedien an die erhdhten Bediirfnisse der 96-
Well Formate eine Verbesserung bringen. So beobachteten z.B. Martin et al., dass bei
niedrigem extrazellularen Magnesium in der in vitro Kultur auch die Apoptoseraten von
primdren Hepatozyten erhoht seien. (Martin H u. a. 2003). In Folgeversuchen miisste gezeigt
werden, ob Defizite im Zellkulturmedium der 96-Well Zellkultur bestehen und diese
auszugleichen sind. Aber auch Dedifferenzierungen der Hepatozyten durch synthetische
Polymerstrukturen sind vorstellbar. So zeigte Dvir-Ginzberg das Vitaliit und
Syntheseleistung der Hepatozyten auf Alginat-Polymeren bei hoheren Zellzaheln sogar
zunimmt (Dvir-Ginzberg M u. a. 2003). Im Rahmen unserer Studien zeigten sich immer
wieder Probleme der Hydrophobie unserer PLLA Polymerstrukturen. Da Alginate von Natur
aus stark hydrophil sind, konnten Néhrstoffe leichter diffundieren, ohne dass man ein
Uberangebot schaffen muss, um Diffusionsmiingel auszugleichen. Eine weitere Theorie
konnte ein ,,Uberladen der Polymerstruktur mit Hepatozyten sein. Durch die
Zentrifugationsbesiedlung ist eine Kontrolle der besiedelten Zellzahlen nicht mdglich. Durch
die Zentrifugalkraft konnten zu viele Hepatozyten in das Polymer gepresst werden und so
dazu flihren, dass sich die Hepatozyten gegenseitig verdringen. Eine Mdoglichkeit der
Optimierung konnten vergroBerte Oberflichenstrukturen bieten. Dieser Ansatz wurde
ebenfalls von der Arbeitsgruppe um Prof. Ma verfolgt. Ein neueres Polymer, welches durch
Nanofasern bei erhaltender Metrik groBere Oberflichenstrukturen bietet, wurde entwickelt
(Chen VJ & Ma PX 2004; Woo KM u. a. 2003; Wei G & Ma PX 2009). Einsatzmoglichkeiten
und Vorteile dieses Polymers wurden bereits in der Osteoblaten sowie durch unsere
Arbeitsgruppe auch in der Hepatozytenforschung gezeigt (Bierwolf J u. a. 2011; Woo KM u.
a.2007; Chen V] u. a. 20006).
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WST-1 Umsatz Test

Um wihrend des Kulturverlaufs Aussagen zur Zellvitalitét treffen zu kdnnen, nutzten wir den
WST-1 Umsatz Test. Hierbei wird die Testsubstanz nur von vitalen Zellen durch deren
zelluldre (mitochondriale Atmungskette) Enzyme umgesetzt und im Anschluss photometrisch
gemessen. Im Versuch Al zeigten sich nur geringe Unterschiede im WST-1 Umsatztest
zwischen der 2D und 3D Kultur (vgl. Diagramm AlL1). Der Vergleich der Versuche Al und
AlIl zeigte trotz wesentlich hoherer Zellzahlen in Versuch AIII einen geringeren Umsatz zu
Beginn sowie einen steileren Abfall zum Ende der Kultur (vgl.Diagramm AIIL1). Vergleicht
man die Versuche AI, AIIl und AIV siecht man trotz deutlicher Unterschiede bei der
Albuminsynthese, der Histologie sowie der DNA Konzentration keinen signifikanten
Unterschied des WST-1 Umsatzes (vgl. Diagramm AVI.1). Aufgrund der Ergebnisse der
Versuche AIIl und AIV wiirde man jedoch héhere WST-1 Werte im Vergleich zu Al
erwarten. Das ldsst Zweifel an der Aussagekraft des WST-1 Umsatztests bei der Verwendung
in der statischen 3D Hepatozytenkultur zu. Eine theoretische Erkldrung fiir die falsch
negativen Ergebnisse konnten Diffusionsprobleme der Testsubstanz im Polymer sein. So ist
vorstellbar, dass in der 2D Kultur die Testsubstanz von allen Zellen umgesetzt werden kann,
da keine Diffusionshindernisse vorhanden sind. Im Gegensatz dazu konnten die schlechten
Ergebnisse der 3D Kultur durch mangelnde Diffusion der WST-1 Substanz in dem
Polymerkern erklirbar sein. Dies erkldrt jedoch nicht die fehlenden Unterschiede der
Versuche Al, AIIl und AIV. Diese konnten durch die unterschiedlichen Besiedlungsmethoden
zustande kommen. Nach Zentrifugationsbesiedlung sind die Hepatozyten annéhernd homogen
im Polymer verteilt, wihrend bei der Pipettenbesiedlung die Hepatozyten hauptsichlich auf
der Polymeroberfliche siedeln. So konnte es sein, dass die Testsubstanz zum grofiten Teil nur
von Hepatozyten der Polymeroberfliche und abgeschwommener Zellen umgesezt wird und
vitale Hepatozyten im Polymerkern nicht am Umsatz beteiligt sind.

In der aktuellen Literatur wird der WST-1 Umsatztest als ein wichtiger und zuverldssiger
Parameter zur Bestimmung von Hepatotoxizitdit genannt. Im Vergleich mit anderen
Biomarkern konnten Vorteile des WST-1 Tests bestdtigt werden (Kikkawa R u. a. 2005).
Diese Studie wurde alledrings an 2D kultivierten Hepatozyten vorgenommen. Andere Studien
belegen ebenfalls die Aussagekraft des Vitalitétstests an 3D kultivierten Hepatozyten (Gotoh
Y u. a. 2011; Kim M u. a. 2010; Bazou D 2010). Bei diesen Studien ist auffillig, dass die
Matrizen aus biologischen oder hybrid (biologisch/synthetisch) Materialen hergestellt sind.
Eine Studie von Huhtala et al. ist eine der wenigen, die die Verwendung von WST — 1 Tests

an synthetischen PLGA Polymeren bei verschiedenen Augengeweben verwendet (Huhtala A
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u. a. 2007). PLGA ist ein Copolymer aus PLA (Poly Lactid Acid) und PGA (Poly Glycolic
Acid). Dabei ist zu beachten, dass die extra Methylgruppe bei der PLA Synthese einen
zunehmend hydrophoberen Effekt bewirkt (Ma PX 2004). Die hydrophoben Eigenschaften
dieser Polymere sind ein bekanntes Problem und limitierender Faktor in der
Hepatozytenkultur, weshalb Oberflichenmodifizierungen auch Gegenstand aktueller Studien
sind (Choi L u. a. 2012; You ES u. a. 2007). Da unsere Polymere aus PLA hergestellt sind,
konnte diese hydrophobere Eigenschaft im Vergleich mit biologischen und PLGA Polymeren
eine Erkldrung fiir die Probleme der Messungen des WST-1 Umsatzes darstellen. Durch
weitere Optimierungen der Hydrophilie sowie durch lingere Inkubationszeiten der WST-1
Substanz im Well mit mechanischer Durchmischung von auflen, z.B. Schiitteln der
Zellkulturplatte wihrend der Inkubation, konnten diese Mingel ausgeglichen werden.

Wir verzichteten im weiteren Verlauf dieser Arbeit auf den WST-1 Umsatztest.
Vitalititsverldufe sollten durch LDH Messungen und histologische Kontrollen ermoglicht

werden.

LDH

Da Vitilitatsbestimmungen durch Uberstandsmessungen technisch nicht umsetzbar waren
(siche WST-1 Umsatztest), nutzten wir die Lactatdehydrogenase (LDH) im Uberstand als
Kontrolle iiber den Zelltod im 96-Well Format (VBI/II). LDH ist ein Enzym, welches
intrazellulir vorhanden ist und nach Beschidigung der Zellmemabran im Uberstand messbar
wird. Die Ergebnisse der LDH Messungen zeigten eine konstante Abnahme der LDH
Konzentration im Uberstand iiber den gesamten Zellkulturverlauf (vgl. Tabelle BI/IL.2 und
Diagramm BI/II.2). Die Abnahme der gemessenen Konzentrationen betrdgt ca. 1/10 oder eine
Logarithmusstufe pro Zeiteinheit. Zum Ende der Zellkultur waren nur noch geringste LDH
Konzentrationen messbar. Die hohen Konzentrationen an den ersten Kulturtagen erklédren sich
durch abgeschwommene Zellen, welche sich nicht im Polymer ansiedelten. Ab dem 5.
Zellkulturtag besteht nur noch eine geringe Zelltodrate. Die hochsten Zelltodraten findet man
an den ersten drei Zellkulturtagen. Ab diesem Zeitraum scheinen sich die Hepatozyten im
Polymer organisiert und Zell-Zell Verbindungen ausgebaut zu haben (vgl. Kapitel
Immunfluoreszenz). Zellen die nicht im Polymer ,haften* blieben, schwammen ab und
wurden durch die Zellkulturwechsel entsorgt. So konnte man im Polarisationsmikroskop an
den ersten Zellkulturtagen deutlich hohere Abschwimmraten als an den letzten

Zellkulturtagen feststellen. In Zusammenschau der geringer werdenden LDH Konzentration
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mit der Hisologie und den DNA Konzentrationen spricht dies fiir vitale und organisierte

Hepatozyten am 7. Zellkulturtag.

6.6. Histologie

Zur Uberprifung von Zellvitalitit, Zellformierungen mit Zell-Zell und Zell-
Matrixinteraktionen sowie Bildung von Spheroiden und Fiillung der Polymerstrukturen
fithrten wir Himtoxylin-Eosin Fiarbungen durch. Als funktionell histologischen Parameter
haben wir per PAS Farbung die Fahigkeit zur Glykogenspeicherung iiberpriift.

Der Vergleich der Versuche Al und AIl im 24-Well Format zeigt die verbesserte
Besiedlungseffizienz nach Zentrifugationsbesiedlung. Wéhrend in Al von Beginn an leere
Polymerstiicke mit teils versprengten vitalen und avitalen Zellen zu sehen waren (vgl.
Abbildung Al2), waren die Polymerstrukturen nach Zentrifugationsbesiedlung (AIl) mit
Hepatozyten gefiillt. Alle Zellen im Gesichtsfeld zeigten Himalaun gefirbte Zellkerne mit
scharf abgrenzbaren Zellmembranen, was fiir vitale Hepatozyten spricht (vgl. Abbildung
AIL2). Im Versuch AIIl fanden sich trotz erhdhter Albuminkonzentrationen im Uberstand
leere Polymerstrukturen in der Histologie (vgl. Abbildung AIIl.2). Dies konnte ein Indiz fiir
die mangelnde Hydrophilie des Solid Sugar AIIl Polymers sein. Die erhdhten
Albuminkonzentrationen konnten durch vitale Hepatozyten an der Polymeroberfliche sowie
durch Apoptose und Zelltod abgeschwommener Zellen erkliart werden. Nach Optimierung der
Hydrophilie des Polymers (siche Material und Methoden) im Versuch AIV waren die
Polymerporen mit Hepatozyten ausgefiillt (vgl. Abbildung AIV). Auch im 96-Well Format
zeigten sich nach Zentrifugationsbesiedlung und 7-tagiger Zellkultur vitale Hepatozyten. Die
Polymerstrukturen waren in allen Schichten gut befiillt (vgl. Abbildung BI/IL.2).
Zusammenfassend kann nach Auswertung der HE Firbung gezeigt werden, dass eine
gesteigerte Besiedlungseffizienz nach Zentrifugationsbesiedlung erreicht werden kann. Im 24-
und 96-Well Format konnten am 7. Zellkulturtag volle Polymerstrukturen mit vitalen
Hepatozyten erreicht werden. Bei genauer Betrachtung fillt auf, dass keine Verschmelzungen
von Zellmembranen mit Polymerstrukturen erkennbar sind, was gegen Zell-
Matrixinteraktionen spricht. Auch die Ausbildung von Spheroiden ist nur angedeutet in
einigen Versuchen (vgl. Abbildung AL2 und Abbildung AIV.2) zu sehen. Spheroide sind
Gruppenverbdnde von Zellen, deren Zellmembranen miteinander verschmelzen, und so
verbesserte Zell-Zell Interaktionen ermdglichen. Der Vorteil von Spheroiden in der in vitro

Kultur wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen mehrfach beschrieben (Olive PL & Durand
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RE 1994; Koide N u. a. 1990; Kamihira M u. a. 1997; Dvir-Ginzberg M u. a. 2004; Dvir-
Ginzberg M u. a. 2003; Glicklis R u. a. 2000; Glicklis R u. a. 2004).

Auch in unserer Studie kann man angedeutet anhand der PAS Farbung den Vorteil von
Zellspheroiden erkennen. Im Versuch AIV waren nach 132 Stunden Zellkulturdauer
Glykogen positive und negative Zellverbande erkennbar. Zellverbdnde, deren Zellmembranen
miteinander verschmelzten und so funktionelle Einheiten bildeten, zeigten vermehrte
Glykogenspeicherung. Zellgrupierungen mit funktionellen Einzelzellen waren hingegen nach
132 Stunden Zellkultur Glykogen negativ (vgl. Abbildung AIV.2).

In der 96-Well Kultur zeigte sich bereits an Tag 1 eine vom Polymerrand zur Polymermitte
hin abnehmende Glykogenspeicherung (Abbildung BI/Il.3.a). Am 7. Kulturtag waren
grof3flichige Hepatozytenareale nur noch schwach positiv gefarbt (Abbildung BI/IL.3.b).
Ursdchlich konnten hier, wie bereits oben erldutert, Probleme der Hydrophobie sein. Aber
auch mangelnde Zell-Zell und Zell-Matrixinteraktionen kdnnten zu einer Dedifferenzierung
mit negativer Glykogenspeicherung gefilhrt haben. Neben den oben erwéhnten
Optimierungen beziiglich des Polymers und der Hydrophilierung kdnnten auch hiufigere
Medienwechsel einer nutritiven Mangelversorgung entgegenwirken. Hierbei muss jedoch
beachtet werden, dass es durch die mechanische Manipulation eines Medienwechsels zu

erhohten Abschwimmraten kommen kann.

6.7. Inmunfluoreszenz

Matrizen dienen als 3D Schablonen, um eine Unterstiitzung fiir Proliferation, Zellattachment
und Differenzierung der Hepatozyten in der in vitro Zellkultur zu bieten. Daher haben wir
eine Reihe von Immunfluoreszenzen etabliert, um die Strukturen des Zytoskelettes,
Differenzierung, Zell-Zell Interaktionen und Cytochromauspriagung darzustellen. Cytokeratin
18 und DAPI firben intakte Intermedidrfilamente des Zytoskelettes (CK18) sowie den
intakten Zellkern (DAPI). In Doppelfirbungen konnten so iibersichtlich intakte Zellgeriiste
dargestellt werden. HNF-4 ist ein wichtiger hepatozytenspezifischer nuklearer
Transkriptionsfaktor, welcher essentiell ist fiir die Herstellung und Erhaltung von
leberspezifischen Genexpressionen (Dean S u. a. 2010; Li J u. a. 2000; Lindros KO u. a.
1997; Schremm H u. a. 2002). Connexin 32 ist ein Hauptbestandteil des Gap junction Proteins
und ein Marker fiir Zell-Zell Verbindungen, welches in differenzierten Hepatozyten fiir Zell-
Zell Interaktionen spricht (Piechocki MP u. a. 2000). Cytochrome P450 sind Hamproteine mit
enzymatischer Aktivitdt, welche besonders in der Leber vorkommen. Cytochrome leisten

einen wichtigen Beitrag zur Verstoffwechslung von wasserunloslichen Stoffen
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(Biotransforamtion) durch Oxidation. Ihre Aufgabe in der Phase I Reaktion besteht darin,
molekularen Sauerstoff in eine reaktive Form zu iiberflihren und diesen in die Substrate
einzubauen. Dadurch sind Cytochrome neben anderen Funktionen ebenfalls essentiell fiir die
Entgiftungsfunktion und den First-Pass Effekt der Leber. Daher spielen sie eine zentrale Rolle
in der ADMET Forchung

Unsere Ergebnisse der Immunfluorezenz am 7. Kulturtag zeigen Hepatozyten mit intakten
Zytoskelett und Zellkern, was an den positiven CK18 und DAPI Firbungen ersichtlich ist
(vgl. Abbildung BI/I1.4.A1). In Abbidung BI/I1.4.C sind die Ergebnisse der Co32/CK18
Doppelfirbung zu sehen. Hier zeigen sich Hepatozyten ebenfalls mit intaktem
Intermediérfilament. Zell-Zell Kontakte sind durch die rote Farbung des Gap junction
Proteins Connexin 32 ersichtlich. Auch der Hepatozyten spezifische Transkriptionsfaktor
HNF-4 farbt sich am 7. Zellkulturtag positiv, was ein Marker fiir differenzierte Hepatozyten
zu diesem Zeitpunkt ist (vgl. Abbildung BI/I1.4.B). Cytochrome P450 sind am 7. Kulturtag
nicht nachweisbar. Aus vorherigen Studien ist bekannt, dass in konventionellen 2D Kulturen
ein rascher Verlust der Cytochrom Induktion als Ausdruck einer Dedifferenzierung gewertet
wurde (Shen C & Meng Q 2012; Hewitt NJ u. a. 2007; Tuschl G & Mueller SO 2006; Donato
MT & Castell JV 2003). Hier zeigen eigentlich 3D Kulturen ihre Stirke, da sie ldngere
Differenzierung mit der Mdglichkeit zur Induktion der Cytochrom Expression bieten. Auch in
Studien unserer eigenen Arbeitsgruppe mittels Nanofibrous PLLA Matrizen konnten diese
Vorteile gezeigt werden (Bierwolf J u. a. 2011). In den Ergebnissen dieser Arbeit muss die
fehlende Antikorperreaktion gegen Cytochrome P450 am 7. Zellkulturtag kein eindeutiger
Beweis fiir eine Dedifferenzierung der Hepatozyten bedeuten. Da in unserer Studie keine
spezifische Cytochrome Induktion stattgefunden hat, konnen die Ergebnisse der Cytochrom
Fluoreszens nicht als Marker fiir eine Dedifferenzierung gewertet werden. Genauere
Untersuchungen der Cytochrome P450 mit Subgruppenanalysen wurden mittels Real-Time
PCR Analysen durchgefiihrt (siche unten). Positive HNF-4 und Co32 Firbungen beweisen
eher das Vorliegen von hepatozytenspezifischen Faktoren mit Zell-Zell Verbindungen am 7.
Zellkulturtag. Um genaure Aussagen iiber das cytochrome Verhalten mit Subgruppenanlaysen

zu treffen miissten Induktions- und Inhibitionsversuche im weiteren Verlauf folgen.

6.8. DNA
Die quantitative Messung der DNA Konzentrationen ist im 24 sowie im 96-Well Format
moglich. Nachdem eine Standardkurve mit fiinf verschiedenen Zellisolierungen mit einer

Vitalitdt iiber 80% und Mindestzellzahl von E+08 erstellt wurde, konnte annhand dieser
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zuverldssig die Zellzahl errechnet werden. Der Vergleich der Versuche AIIl und AIV zeigt zu
Beginn wie zum Ende der Zellkultur hohere Zellzahlen in AIV (vgl. Tabelle 5). Dies konnte
aus der verbesserten Hydrophilierung in Versuch AIV resultieren (30min. Aqua dest. in AIIl
vs absteigender Alkoholreihe in AIV). Jedoch darf nicht vernachlissigt werden, dass die
Ausgangsvitditit in AIIl geringer als in ATV war (AILl 66% vs AIV 87%). Im 96-Well Format
sind die gesammelten Optimierungen ersichtlich. Verbesserte Besiedlungseffizienz durch
Zentrifugation, hydrophilere Polymerstruktur durch Vorbehandlung in einer absteigenden
Alkoholreihe zusammen mit einer erstmalig verwendeten ovaldren Well Form, welche ein
groBtmogliches Testvolumen erzielt, erbrachten die hochsten Zellzahlen zu Beginn wie zum
Ende der Zellkultur (vgl. Tabelle 5 und Diagramm 3).

Bei genauer Betrachtung der Zellzahlen im Verlauf der 96-Well Kultur gibt es ebenfalls
Unterschiede zwischen 2mm (BI/IL.1) und 3mm (BI/IL.2) Polymerdicken. Die DNA
Konzentrationen an Tag 1 im 3mm Polymer (11,56pg) sind hoher als im 2mm Polymer
(8,951ng). Jedoch ist der Abfall der DNA Konzentration bis zum Ende der Zellkultur
ebenfalls im 3mm Polymer mit 87,26% hdoher als im 2mm Polymer mit 71,58%. Dies konnte
erahnen lassen, dass in dickeren Polymerstrukturen die nutritive Versorgung nicht
ausreichend ist und dadurch die Zellzahlen drastischer fallen. Da unsere Werte diesbeziiglich
jedoch statistisch nicht signifikant sind, miissten in Zukunft noch weitere Tests erfolgen, um

diese Hypothese zu belegen.

6.9. RNA und Real-Time PCR

Bei der Entwicklung neuer Pharmaka spielen ADMET-Studien eine wichtige Rolle. Gerade
die Frage nach Toxizitdit und Metabolismus neuer Pharmakologika sind von besonderem
Interesse im Rahmen der Pharmakokinetik. Hierbei spielt die Leber und der First-Pass Effekt
eine entscheidene Rolle. Der Arzneimittelmetabolismus als wichtigste Determinate der
Arzneimittelclearance wird hauptsdchlich hepatogen durch die Cytochrome P450 Enzyme
gesteuert (Zuber R u. a. 2002). Aufgrund der polymorphen und induzierbaren Expressionen
der Cytochrome sind hierbei interindividuelle Unterschiede moglich.

Aufgrund der schnelleren Dedifferenzierung und schlechteren Induzierbarkeit der 2D
Hepatozytenkultur waren in der Vergangenheit nur schlechte Vergleiche der in vitro mit der
in vivo Siutation moglich (Shen C & Meng Q 2012). Zudem ist eine Downregulierung der
Cytochrome ab dem dritten Zellkulturtag als eine Konsequenz der Dedifferenzierung
anzusehen (Donato MT & Castell JV 2003; Hewitt NJ u. a. 2007; Tuschl G & Mueller SO
2006). Die 3D Hepatozytenkulturen zeigten aufgrund ldngerer Differenzierung der Zellen und
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besserer Vergleichbarkeit der Reaktionen auf CYP-Inhibition und Induktion im in vitro- zum
in vivo Modell Vorteile zur 2D Kultur (Shen C & Meng Q 2012).

In unserer Studie verwendeten wir die quantitative Real-Time PCR zur Beurteilung
leberspezifischer Genexpressionen. Die Expressionen wurden im Vergleich zum stabilen
Referenzgen Glycerinaldehyd-3-phophat Dehyrogenase (GAPDH) bestimmt. Bevor jedoch
eine quantitative Real-Time PCR durchgefiihrt werden konnte, musste zunichst die RNA aus
den Hepatozyten isoliert werden. Falls genug RNA Material vorhanden war ca. 400ng pro
Polymer, konnte eine Umschreibung von RNA in cDNA erfolgen.

Im 24-Well Format (Versuch AIV) konnte gezeigt werden, dass eine RNA Isolierung moglich
ist. Die Gesamtkonzentration der RNA in der 3D Kultur betrug zum Zeitpunkt 60 Stunden
50Ing und stieg bis zum Zeitpunkt 132 Stunden auf 889,5ng (vgl. Tabelle AIV.4). Damit
konnte gezeigt werden, dass die RNA Konzentrationen in der 3D Zellkultur ausreichten, um
eine rtPCR Analyse durchzufiihren. Zudem war in der 3D Kultur deutlich mehr RNA zu
isolieren als in der 2D Kultur (vgl Tabelle und Diagramm AIV.4). In der 2D Kultur betrugen
die Werte zum Zeitpunkt 60 Stunden 60ng und zum Zeitpunkt 132 Stunden 64ng und waren
daher nicht zu weiteren rtPCR Analysen geeignet.

Auch im 96-Well Format (Versuch BI/IT) konnte an Tag 1 und 7 genug RNA isoliert werden,
um ein Umschreiben in cDNA vorzunehmen. Es scheint einen Vorteil von 3mm Polymeren
zu 2mm Polymeren zu geben. Bei Betrachtung der Ergebnisse (vgl. Tabelle VBI/IL.5 und
Diagramm VBI/I1.4) konnten wir feststellen, dass eine Umschreibung in cDNA wegen zu
geringer RNA Konzentration am 7. Zellkulturtag bei den 2mm Polymeren (VBI.1) nicht
moglich war. Da diese Ergebnisse statistisch nicht signifikant sind, miissten diese Indizien
erst durch weitere Studien belegt werden.

Die Genexpressionsanalyse flir Albumin zeigte iiber den gesamten Zellkulturverlauf
nachweisbare Gene, auch wenn sie vom 1. Kulturtag zum 7. Kulturtag abnehmend waren.
Damit bestitigt die PCR Analyse unsere Uberstandsmessungen, die ebenfalls
Albuminsekretionen im Uberstand iiber 7 Tage nachweisen konnten (vgl. Tabelle und
Diagramm BU/IIL.1). Auffillig war die Betrachtung der Genexpressionen der Subgruppen der
Cytochrome P450. Hier zeigte sich ein Wechsel einzelner Subgruppen im Verlauf der sieben
tagigen Zellkultur. Wéhrend Cyplal und Cypla2 am 1. Kulturtag noch expremiert waren,
waren an Tag 7 keine (Cyplal) bis nur noch geringste (Cypla2) Genexpressionen messbar.
Umgekehrt verlief es mit den Subgruppen Cyp2b2 und Cyp3a2, welche an Tag 1 keine und an
Tag 7 erhohte Genexpressionen aufwiesen. Generell ist anzumerken, dass wir keine spezifiche

Cytochrome Induktion vorgenommen haben. Dennoch konnten Bestandteile unseres
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Zellkulturmediums diese Ergebnisse erkliren. Wichtig ist zu wissen, dass in unserem
Zellkulturmedium Dexamethason und Foetal Bovine Serum enthalten sind.

Aus anderen Studien ist bekannt, dass Dexamethason eine Induktion von Cyp3a und 2b
Subgruppen erzeugen kann (Maurel P 1996; Lake BG u. a. 1998). In genaueren
Subgruppenanalysen an Rattenhepatozyten zeigten Meredith et al, dass eine signifikante
Steigerung der mRNA  Werte von Cyp2bl, Cyp2b2 und Cyp3al durch
Dexamethasoninduktion entstehen kann. Desweiteren wurden nur geringe Steigerungen von
Cyp3a2 und keine Steigerung von Cypla2 und Cyp4al Expressionen beschrieben (Meredith
C u. a. 2003). Tuschl und Mueller fanden zudem das die Expression von Cyplal mRNA
Serum abhéngig ist. Sie zeigten, dass in Serumfreien Zellkulturen eine erhohte Expression
von Cyplal messbar ist, wihrend es in Serumbeinhalteten Medien zu einer Reduzirung der
Cyplal Expressionen kommt (Tuschl G & Mueller SO 2006).

Fast man diese Studien mit unseren Ergebnisses zusammen, sind die Ergebnisse der
wechselnden Cytochrom Subgruppen erkldrbar. Die Cyp2b2 und 3a2 sind nur an Tag 7
positiv, da sie durch das im Medium vorhandene Dexamethason induziert werden. Cypla2
weist laut Meredith et al nur eine geringe Induzierbarkeit auf, was auch unsere niedrigen
Expressionsraten an Tag 7 erkldren konnte. Durch das im Medium befindliche Bovine Serum
wird das Cyplal inhibiert, was den Expressionsverlust von Tag 1 zum Tag 7 erkldren konnte.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass die RNA Isolierung und Genexpressionsanalysen mittels
rtPCR Verfahren im 96-Well Format moglich sind. Zudem sprechen die Ergebnisse der rtPCR
Analysen fiir differenzierte Hepatozyten am 7. Zellkulturtag. Daher sind auch in vitro
Hepatozytenkulturen im 96-Well Format ein ausreichendes Tool, um Expressionsanlysen
durchzufiihren.
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7. Zusammenfassung

Einleitung: Hepatozytenkulturen mittels Tissue Engineering auf Polymergeriisten sind neben
threr Verwendung in der Transplantationsmedizin auch als in vitro Testsysteme fiir
Arzneimittelentwicklung fiir ADMET Studien interessant. Tierexperimentelle Forschung und
klinische Studien an humanen Probanden sind notwendig, gelten jedoch als teuer und ethisch
umstritten. Daher sind in vitro Zellkultursysteme fiir ADMET Studien als wichtige
Alternative zu nennen. Sie zeichnen sich durch Kosteneffizienz weniger Kontroversitit und
leichterer Durchfiihrbarkeit sowie besserer Reproduktion aus. Aufgrund des dkonomischen
Drucks ist die Industrie auf robuste und effektive Testsysteme mit der Mdoglichkeit eines
hohen Durchsatzes angewiesen. Hier sind vor allem 96-Well Systeme als zukunftstrachtig zu
nennen. Die Anwendung dieser Kulturen ist in der pharmazeutischen Forschung momentan

allerdings noch nicht ausreichend etabliert.

Methoden: Wir nutzten ein modifiziertes synthetisches PLLA Polymer welches eine hohe
Porositit mit Vernetzung zwischen den Poren fiir bessere Zell-Adhision, Migration,
Genexpression, Nahrstofftransport und Differenzierung bieten sollte. Zunédchst wurden
aufgrund der neuen Polymerstrukturen Charakterisierungsversuche im 24-Well Format notig.
Nach weiteren Polymer- und Besiedlungsmodifizierungen sowie Etablierungen von
Uberstandsmessungen, Histologiegewinung, DNA und RNA Isolation erfolgte die
Durchfiihrung der statischen in vitro Hepatozytenkultur im 96-Well Format.

Ergebnis: Im 24-Well Format konnte die 3D in vitro Hepatozytenkultur erfolgreich etabliert
werden. In Vorversuchen zeigte sich zunéchst eine geringe Besiedlungseffizienz mit
hydrophober Polymereigenschaft. Durch die Zentrifugationsbesiedlung und einem
zusitzlichen Schritt zur Hydrophilierung des Polymers konnten vollere Polymerstrukturen mit
vitalen Hepatozyten in der Histologie erreicht werden. In den Uberstandsmessungen konnte
iiber die gesamte Zellkulturdauer Albumin gemessen werden. Zudem wurde in der
Etablierungsphase deutlich, dass Vitalititsmessungen am Uberstand durch den WST-1
Umsatztest nicht flir unsere Polymerstrukturen geeignet waren. Im 96-Well Format konnte
erfolgreich  die  statische in vitro Hepatozytenkultur  durchgefiihrt  werden.
Uberstandsmessungen sind mdglich und zeigten die hdchsten Albuminkonzentartionen auch
im Vergleich zur 24-Well Kultur. Es konnten mittels DNA Messung Riickschliisse auf die
Zellzahlen gezogen werden. Zudem konnte ausreichend RNA isoliert werden, um eine reverse

Transkription in ¢cDNA durchzufiihren. Mittels rtPCR sind spezifische Genanalysen (z.b.
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Cytochrome P450) in der 96-Well Kultur moglich. In der Immunfluoreszenz konnten am
letzten Kulturtag positve Antikorperreaktionen auf heptozytenspezische Faktoren (HNF-4),
Intermediérfilamente (CK18), Gap junctions (Co32) und Zellkerne (DAPI) nachgewiesen

werden.

Disskussion: Wir konnten zeigen, dass die statische in vitro Hepatozytenkultur auch im 96-
Well Format moglich ist und als Tool fiir ADMET-Studien verwendet werden kann. Trotz
geringem Platzangebot konnten ausreichend Zellen kultiviert werden. Genanalysen,
Uberstandsmessungen, Histologie sowie Immunfluoreszenzen sind in der 3D Kultur im 96-
Well Format moglich. Hydrophobe Polymereigenschaften konnten kompensiert werden. Die

initial geringe Besiedlungseffizienz konnte gesteigert werden.
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