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zu der Uberlegung fiihren, ob die Politik,
nach einem gesetzlichen Verbot zu
trachten, nicht doch zuviel Zeit kostet.
UCSF (University of California at San
Francisco) schreibt zum Beispiel: .In or-
der to eliminate the use of mice and to
avoid pain, discomfort, or distress to ani-
mals from the production of monoclonal
antibodies using mouse ascites, both
OPRR (Office for Protection from Re-
search Risks) and USDA (US Department
of Agriculture) encourage the use of al-

ternative methods to produce monoclonal
antibodies in vitro, without compromising
the aims of the study. Institutional Animal
Care User Committees are now expected
to critically evaluate all protocols which
propose using the mouse ascites method,
and only allow in vivo production on the
basis of strong scientific justification.
UCSF has responded to this oy setting up
a core laboratory within the Cell Culture
Facility toproduce in vitro antibodies for
UCSF investigators." Auch in Kanada

kommt der Forscher, der weiterhin mit der
Aszitesmaus arbeiten will, in einen
Rechtfertigungsnotstand. Der Canadian
Council onAnimal Care (CCAC) schreibt
in einem Entwurf: ,,Every attempt should
be made to use an in vitro methodfor pro-
duction of mAbs. Therefore, any proposed
production of monoclonal antibodies us-
ing the ascites method requires justifica-
tion by the investigator to the animal care
committee."
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Einleitung
Die Pathogenese der Induktion und des
Wachstums eines Neurofibroms ist unbe-
kannt. Bis zum heutigen Tage existiert kein
aussagekraftiges Tier- oder in vitroModell,
mit dem diese Fragestellungen oder gezielte
pharmakologische Testungen untersucht
werden konnen. ImNF/HET-CAM-Modell
lieBen sich jedoch Vaskularisierung und
Wachstum, sowie Infiltrationsverhalten der
Schwannzellenin vorangegangenen Unter-
suchungen nachweisen. Bei histologischen
Untersuchungen zumWachstumsverhalten
yon Neurofibromen (NF) auf der CAM
zeigte sich in der friihen Phase, d.h. vor
Beginn der Vaskularisierung der NF-Pro-
be, eine vollstandige Mastzelldegranulati-
on innerhalb der Grenzzone zwischen
CAM und NF-Probe. Somit konnten die
Mastzellen, die eine Vielfalt yon Mediato-
ren (bFGF, TNF-a, VEGF) und Substan-
zen (Histamin, Heparin) enthalten, die di-
rekt oder indirekt eine Induktion der An-
gioneogenese auslosen konnen, fiir die er-
ste Phase des Neurofibromwachstums von
Bedeutung sein. Ziel dieser Arbeit war es
daher, anhand desNeurofibrom-CAM-Mo-
dells durch phannakologische Blockade der
Degranulation der Mastzellen einen direk-
ten EinfluBderMastzellmediatoren auf die
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Neovaskularisation des Tumors zu bestati-
gen. Hierzu wurden die beiden klinisch ver-
wendeten .Jvlastzellstabilisatoren" Ketoti-
fen und Cromoglicinsaure eingesetzt.

Material und Methode
1.Zunachst wurden die direkten Effekte irn
Bereich yon lOnM - lOOmMvan Ketotifen
und Cromoglicinsaure auf der CAM gete-
stet. Die einmalige Applikation erfolgte am
6. Bebrutungstag der SPF-Eier (38,rC,
Luftfeuchtigkeit 60%). Morphologische
Veranderungen iiber einen Zeitraum von 6
Tagen wurden dokumentiert.
2. Frisch entnommene Neurofibrompro-
ben (pro Konzentration n=S) wurden zu-
sammen mit je SOml der mit NaCI ver-
diinnten Substanzen Ketotifen (lmM-
10nM) und Crornoglicinsaure (lOOmM
bis lOnM) auf die CAM transplantiert. In
den Kontrollgruppen wurde lediglich
SOiJ,1NaCI appliziert. Makroskopische
Veranderungen wurden ilber 6 Tage do-
kumentiert.

Ergebnisse
Die Substanzen bewirkten unter IOm.Mfiir
Ketotifen und 100mM fiir Cromoglicin-
saure keine makroskopischen Veranderun-
gen an der CAM. In der Versuchsreihe mit

Ketotifen (1OnM-lOOOnM)sowie Crorno-
glicinsaure (lO-lOOnM) zeigten die Neu-
rofibromproben auf der CAM eine unbe-
einflulsteNeovaskularisation und Grolsen-
zunahrne. Im Gegensatz dazu kam es nach
der Applikation yon lOmM Crornoglicin-
saure zu einer vollstandigen Blockade des
Anwachsens des Tumors mit ausbleiben-
der Neovaskularisation und damit zur Tu-
mornekrose bei erhaltener vitaler CAM.

Diskussion/Zusammenfassung .
Cromoglicinsaure im Gegensatz zum Ke-
totifen blockiert nach der Applikation yon
einer l Omlvl-Losung (lOOmM Losung
wird klinisch zur Behandlung der allergi-
schen Konjunktivitis eingesetzt) die In-
duktion der Neovaskularisation der NF-
Proben. Ketotifen gilt als sehr schwacher
Mastzellstabilisator und erreicht klinisch
eher Antihistaminika-Effekte. In weiteren
Untersuchungen miissen die Effekte der
Cromoglicinsaure sicherlich analysiert
werden. Diese Untersuchungen verdeut-
lichen aber, daB das NF/HET-CAM-Mo-
dell als zur Zeit einziges in vivo Modell
zur Anzuchtung yon Neurofibromen er-
moglicht, einzelne Teilschritte der Patho-
genese zu analysieren und mit diesem
Wissen gezielt pharmakologisehe Inter-
ventionen am gleichen Modell zu unter-
suehen und zu entwickeln.
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wic durch Validierungsstudien auf natio-
naler und europaischer Ebene (Doehmer
et al., 1999). Auf nationaler Ebene wurde
die V79-Zellbatterie im Rahmen eines bis
Februar 2001 durch das BMBF geforder-
ten Verbundvorhabens "Die Nutzung he-
patischer Funktionen fur in vitro Verfah-
ren zur Priifung von Stoffen mit dem Ziel
der Einsparung von Tierversuchen", Teil-
projekt 4, Forderkennzeichen 0311259
gepruft, dessen Phase III zur Zeit unter
massgeblicher Beteiligung von Johannes
Dahmer als einem der drei Koordinato-
ren vorbereitet wird. Auf europaischer
Ebene erfolgte die Prufung durch das Eu-
ropean Centre for the Validation of Alter-
native Methods (ECVAM) am Joint Re-
search Centre der EU in I-Ispra im Rah-

men eines Pravalidierungsabkommens
,,Performance Evaluation of an In Vitro
Cytochrome P450 mediated Toxicity
Screening System in View of the Prevali-
dation Phase", Contract No. 13508-97-12-
10, das erst kiirzlich im Dezember 1999
erfolgreich becndet wurde. Die koopera-
tive und strategische Verbindung zu
ECVAM (Michael Balls und Sandra Coek-
ke) bleibt nach auBerordentlich positiver
Erfahrung und Interesse an weiteren Ent-
wicklungen bei beiden Partnem bestehen.
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Einleitung
Die Neurofibrornatose Typ 1 (NFl) mit
einer Pravalenz von 1:3500-1 :4000 ist die
haufigste hereditare Systemerkrankung.
Typisch ist die Entwicklung von bis zu
mehreren tausend Neurofibromen (NF).
Die Pathogenese der Neurofibromentste-
hung und das rasche Wachstum nach rne-
chanischen Traumen oder Rezidivent-
wicklung nach inkompletter chirurgi-
scher Entfernung ist unbekannt. Neben
Schwannzellen, Perizyten und Fibrobla-
sten-ahnlichen Zellen findet sich im Neu-
rofibrom eine deutliche Vermehrung von
GefaBen und MastzeIlen, die eine wesent-
liche Rolle bei der Neurofibromentste-
hung spiel en sollen. Gegenstand der Ar-
be it war, die friihen Veranderungen in
traumatisierten NF aufzuzeichnen und
die Befunde im HET-CAM Modell nach-
zuvollziehen.

Material und Methoden
I. 4 kutane Neurofibrome wurden aile am
vierten Tag nach zufalliger, rnechanischer
Traumatisierung laserchirurgisch entfemt
und formalinfixierte Gewebeschnitte der
NF histologisch (HE/Giemsa) und immun-
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histochemisch (ABC-System, DAKO) an-
gefarbt,
II. Fragmente von Neurofibromen (n=20)
wurden auf die Chorioallantoismembran
(CAM) von Huhnereiem (5. Bebriitungs-
tag) transplantiert und die Veranderungen
der CAM und des NF-Fragrnentes zeitab-
hangig histologisch und immunhistologisch
untersucht

Ergebnisse
Traumatisierte Neurofibrome:
Im Bereich der Traumatisierungen fanden
sich eine Hyperamie, degranulierte Mast-
zellen sowie eine Induktion der Angioge-
nese bei ansonsten unauffalligern histolo-
gischem Befund.

NF/HET-CAM- Modell:
Bereits 6 Stunden nach Transplantation be-
stand eine starke Adhasion der NF-Frag-
mente mit der CAM sowie degranulierte
Mastzellen im Bereich der Kontaktstelle
zwischen CAM und NF. Nach 24 Stunden
bildete sich eine Hyperplasie des rneso- und
ektodennalen Anteils der CAM und eine
deutliche Gefabvermehrung innerhalb der
CAM aus. Die Mastzellen sind im Bereich

der Kontaktstelle fast vollstandig degranu-
liert. Am 3.-4. Tag infiltrieren CAM-Gefa-
Be das Neurofibromfragrnent und erste zar-
te Gefalse sind makroskopisch erkennbar.
Am 5.-6. Tag infiltrieren SlOO-pos. Zellen
(Schwannzellen) die CAM und multiple,
teils groBvolumige GefaBe mit kemhaltigen
Erythrozyten durchziehen das NF.

Diskussion/Zusammenfassung
Traumatisierte NF weisen eine erhohte
Proliferationstendenz auf. Der Mechanis-
mus dieses plotzlichen Wachstums ist un-
geklart. Bereits Riccardi vermutete, daB
die Mastzelle eine Rolle spielen konnte
und untersuchte die Wirkung von Ketoti-
fen als "Mastzellstabilisator" auf das
Wachstumsverhalten der NF, konnte aber
in kontrollierten Studien auBer typischen
Nebenwirkungen eines Antihistarnini-
kurns keine signifikanten Effekte auf das
Wachstum der NF belegen. Aufgrund feh-
lender Tiermodelle konnen andere Sub-
stanzen, wie z.B. die Cromoglicinsaure,
bisher nur "am Patienten" evaluiert wer-
den. Das hier vorgestellte NF/HET-CAM
Modell spiegelt nicht nur die analogen
Veranderungen von traumatisierten NF
wider, sondern errnoglicht einerseits die
Analyse von Mechanismen und Mediato-
ren, die in der friihen Phase der Wachs-
tumsinduktion eine Rolle spielen, und an-
dererseits konnen die Effekte einer geziel-
ten pharmakologischen Blockade von
Mediatoren oder deren Freisetzung auf das
Wachstumsverhalten von Neurofibromen
getestet werden.
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im Sinne des Tierschutzes gepruft unddie
Bestimmungen im Bedarfsfall geandert
werden.

Die Kommission begrtindet die standi-
gen Verzogerungen des Vermarktungsver-
botes auch damit, dass die Sicherheit des
Verbrauchers gewahrleistet werden muss.
Die Sicherheit des Verbrauchers wird je-
doch durch ein Vermarktungsverbot nicht
gefahrdet. Grundsatzlich darf ein Herstel-
ler nur Kosmetika auf den Markt bringen,
die fur den Verbraucher unbedenklich
sind. AIle Produkte, die in der EU ver-
kauft werden, mussen bestimmte Sicher-
heitsanforderungen erfullen. Mit den der-
zeit verfugbaren, toxikologisch charakte-
risierten 8000 Inhaltsstoffen kann die In-

dustrie gesundheitlich unbedenkliche und
innovative Kosmetika herstellen, bis in
allen Bereichen der Sicherheitsprtifung
tierversuchsfreie Methoden anerkannt
sind.

Del' Deutsche Tierschutzbund halt da-
her ein Vermarktungsverbot fur durch-
setzbar und wird daher zusammen mit
seinen europaischen Partnerorganisatio-
nen dieses auch weiterhin einfordern.
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Die Chorioallantoismembran des befruch-
teten Huhnereies (CAM) bietet ein aus-
gezeiehnetes Modellsystem zur Kultivie-
rung human en Tumorgewebes und eignet
sieh fur Untersuchungen des Metastasie-
rungsverhaltens. Bereits nach 2 bis 3 Ta-
gen werden die Transplantate yom Blut-
system des Wirtsorganismus versorgt, und
es konnen Tumorzellen im Wirtsgewebe
nachgewiesen werden. Die Transplantat-
Wirt-Interaktion bleibt bislang jedoch
noch weitgehend unklar.

SlOOB, ein dimeres Protein mit einem
Molekulargewicht yon 21 kDa, wird seit
langem als diagnostischer Marker bei der
immunhistopathologischen Diagnose des
Melanoms eingesetzt. Daruber hinaus

wird seit einiger Zeit S 100B im periphe-
ren B lut als humaner Metastasen- Tumor-
marker eingesetzt.

S lOOB-positive Metastasenproben yon
Patienten mit erhohten S 100- Werten im
peripheren Blut wurden auf 20 Eier
transplantiert. Das KontroIlkoliektiv urn-
fasste nicht transplantierte Eier und sol-
che mit Bindegewebstransplantaten (Ne-
gativkontrollen) sowie Eier mit aufge-
saten humanen Melanomzellen (Positiv-
kontrollen). Nach einem Waehstum yon
5 Tagen wurde jeweils vor Entnahme der
Transplantate Blut aus einem der grolie-
ren Gefafie der Wirtsmembran entnom-
men und auf den Gehalt an S100B unter-
sucht.
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Verfahren zur BiokompatibilitatsprUfung
yon medizinischen und zahnmedizinischen
Produkten sind in ISO-Norm 10993 veran-
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kert. Dieser Normentext umfasst 18 Teile:
Teil I enthalt allgemeine Grundlagen. In
Teil 2 wird auf Tierschutzaspekte der Si-

In Blutproben nicht transplantierter
Eier konnte S 100B nicht nachgewiesen
werden. Negativkontrollen mit huma-
nem Bindegewebe lagen unter dem
Grenzwert von 0.12 !A-g/I,der fur huma-
ne Blutproben angenommen wird. Die
Positivkontrollen mit Melanomzellen
zeigten hoch positive Werte bis 1.19 !A-g/
I. Blutproben aus dem Huhnerei mit hu-
manen Melanom-Xenotransplantaten la-
gen zu 80% tiber dem Grenzwert mit
Spitzenwerten bis zu 32 !A-g/ml. Diese
Ergebnisse stimmten mit den Beobach-
tungen der S 1OOB- Werten im peripheren
Blut bei Patienten mit neu aufgetretenen
Melanommetastasen uberein,

Der Nachweis yon humanem S100B
im peripheren Blut der xenotransplan-
tierten CAM weist darauf hin, dass zwi-
schen humanen Transplantaten und der
Wirtsmembran eine Interaktion stattfin-
det. Weitergehende Untersuchungen
mtissen zeigen, wie sich dieses System
zur Erforschung der Einwirkung exoge-
ner Stimuli auf die Xenotransplantate
einsetzen lasst,

cherheitsprufung eingegangen. Tierver-
suchsfreie Verfahren sind in den Teilen 3
bis 5 aufgefuhrt, in denen die Priifung der
Genotoxizitat, der Hamokompatibilitat und
Zytotoxizirat beschrieben wird. Tierversu-
ehe sind auBer in den Teilen 3 und 4 (Kar-
zinogenitat und Reproduktionstoxizitat so-
wie Hamokornpatibilitat) in den Teilen 6,
10, 11 und 16 enthalten, in denen die Ge-
biete der Implantationseffekte, Irritation,
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Sensibilisierung, systemischen Toxizitat
und Toxikokinetik vorgestellt werden.
Aus der Sicht des Tierschutzes ist es er-
freulich, dass in vitro Verfahren Eingang
in die Sicherheitsprufstrategien fur Me-
dizinprodukte gefunden haben. In Para-
graph 4.9 des Tierschutzteils der Norm ist
sogar verankert: .Das Endziel yon ISO
10993 ist es, auf Tierversuche verzichten
zu konnen." Vertreter des Tierschutzes
arbeiten in den zustandigen Normen-Ar-
beitsausschussen mit, urn einen Beitrag
dazu zu leisten, dass dieses Ziel kontinu-
ierlich verfolgt wird. So muss immer wie-
der iiberprtift werden, welche Tierversu-
che ersatzlos gestrichen werden konnen,
da mit ihnen keine relevanten Aussagen
gewonnen werden (z.B. die Untersu-
chung der anomalen Toxizitat, die noch
in verschiedenen produktspezifischen
DIN-Normen vorgeschrieben wird
(Svendsen et aI., 1996». Weiterhin wird
verfolgt, in welchen Gebieten tierver-
suchsfreie Verfahren bestimmte Tierver-

suche ersetzen konnen (z.B. Pyrogentest
mit Limulus-Amobozyten-Lysat oder
humanem Vollblut an stelle des Kanin-
chen-Pyrogentests). Und es wird hinter-
fragt, fur we1che Produkte oder Substanz-
klassen aufbestirnmte oder gar alle Tier-
versuche verzichtet werden kann. (So
sollte ein Intrakutantest nur dann durch-
gefuhrt werden, wenn das betreffende
Material auch mit der Haut in Kontakt
kommen wird (Svendsen et al., 1996);
und Kjellstrand et al. postulierten bereits
1994, dass zur Sicherheitsprilfung yon
Polymeren alle fur die Sicherheitspriifung
relevanten Informationen mit in vitro Ver-
fahren gewonnen werden konnen.) 1mHin-
blick auf diese Fragestellungen mussen die
Nonnenkapitel immer wieder dem Stand
der Forschung angepasst werden. Sollte fur
ein bestimmtes Untersuchungsgebiet ein
aussagekraftiger, aber nicht validierter in
vitro Test vorhanden sein (so wie der in
vitro Test zur Untersuchung der Schleim-
hautvertraglichkeit yon Dentalprodukten
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Das BgVV stellt seit Februar 2000 die
Datenbank der ZEBET uber Altemativme-
tho den zu Tierversuchen in englischer
Sprache bei DIMDI online zur Verfugung.
Die ZEBET Datenbank ist lizenzfrei un-
ter der Adresse http://gripsdb.dimdi.de/
germ/gui.html erreichbar. Recherchen in
der ZEBET Datenbank sind mit Free
grips-WebSearch oder mit dem grips-
Kommandomodus moglich. Online-Besu-
chern der ZEBET Datenbank stehen aIle
Leistungen des DIMDI-Benutzerservices
zur Verfugung,

Die 1989 gegrundete Zentralstelle zur
Erfassung und Bewertung von Ersatz- und
Erganzungsmethoden zum Tierversuch
(ZEBET) im BgVV hat die behordliche
Aufgabe, Ersatz- und Erganzungsmetho-
den zu Tierversuchen zu dokumentieren,
ihre Einsatzmoglichkeiten fur die Praxis
zu bewerten und, wenn notig, auch ihre
Anerkennung durchzusetzen. Ziel der Ar-
beit der ZEBET ist es, dazu beizutragen,

ALTEX 18, 1/01

vor allem behordlich vorgeschriebene
Tierversuche soweit wie moglich zu er-
setzen. Dazu stellt ZEBET Wissenschaft-
lem aus der Industrie, Universitaten und
Behorden Informationen iiber Altemativ-
methoden in einer Datenbank ZUI Verfu-
gung. ZEBET fuhrt auBerdem eigene For-
schung durch und vergibt Forschungspro-
jekte an andere Institutionen, urn neue
Methoden zu entwickeln, die Tierversu-
che verringem oder ersetzen konnen.

Das deutsche Tierschutzgesetz und auch
die iibergeordnete EU-Richtlinie 86/609/
EEC zum Schutz yon Versuchstieren
schreiben vor, dass bei der Vorbereitung
yon Versuchsvorhaben zu priifen ist, ob
der verfolgte Zweck nicht durch andere
Methoden oder Verfahren als den Tierver-
such erreicht werden kann (§ 7, Abs. 2,
Satz 2 Tierschutzgesetz). Die ZEBET
Datenbank hat die Aufgabe, Altemativme-
thoden fur die Prufung der Unerlasslich-
keit yon Tierversuchen bereitzustellen.

(Schmalz et al., 1995)), ist aus der Sicht
des Tierschutzes zu fordern, dass dessen
Validierung eingeleitet und zugig voran-
getrieben wird. Bei positivem Ausgang der
Validierungsstudien mussen die entspre-
chen den Tierversuche schnell und unbii-
rokratisch ersetzt werden.
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Aufgrund der wissenschaftlichen Be-
wertung durch Mitarbeiter der ZEBET
werden in der ZEBET Datenbank aus-
schlieBlich Methoden dokumentiert, die
eine del' drei folgenden Anforderungen
erfullen:
~ Refinement das Leiden und die
Schmerzen der Versuchstiere werden ver-
mindert;
~ Reduction die Zahl der Versuchstiere
wird reduziert;
~ Replacement durch die Anwendung der
Methode werden Tierversuche ersetzt.

Diese Kriterien entsprechen dem wis-
senschaftlichen Prinzip der ,,3R" zur Ent-
wicklung vonAltemativmethoden zu Tier-
versuchen, das yon Bill Russel und Rex
Burch 1959entwickelt und in ihrem Buch
"The Principles of Humane Experimental
Techniques" veroffentlicht wurde.

Die Dokumente in der ZEBET Daten-
bank enthalten folgende Inhalte: Bezeich-
nung der Methode, Schlagworter, Bewer-
tung, Zusammenfassung und bibliogra-
phische Angaben. ZEBET hat gegenwar-
tig fur 110 Altemativrnethoden Dokumen-
te erarbeitet, yon denen jetzt 50 iiber
DIMDI abrufbar sind. ZEBET ist ftir die
Aktualisierung der bereits vorhandenen
Dokumente und die Anfertigung neuer
Dokumente verantwortlich.
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Einleitung
Die Chorioallantoismembran des bebriite-
ten Hiihnereis ist ein seit langem etablier-
tes in vivo Modell in der Tumorforschung
und erfahrt in letzter Zeit aIs Tierversuchs-
Ersatzmodell eine Renaissance. Mit An-
wachsraten von 40-100% wurden Tumor-
proben und Tumorzellen bereits in den
flinfziger Jahren transplantiert. Entschei-
dend fiir die Aussagekraft der Ergebnisse
als Testmodell ist die Einschatzung der
Vitalitat eines transplantierten Tumors vor
Versuchsbeginn, wenn Nekrose oder Apo-
ptose induzierende Verfahren erprobt wer-
den solJen. Da die makroskopische Ein-
schatzung der Vitalitat z.B. bei pigmentier-
ten Tumoren wie Melanomen oder Glio-
blastomen schwerfallt, ist ein Verfahren zur
objektiven Testung der Vitalitat der Tumo-
ren unabdingbar.

Ziel dieser Arbeit war, unterschiedliche
Methoden zur in situ Vitalitatsbestimmung
von transplantierten Tumoren der CAM auf
ihre Aussagekraft zu priifen. Dabei sollen
die Verfahren ohne Schadigung derTumor-
probe oder der CAM, sowie topischer/sy-
stemischer Applikation von Precursorsub-
stanzen, wie z.B. 5-AminoHivulinsaure
oder Methylenblau, eine objektivierbare
Aussage uber die Vitalitat des transplan-
tierten Tumors liefern.

Material und Methoden
HET-CAM-ModelI: Auf die CAM von
Hiihnereiern (5. Bebriitungstag) wurden
frisch entnommene Proben von 30 unter-
schiedlichen soliden Tumoren und Neuro-
fibromen transplantiert und fur max. 6 Tage
kultiviert. Vitalitatsmessungen und makro-

skopische Befunddokumentationen wurden
taglich durchgefiihrt. Entsprechend der Ver-
suchsplanung wurden die Tumorproben mit
der CAM in Formalin fixiert und der Vitali-
tats grad der Tumorzellen sowie der Vasku-
larisierungsgrad im Hli-Praparat bestimmt.
I. LenA-System (Laserinduzierte endosko-
pische Autofluoreszenz, LMTB GmbH, D-
Berlin): Nach Aruegung mitte1s Stickstoff-
laser wird semi-quantitativ NADH in
nmol/g fluoreszenzspektroskopisch detek-
tiert. Insgesamt wurden die NADH-Kon-
zentrationen von 26 unterschiedlichen soli-
den Turnoren nach Transplantation auf der
CAM mehrmals an einem Tag und im Ver-
lauf der Kultivierung (>600 Messungen)
ermittelt und der makroskopische Befund
dokumentiert und histologische Untersu-
chungen der Transplantate auf Vitalitat und
Vaskularisation vorgenommen.
II. Infrarot -Thermographie (Varioscan 2011,
Jenoptik): Detektion erfolgte im spektralen
Bereich von 8-12 urn mit einer Auflosung
von 1,5mrad, einem Bildfeld von
30oHx20oV und 300 Pixel/Zeile und einem
Bildaufbau von 1,2 Bildem pro Sekunde.
Die Temperaturunterschiede wurden farb-
kodiert dargestellt. Messungen an insgesamt
3 Transplantationsserien am 2. und 5.Tag
wurden durchgefiihrt.
ill. Laser-Doppler -Flowmetrie: Verwendet
wurde der Laser-Doppler-Imager der Fir-
ma Moor-Instruments Ltd (UK), der uber
einen HeNe-Laser mit 633nm und einen In-
frarotlaser mit 780/830nm Lichtemmission
verfugt. Aus den reflektierten Lichtanteilen
konnten relative Fluxraten pro Einzelpunkt
zeitaufgelost oder als relative Fluxraten ei-
nes gescannten Feldes dargestellt werden.
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Messungen wurden an 10 transplantierten
Neurofibromen direkt und am 5. Tag nach
Transplantation durchgefiihrt.

Ergebnisse
Die Methoden I und II zeigten sich als
ungeeignet. Bei den NADH Messungen
kam es zu deutlich differierenden Werten
der NADH-Messungen am gleichen Tag
und im Verlauf von Tag zu Tag. Ferner
fanden sich nur geringe Korrelationen mit
makroskopischen und histologischen Be-
funden. Bei der Untersuchung mittels In-
frarot -Thermographie kam es zu vollstan-
diger Uberstrahlung der Tumorflache
durch die CAM. Die Messungen von
FluBraten mittels Laser-Doppler-Flowme-
trie stellte sich als aussagekraftigste Me-
thode dar. Wahrend der Tumor direkt nach
Transplantation keine Pulsation in der
Einzelpunktmessung aufwies, konnten im
Tumor am 5. Transplantationstag Pulsa-
tionen wie in vergleichbaren kleinen Ge-
faBen der CAM dargestellt werden. Die-
se Pulsationen entsprachen dem Puls-
rhythmus der CAM-GefaBe. Auch im
Scanmodus lieB sich der Tumor anhand
des hoheren Fluxes im Vergleich zur
CAM darstellen, jedoch kam es zu Uber-
lagerungen durch Spiegelung von Arte-
fakten, so daB sich der Tumor ohne Kennt-
nis der Position nicht eindeutig abgren-
zen lieB.

Diskussion/Zusammenfassung
Irn Vergleich zu den anderen Verfahren
erwies sich die Laser-Doppler-Flowmetrie
als einzige Methode zur objektiven in situ
Vitalitatseinschatzung von transplantierten
Tumoren auf der CAM ohne Schadigung
des Tumors oder Applikation von Substan-
zen, wie z.B. Methylenblau. Somit kon-
nen vor jedem Versuchsansatz gezielt an-
gezuchtete Tumorproben mit gleichem
Vaskularisierungsgrad ausgewahlt und
eingesetzt werden. Damit konnen z.B.
PDT-Effekte an Tumormaterial (Nekrose/
Apoptose/Thrombosierung von Gefallen)
oder pharmakologische Testungen prazi-
ser gedeutet und analysiert werden.
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5.4 Wirksamkeitspriifung yon Anti-
Lymphozyten Seren
Wirksamkeitspriifung von Anti-Lympho-
zyten Seren: Entwicklung und Validierung
von in vitro Methoden als Ersatz des Af-
fenhauttransplantationstests Paul-Ehrlich-
Institut (Prof. Dr. KabeIitz), Projekt
0311238,01.07.1996 - 30.06.2000

Ziel des Vorhabens ist es, immunbiolo-
gische in vitro Methoden zur Wirksam-
keitspriifung von Anti-Lymphozyten-Se-
ren (ALS) zu entwicke1n und zu validie-
ren, urn den Tierversuch (Affenhauttrans-
plantationstest) abzulosen.

Derzeit werden zwei im Projekt entwik-
kelte in vitro Methoden zum Ersatz des
Affenhaut- Transplantationstests unter Fe-
derfiihrung des Paul-Ehrlich-Instituts in
einem Ringversuch der Europaischen
Pharmakopoe auf die praktische Relevanz
hin uberpriift. Die Resultate dieser Prava-
lidierung werden in den Vorschlag fur eine
entsprechende Arzneibuchmonographie

der Europaischen Pharmakopoe einge-
bracht werden.

6 Schlu6bemerkung

AbschlieBend soIl daraufhingewiesen wer-
den, daB es hinsichtlich der Umsetzung von
Projektresultaten in die Praxis stets des Zu-
sammenwirkens der verschiedensten Part-
ner bedarf:

Das BMBF fordert aufbauend auf den
Ergebnissen der Grundlagenforschung (fur
die in Deutschland im wesentlichen die
DFG zustandig ist) FuE- Vorhaben, die die-
sen den Weg bis hin zur Anwendung berei-
ten sollen, ohne daB das BMBF aufgrund
seiner Ressortzustandigkeit fur deren wei-
tere Umsetzung in die Praxis und die regu-
latorischen Bestimmungen primar verant-
wortlich sein kann. Hierfiir sind andere
Ressorts und ggf. deren nachgeordnete Be-
harden zustandig bzw. die Untemehmen der
gewerblichen Wirtschaft gefordert.

Entsprechend dieser Gegebenheit kon-
nen das BMBF und BEO die praktische
Anwendung von Ergebnissen des Forder-
schwerpunktes im Rahmen ihrer Tatigkei-
ten nur begrenzt, so z.B. durch begleiten-
de MaBnahmen wie Workshops, Kolloqui-
en u. a. m., unterstiitzen.

Kontaktadressen
Dr. Wilfried Diekmann
BMBF
Heinemannstr. 2
D-53170 Bonn
Tel.: +49-228-57 36 73
Fax: +49-228-57 36 OJ

Dr. Manfred Hansper
Forschungszentrum Ji.ilich GmbH
Projekttrager Biologie, Energie, Urn welt
Bereich 31
D-52425 Jiilich
Tel.: +49-2461-61 5566
Fax: +49-2461-61 2690
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Ex vivo model to investigate the effect of 17~-Estradiol
and of the phytoestrogens Genistein and Daidzein on
post injury neointima formation in non-toxic
concentrations
Gerald Finking, Christina Lenz and Hartmut Hanke
University of Ulm, Department of Internal Medicine, Division of Cardiology, D-Ulm,
E-mail: hartmut.hanke@medizin.uni-ulm.de

Animal experiments are widely accepted
in arteriosclerosis research. The aim of the
present study was to establish an organ
culture model (rings of rabbit aortic ves-
sels) to investigate inhibitory estrogen ef-
fects on post injury neointima formation
in the vessel wall and to examine whether
these effects are cytotoxic. Estrogens are
used for secondary prevention of athero-
sclerosis in postmenopausal women
(estrogen replacement therapy /ERT).
Phytoestrogens as well as the ovarian 17~-
estradiol have been demonstrated to inhibit
proliferation and migration of vascular
smooth muscle cells which are key events
in atherogenesis and restenosis after coro-
nary angioplasty.
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In situ endothelial denudation of the tho-
racic and abdominal aorta was performed
in female rabbits by a 3F Fogarty cath-
eter. Segments of 5 mm were randomised
in groups of n= 12 and held in culture. 17(3-
estradiol, Genistein and Daidzein were
applicated in concentrations of20 I-A-M,30
I-A-M,and 40 I-A-M.Groups without estrogen
treatment served as controls. The segments
were investigated after 21 days. After-
wards, 3 further groups (n=12) were held
with the lowest concentrations of 17(3-
estradiol or the two phytoestrogens hav-
ing been evaluated to inhibit the neointima
formation significantly. After 21 days of
treatment these sections were held in me-
dium only for another 7 dayl to proof

whether these segments were still able to
proliferate. A denuded control group was
held in medium only over 28 days. Com-
pared to controls, 30 I-A-M17f3-estradiol, 20
!J,MGenistein and 40 I-A-MDaidzein inhib-
ited neointima formation significantly over
21 days. After another 7 days of cultiva-
tion in medium only the amount of
neointima formation was comparable to
that of not estrogen-treated controls after
21 days. We therefore suggest that the dem-
onstrated inhibitory effect is not explained
by toxicity. In conclusion, by the use of
this organ culture model it was possible to
demonstrate non-toxic post injury effects
of different estrogens in the vasculature.
Because 24 aortic segments could be taken
from one aortic vessel, the number of ani-
mals that would have been necessary for
an in vivo experiment (8 to 10 per group
for statistical reasons) could be markedly
reduced. The results are of clinical interest
because phytoestrogens and 17f3-estradiol
may offer therapeutic options for patients
after coronary angioplasty regarding
the process of restenosis. Because
phytoestrogens do not affect the reproduc-
tive system they can also be used in men.
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Frau Ina Seuffert und Stefanie Schind-
ler. Ihnen sei hier ausdrucklich gedankt!
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In vitro Modell zur Angiogenese und Antiangiogenese
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Angiogenese, die Neubildung von Blutge-
faBen, kommt physiologischerweise nur im
Embryo und Fetus sowie in der Plazenta,
im Zuge der zyklischen Tatigkeit im Ovar
und bei der Entwicklung der Milchdriise
vor. Aile anderen Formen der Angiogenese
sind mit krankhaften Prozessen verbunden,
wie beispielsweise die Angiogenese beim
Wachstum von Tumoren. Angiogenese zu
stimulieren, wurde bedeuten, die Ausbil-
dung von Kapillaren in einem ischamischen
Gebiet anzuregen, umgekehrt wiirde die In-
hibierung der Angiogenese abnormes
Wachstum durch Ausschalten der Blutzu-
fuhr beenden.

In jiingster Zeit wurden zahlreiche Stimu-
latoren und Inhibitoren der Angiogenese iden-
tifiziert und isoliert. Die Wirkungsmechanis-
men dieser Substanzen sind sehr vielschich-
tig, und ihre Untersuchung befmdet sich meist
noch in When experirnentellen Stadien.
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Im Bereich der Angiogeneseforschung
werden zahlreiche Tierversuche durchge-
fuhrt, von denen die meisten, da sie am Auge
vorgenommen werden, sehr umstritten sind.
Fur die Untersuchung der Wirkung poten-
tieJler Angiogenese-Stimulatoren oder -In-
hibitoren werden daher neue in vitro Syste-
me benotigt. Von zahlreichen Forschungs-
gruppen werden zwar angiogene Endothel-
zellkulturen vorgesteilt, jedoch fmdet in die-
sen lediglich eine zweidimensionale Urn-
gruppierung statt, nicht aber Angiogenese,
also die Bildung gefalsahnlicher Strukturen,
die ein Lumen aufweisen.

Unser Ziel ist die Etablierung eines reali-
tatsnahen Modells der Angiogenese in vi-
tro, das die Untersuchung und Quantifizie-
rung der angiogenen bzw. antiangiogenen
Wirkung von Angiogenese- und Antiangio-
genesefaktoren erlaubt und durch das Tier-
versuche ersetzt werden konnen.

In ersten Versuchen gelang es, mikro-
vaskulare Endothelzellen aus dem Cor-
pus luteum von Schlachtrindern zu iso-
lieren, welche Angiogenese in einem bis-
her noch nicht beschriebenen AusmaB
zeigen. Die Zellen migrieren und proli-
ferieren, sie richten sich dreidimensional
aus und bilden echte Zellverbindungen im
Sinne von gap und tight junctions. Da-
durch entsteht ein komplexes, weitver-
zweigtes, kapillarahnliches Netz mit kon-
tinuierlichem Lumen, und es wird ein
Pendant der Basalmembran gebildet. Mit-
tels immunhistochemischer sowie mole-
kularbiologischer Methoden werden die
Zellen weiter charakterisiert. Sie produ-
zieren selbst den wahrscheinlich wichtig-
sten Angiogenesefaktor, den Vascular En-
dothelial Growth Factor (VEGF) und sie
exprimieren auch seinen Rezeptor.

Eine Quantifizierung der Angiogenese
(Gefalslange, -areal, -verzweigung) sowie
der Veranderung des Gefalsnetzes (zu-
bzw. abnehmende Ausbildung bzw. Ver-
schwinden) mitteJs Image analysis nach
Inkubation in Angiogenesefaktoren bzw.
Antiangiogenesefaktoren ist angestrebt.
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Alternative IgY Eidotterantikorper- Technologie vom
SPF-Huhn - eine Chance fur Gegenwart und Zukunft
Hartmut Kobilke
Egg Immun DAMSDORF GmbH i.G., D-Damsdorf,
E-mail: office@egg-yolk-antibodies.de

Die Ig'Y-Antikorper (=IgG im Serum) stel-
len eine erfreuliche und segensreiche Al-
ternative zu den bisher jahrlich zu mehre-
ren Millionen getoteten Labor- und Klein-
saugern dar, die zur Gewinnung poly- und
monoklonaler Antikorper verwendet wur-
den. Im Sinne der ,,3R" (Russel and Burch,
1959) leistet diese innovative Methode der
jungsten Branche der Biotechnologie/Bio-
medizin einen gewichtigen Beitrag im Sin-
ne des praktizierten Tierschutzes als Tier-
versuchs-Ersatzmethode.

Die IgY-Technologie beinhaltet als Ge-
samtsystem folgende Teilgebiete, deren
Beherrschung eine mehrjahrige Erfahrung,
tierphysiologisches und immunologisches,·
biochemisches Denken und Wissen, ein
bewuBtes Engagement fur Tierschutz, Aus-
dauer und Optimism us wie auch eine
gllickliche Hand voraussetzt. Nicht zuletzt
deshalb dauerte es seit Klemperer (1893
. I), bis diese Technologie ihren Siegeszug
anzutreten begann (1996), so viele Jahre.
Teilgebiete:
~ Auswahl und Vorbereitung der Junghen-
nen (SPF- oder Vorzugshuhner) ein-
schlieBlich ihrer tierartgerechten Haltung
und FUtterung,
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~ Praparation und Applikation der Immu-
nisierungsantigene beim Huhn, Antigen-
auswahl (Viren, Bakterien, Protozoen,
Prionen, Toxine, Enduparasiten, AlJerge-
ne, Hormone, Enzyme, Vitamine sowie
synthetische Peptide),
~ Auswahl und Priifung verschiedener
und geeigneter (alternativer) Adjuvantien
zur Steigerung der Immunleistung, Appli-
kationsart,
~ Antigenaufbereitung (pH, Mol.-ge-
wicht, Dosis) und geeigneter Immunisie-
rungsablauf (Methode) zur Erzielung lang
anhaltender, maximaler Antikorperpro-
duktion mit spezifischer Wirkung,
~ Aufbereitung, Reinigung, Mengenbe-
stimmung der spezifischen IgY-Antikor-
per,
~ Anwendungs- und Applikationsstrate-
gien fur diese Ig'Y-Antikorper in Human-
und Veterinarmedizin und im Umwelt-
schutz fiir Diagnostik und Therapie inkl.
klinischer Erprobung und praktischer An-
wendung,
~ Aufbau eines Qualitatssicherungssy-
stems (Oko-Audit, ISO 9001, GLP) sowie
von Produktions-, Konfektionierungs- und
Vertriebsstrukturen und -netzen,

~ Erforderliche Aus- und Fortbildung des
Personals, Aufklarung und Werbung,
~ Ausrichtung sowie Forderung von For-
schung und Entwicklung auf dieses neue
Gebiet (insbesondere grobere Unterstut-
zung fur kleinere und mittlere Unterneh-
men!).

Aus bisher realisierten 40 Forschungs-
und Entwicklungsprojekten und bereits
laufenden klinischen Erprobungen und
praktischen Anwendungen, gekront durch
bisher 3 Patente und die z.Zt. laufende
Griindung der Produktions-, Verarbei-
tungs-, Konfektionierungs- und Vertriebs-
GmbH Egg-Immun sowie der Med.-Im-
mun RastattAG ergeben sich weitreichen-
de Chancen mit positiven ethischen, so-
zialen, human- und tiergesundheitlichen
sowie okologischen Folgen und Nutzan-
wendungen der IGY auf den Gebieten:
1. Veterinar- und humanmedizinische so-
wie okotoxikologische Diagnostik (z.B.
infektionsmedizinische, kostengiinstige
ELISA-Kits, Friihdiagnostik von Poly-
trauma, Sepsis und Schock in der Unfall-
medizin, Friihwamsysteme u.a. "Waldster-
ben")
2. Ungeahnte Moglichkeiten zur oralen
oder parentera1en passiven Immunthera-
phie bei Mensch und Tier z.B. gegen HIV-
Infektionen (AIDS,ARC) und Virusinfek-
tionen und gegen faktorenseuchenhafte
infektiose Durchfallerkrankungen oder
lokale Anwendung als Spezialwundsalbe
gegen hartnackig nassende eiternde abs-
zedierende oder nekrotisierende Wunden
der Haut und kutanen Schleimhaut.
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Immortalised Human Sebaceous Gland Cell Line
(SZ95)*
Holger Seltmann, Heidemarie Neitzel", Constantin E. Orfanos and Christos C. Zouboulis
Department of Dermatology, University Medical Center Benjamin Franklin,
The Free University ofD-Berlin,
*Institute of Human Genetics, Virchow Clinic, Humboldt University, D-Berlin
E-mail: seltmann@cipmail.ukbf.fu-berlin.de

There is increasing evidence that
sebocytes may play critical roles in the
pathophysiologic processes and disorders
of the pilosebaceous unit, especially in
acne. To date, much of our understanding
of the physiology and pathophysiology of
the sebaceous gland stems from experi-
mental animal models but no animal
model was found predictive in assessing
the effects of anti-acne drugs in human
beings. The facts that acne is an exclu-
sively human disease and that the secre-
tory activity of the sebaceous gland is re-
markably species-specific led to the search
for human models.

Therefore, human facial sebaceous gland
cells were transfected with a PBR- 322-based
plasmid containing the coding region for the
Simian virus-40 large T antigen. The result-
ing proliferating cell cultures have been
passaged over 100 times to date, have been
cloned, and show no signs of senescence
after 5 years in vitro, whereas normal hu-
man sebocytes can only be grown for three
to 6 passages. The irnmortalised transfected
cells, termed SZ95, expressed the Simian
virus-40 large T antigen and exhibited epi-
thelial, polymorphous characteristics with
different cell sizes of up to 3-fold during
proliferation and 6-fold at confluence, show-
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Etablierung eines in vitro Modells fur die
Rheumatoide Arthritis als Testsystem fur
therapeutisch relevante Wirkstoffe*
Heike Smolian, Olaf Schultz, Gerd R. Burmester, Josef Zacher und Michael Sittinger
Charite - Universitatsklinikum, Medizinische Klinik III: Schwerpunkt Immunologie
und Rheumatologie, Labor fiir Tissue Engineering del' Humboldt-Universitat zu
D-Berlin, E-mail: heike.smolian@charite.de

Die Rheumatoide Arthritis eRA) ist ge-
kennzeichnet durch eine entziindlich ver-
anderte Synovialmembran. Es kommt zur
Bildung des sog. Pannusgewebes, welches
in Knorpel und Knochen eindringt und
diese beiden Strukturen zerstort. Das in der
AG Tissue Engineering etablierte 3-di-
mensionale in vitro Modell fur die Rheu-
matoide Arthritis (in vitro Pannus) bildet
die Grundlage fiir die Entwicklung eines
standardisierten in vitro Testsytems zur
Analyse der Wirkung von Pharmaka und
verschiedenen biologischen Wirkstoffen
bei entzundlichen rheumatischen Erkran-
kungen wie der RA. Bedingungen fur ein
solches Testsystem sind Co-Kulturen de-

• This posters got a prize at the alternatives congress
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finierter und identischer Zellzahl, Grobe
und funktioneller Eigenschaften. Die Wei-
terentwicklung des in vitro Pannus resul-
tierte in einer interaktiven Co-Kultur aus
high density Chondrozyten-Pelletkulturen
mit humanen RA-Synovialzellen.

Die high density Pelletkulturen aus ar-
tikularen Chondrozyten wurden uber ei-
nen Zeitraum von 6 Wochen in 48- und
96-Lochplatten kultiviert und anband hi-
stologischer und immunbistochemischer
Farbungen von Gewebegefrierschnitten
die nach 2 Tagen beginnende Matrixbil-
dung verfolgt. Die Ergebnisse der Farbun-
gen mit Alcianblau und Azan sowie der
immunbistochemische Nachweis von Kol-
lagen Typ IIzeigten deutlich die Neusyn-
these von Proteoglykanen und Kollagen

ing numerous cytoplasmic lipid droplets.
The cells showed large cytoplasm profiles
with abundant organelles, including
vacuoles and myelin figures which indicated
lipid synthesis. Lack of or only few
desmosomal areas were observed. SZ95
cells expressed molecules typically associ-
ated with human sebocytes, such as keratins
7, 13, 19, and several proteins of the poly-
morphous epithelial mucin family. Func-
tional studies revealed synthesis of the se-
baceous Jipids squalene and wax esters as
well as of triglycerides and free fatty acids,
even after 25 to 40 passages; active lipid
secretion; population doubling times of
52.4 ± 1.6 h; reduced growth but mainte-
nance of lipid synthesis under serum-free
conditions; and retrieval of cell prolifera-
tion after addition of Sa-dihydrotestosterone.
Retinoids significantly inhibited prolifera-
tion of certain SZ95 cell clones in the ex-
pected magnitude 13-cis retinoic acid> all-
trans retinoic acid » acitretin.

Thus SZ95 is an immortalised human se-
baceous gland cell line that shows the mor-
phologic, phenotypic and functional char-
acteristics of normal human sebocytes.

bei zunehmender Strukturierung der
Chondrozytenmatrix. Die Charakterisie-
rung der isolierten adharenten RA-Syno-
vialzellen erfolgte immunhistochemisch
und ergab, daB diese Populationen haupt-
sachlich aus fibroblasten-ahnlichen und
makrophagen-ahnlichen Zellen zusam-
mengesetzt sind. Fur die Standardisie-
rung dieser Komponente des in vitro
Testsystems wurden ein Zell-Pool nach
den Kriterien Alter und Geschlecht des
Patienten sowie Gewebeareal aufgebaut,
und die gewonnenen RA-Zellen bei
-196°C bis zum weiteren Einsatz gelagert.

Die interaktiven Co-Kulturen wurden
basierend auf einer unkomplizierten
Handhabung beider Komponenten des
Systems hergestellt. Dafiir wurden die
RA-Synovialzellen in Suspension durch
Aufzentrifugieren auf die Chondrozyten-
Pelletkulturen in den 48- bzw. 96-Loch-
Vertiefungen in direkten Kontakt mit die-
sen gebracht, an schlie Bend co-kultiviert
und anhand histologischer Farbungen
untersucht. Bei Vergleich der Co-Kultur-
ansatze mit einem parallel unter den glei-
chen Bedingungen kultivierten Knorpel-
zellpellet konnte bei Co-Kultivierung der
Chondrozyten-Pelletkulturen mit syno-
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vialen RA-Zellen deutlich eine Invasion
dieser Populationen in die Matrix der Pel-
letkulturen beobachtet werden, wodurch
die Struktur teilweise verandert wurde.

Die vorgestellten Ergebnisse demonstrie-
fen, daB die entwickelten Zell- und Gewe-
bekulturtechniken geeignet sind, den Pro-
zeB der Invasion und Zerstorung der Knor-
pelmatrix als charakteristischem Merkmal

der RA-Pathogenese unter in vitro Bedin-
gungen zu simulieren. Insbesondere die
etablierten interaktiven 3-dimensionalen
Kulturen ermoglichen die Untersuchung
der Rolle einzelner Zellpopulationen und
ihrer Wechselwirkungen in diesem System.
Das etablierte Kulturmodell eroffnet zahl-
reiche Moglichkeiten, die Daten aus den
Tiermodellen fur die RA zu erganzen, und

Poster
Echtzeitverfolgung YOnArzneistoff/Rezeptor
Wechselwirkungen an kiinstlichen Zelloberflachen auf
fluoreszenzverstarkcnden Silberkolloidschichten*
Christina Lobmaier, Regina Grunstaudl, Christine Koberl, Nina Lochner, Michael Wirth
und Franz Gabor
Institut fur Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie, Universitat A-Wien,
E-mail: franz.gabor@univie.ac.at

Eine der Grundlagen fur das Design neuer
Arzneistoffe stellt die genaue Kenntnis von
biorekognitiven Wechselwirkungen dar -
z.B. zwischen einem Wirkstoff und seinem
in der Zellmembran verankerten Rezeptor.

Screening Assays potentieller Arzneistof-
fe, in denen Affinitat, Spezifitat und Bin-
dungskinetik der Substanzen an ihre Ziel-
struktur untersucht werden, ermoglichen
eine Vorauswahl, aufgrund der weniger ak-
tive Substanzen bereits im in vitro Teststa-
dium ausgeschieden werden konnen, So laBt
sich die Zahl der im Tiermodell zu testen-
den Arzneistoffe deutlich reduzieren.

Bindungskinetiken werden derzeit zu-
meist durch surface plasmon resonance er-
fasst. Diese Methode bietet zwar den Vor-
teil, daB eine Markierung der zu untersu-
chenden Komponenten nicht notig ist; al-
lerdings ist ihre Anwendbarkeit oft durch
den kostenintensiven apparativenAufwand
eingeschrankt.

Das von uns prasentiertc einfache und
kostengtinstige System zur Echtzeitverfol-
gung von Bindungskinetiken beruht auf der
Erhohung der Quantenausbeute fluoreszie-
render Molekiile bei der Annaherung an
Silberkolloidschichten.

An Mikrotiterplatten gebundene Silber-
kolloide verstarken die Fluoreszenz von
Molekiilen in ihrer unmittelbaren Nahe,
wodurch zwischen in Losung befindlichen
und oberflachengebundenen Molekiilen
unterschieden werden kann. Der Versuchs-
ablauf erfolgt als "ein Schritt'-Reaktion
ohne Waschschritte im Mikrotiterplatten-
format, wobei ein handelstiblicher Fluores-
zenzmikrotiterplattenreader als Mebgerat
eingesetzt wird. Mit dies em System kon-
nen bei einer MeBdauer von 3-10 Minuten
Detektionsgrenzen erreicht werden, die mit
ELISA Techniken vergleichbar sind.

Auf den kolloidbeschichteten Mikroti-
terplatten konnen verschiedene Testober-
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Zellkulturen in der pharmazeutisch-technologischen
Entwicklung
Michael Wirth, Elisabeth Bogner, Margit Kreutzer, Christina Lobmaier und Franz Gabor
Institut fiir Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie, Universitat A-Wien,
E-mail: michael.wirth@univie.ac.at

Der Einsatz von Zellkultur-Modellen bei
der Entwicklung neuer Arzneiformen hat

, This poster got a prize at the alternatives congress
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in den letzten Jahren zunehmende Bedeu-
tung erlangt. Zellkultur-Systeme bieten die
Moglichkeit, molekulare Mechanismen
von Wirkstofftransport und -metabolisie-
rung genau aufzuklaren, Das daraus resul-

eignet sich als ein in vitro Testsystem fur
die Untersuchung neuer therapeutischer
Strategien in einem experimentellen Sy-
stem, das wesentlichen Gesichtspunkten
der humanen Pathologie Rechnung tragt.

Forderung: SET - Stiftung zur Forde-
rung der Erforschung von Ersatz- und Er-
ganzungsmethoden zur Einschrankung
von Tierversuchen, D-Mainz.

flachen zur Untersuchung der Arzneistoff-
bindung aufgebracht werden - einerseits
durch direkte adsorptive Bindung gereinig-
ter Rezeptoren, andererseits durchAufbau
"ktinstlicher Tumorzell oberflachen".

Diese nativen Zelloberflachen entspre-
chenden Strukturen entstehen durch Fusion
gereinigter Plasmamembranvesikeln mit ei-
nem Lipidmonolayer, der als SAM ("self as-
sembled monolayer") auf die Kolloidschicht
aufgebracht wird. An diesen Membranen
kann selektiv die Bindung von Arzneistof-
fen an die Zelloberflache untersucht werden,
da eine Intemalisation nicht erfolgen kann.
Dariiberhinaus konnen derartige Oberfla-
chen auch im "high throughput screening"
von Arzneistoffen eingesetzt werden. Da-
bei sollte der Assayaufbau kompetitiv erfol-
gen, urn eine Fluoreszenzmarkierung der
einzelnen Testsubstanzen zu umgehen.

Wir prasentieren den Einsatz des be-
schriebenen Systems zur Untersuchung der
Wechselwirkung zwischen Weizenlektin,
einem zur Darstellung zielgerichteter Arz-
neiformen geeigneten Lektin, und Caco-2
Zellen. Die Herstellung ktinstlicher Caco-2
Zelloberflachen an kolloidbeschichteten
Mikrotiterplatten und die Bindungskinetik
und -spezifitat von mit Fluorescein markier-
tern Weizenlektin an diesen Oberflachen
werden vorgestellt.

Diese Arbeit wurde durch den FWF un-
terstiitzt (Projektnummer P13513).

tierende bessere Verstandnis ermoglicht die
Entwicklung neuer, aber auch die Optimie-
rung etablierter Formulierungsstrategien.
Der vorliegende Beitrag zeigt Moglichkei-
ten auf, inwieweit die humane Coloncar-
cinom-Zelllinie Caco-2 beim Design von
Arzneiformen mit verbesserter peroraler
Verfligbarkeit eingesetzt werden kann.

Eine der Grundvoraussetzungen fur eine
verbesserte Resorption ist die Interaktion
der Arzneiform mit der Zielzelle am Ab-
sorptionsort. Gelingt es, die Adhasion der
Arzneiform an der Zelle zu erhohen - z.B.
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durch zuckerbindende Proteine (Lektine)
-, kann die Wirkstoffabsorption verbessert
werden. Durch den Einsarz van Zellkultu-
ren in Kornbination mit flow-cytornetri-
scher Analyse kann sowohl die Bindungs-
affinitat als auch -spezifitat untersucht
werden, um geeignete Bioadhasiva zu se-
lektieren. Dabei wird entweder der targe-
ter allein oder aber die funktionalisierte
Arzneiform eingesetzt. Daruberhinaus
kann der Einfluss dieser Substanzen auf die
Viabilitat der Zellen charakterisiert werden.

Nicht nur die Adhasion der Arzneiform
an der Zelloberflache, sondern auch die
Aufnahme in die Zelle stellt einen wichti-
gen Parameter fur die Resorptionsverbes-
serung dar. Fur diese Internalisationsstu-
dien werden vor all em konfokalmikosko-
pische, aber auch flow-cytometrische Un-
tersuchungen an den Zellen durchgeflihrt.

Damit kann festgestellt werden, ob ein cy-
toadhasiver targeter auch cytoinvasiv ist
und eine Internalisation der Arzneiform
vermitteln kann. Dariiberhinaus bietet der
Einsatz von Immunfluoreszenzfarbetech-
niken oder Monensin Hinweise auf die
intrazellulare Verteilung.

Adhasion und Internalisation konnen im
Bereich der artifiziellen Dilnndarm-Mo-
delle aber nicht nur an Einzelzellen, son-
dern auch am Gewebe-Modell untersucht
werden, wobei in dies em Fall Zell-Mono-
layer eingesetzt werden. Dabei ist auf aus-
reichende Polarisierung und Differenzie-
rung zu achten.

Mit Hilfe der Gewebe-Modelle kann
auch der Weg, auf dem die Arzneiform die
biologische Barriere durchdringt, erfasst
werden. Untersuchungen an ausdifferen-
zierten Monolayern bieten die Moglich-
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Comparative Evaluation of in vitro Test Systems for
Pulmonary Drug Delivery Based on Airway Epithelial
Cell Lines and Human Alveolar Epithelial Cells
(HAEC) in Primary Culture
Carsten Ehrhardt, Sabine Fuchs, Ulrich Friedrich Schafer and Claus-Michael Lehr
Department of Biopharmaceutics and Pharmaceutical Technology, Saarland
University, D-Saarbriicken, E-mail: lehr@rz.uni-sb.de

Introduction
Inhalation is an increasingly important route
for drug delivery. Pharmaceutical aerosols
are a well established means for either di-
rect targeting to the lung, which results in
an immediate onset of drug action and re-
duced side effects and furthermore the lung
offers an elegant pathway for the systemic
administration of orally non-deliverable
drugs like peptides and proteins. Unfortu-
nately there are no well developed in vitro
test systems for the acquisition of drug per-
meability like for the gastro-intestinal tract.

Primary Cells
Human alveolar epithelial type II cells cul-
tured on permeable filter supports
(Transwell) are able to differentiate to type
I-like cells which form a confluent mon-
olayer with transepithelial electrical resist-
ance (TEER) values higher than 2000
Qcm2• The cells were derived from biop-
sies of bronchial adenocarcinoma. They
were isolated as described earlier (Elbert
et al., 1999) and cultured either at the air
interface (AIC) or under liquid covered
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conditions. Since there are no published
data about drug transport across the blood-
air-barrier we tested the permeability of
very lipophilic (verapamil) and very hy-
drophilic (FITC-dextran) marker com-
pounds.

Cell lines
Two cell lines have shown promise as in
vitro absorption models of the airway epi-
thelium: 16HBE14o- and Calu-S, They both
form polarized monolayers and express the
proteins of the mayor intercellular junctions
(functional tight junctions, desmosomes and
zonulae adherentes). 16HBE14o- cells,
kindly donated by Dieter C. Gruenert, Car-
diovascular Research Institute at the Uni-
versity of California, San Francisco, USA,
are normal human airway epithelial cells,
obtained from a one-year-old heart lung
patient, transformed with SV40. The TEER
values vary between 150 Qcm2(AIC) and
600 Qcm2 (LCC). The Calu-3 cell line
(ATCC HTB-55) was isolated from a bron-
chial adenocarcinoma in a 25-years-old
male.

keit, den Wirkstofftransport uber intakte
biologische Barrieren zu simulieren. Da-
bei kann die Permeabilitat von targeter,
Wirkstoff und funktionalisierter Arznei-
form miteinander verglichen werden.
Durch die Wahl geeigneter Versuchspara-
meter (4°C/37°C, Glukosezusatz, spezifi-
sche Inhibitoren ) ist es moglich, den je-
weiligen Transportweg aufzuklaren.

lnsgesamt bietet der Einsatz von Zell-
kulturen im Bereich der Entwicklung neu-
er Arzneiformen die Moglichkeit, neue
Strategien zur Absorptionsverbesserung
von Wirkstoffen rasch und relativ einfach
zu bewerten, urn so zu Arzneiformen mit
erhohter biologischer Verfiigbarkeit zu ge-
langen. Dadurch kann aufkomplexe Tier-
versuche mit teilweise kontroversiellen Er-
gebnissen in friihen Entwicklungsstadien
vollkommen verzichtet werden.

Results
The permeability coefficient (P app) of
verapamil was found 1 ,895±0,37* 10-5 cm/
see compared to 8,75±O,15*10·8 ern/see for
FD-4 dextran. Immunofluorescence of
ZO-I in HAEC and 16HBE14o- using a
polyclonal antibody revealed clear expres-
sion of zonulae occludentes in both cell
types and under both culture conditions
(AIC and LCC). Caveolae which seem to
be important in macromolecule trafficking
and potocytosis are found in HAEC by TEM
and their main structural protein caveolin
was identified by western blotting.

Conclusion
The cellular in vitro models are a promis-
ing approach for the further study and char-
acterisation of the airways and the blood-
air-barrier. They allow the closer examina-
tion of drug transport processes as well as
of metabolic activities.
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Permeation Studies with Pharmaceutical Dosage
Forms
Nadia Zghoul, Heike Wagner, Claus-Michael Lehr and Ulrich Schafer
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Introduction
Over the past years the skin has become
an increasingly important route of drug
administration for local, but also for sys-
temic treatment. Transdermal drug deliv-
ery is an attractive alternative to the oral
route for drugs with high first-pass effects
and adverse side-effects. Up to now,
mostly animal skin has been used to de-
termine the most suitable formulation
during the development of the drug for-
mulation. Nowadays, reconstructed skin
equivalents are commercially available.
Therefore we tested the suitability ofEpi-
derm" (MatTek Corp., USA-Ashland,
MA 01721) for use in permeation experi-
ments as an alternative test system.

Methods
The lipophilic model drug flufenamic
acid was applied in two pharmaceutical

formulations i) dissolved in wool
alcohols ointment (0.1125% ,0.225%,
0.45% and 0.9%) and ii) dissolved in
Soerensen phosphate buffer solution pH
7.4 (0.1125%) to different batches of
Epiderm" mounted on Franz diffusion
cells. The receptor fluid was sampled at
predetermined time intervals and
analyzed for drug content by RP-HPLC.
To check the barrier function of the re-
constructed skin equivalents, diffusion
experiments with cell free inserts were
carried out as control experiments. For
the 0.9% ointment, additional experi-
ments were performed with separated
human Stratum corneum.

Results
In comparison to cell free inserts a bar-
rier function of Epiderm" could clearly
be detected. The flux of flufenamic acid

was 45 times higher when using the
0.1125% solution as donor compared
with the 0.1125% ointment. For the
0.1125% ointment, no differences in per-
meation could be detected for two
batches of Epiderm". Further, there was
a linear correlation between the concen-
tration of the drug in the ointment and
the flux values obtained. Additionally,
for the 0.9% ointment a 10 fold higher
flux could be detected for the Epiderm"
model in comparison to separated human
Stratum corneum.

Conclusions
Our results suggest that reconstructed
human skin equivalents have barrier
properties with respect to drug transport
and therefore may become useful tools
in the optimisation of drug preparations
for dermal drug delivery. Hopefully, the
use of these models will considerably
reduce experiments with animal skin in
this field of research. Future experiments
will show whether these experiments can
also be used as a surrogate for clinical
in vivo studies in humans.
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Dreidimensionale ausdifferenzierte Kul-
turen menschlicher Hautzellen konnen als
Modell fur die menschliche Epidermis
verwendet werden. Die Hornschicht der
Epidermis stellt die wesentliche Barriere
fur die Permeation von Wirkstoffen oder
Giften durch die Haut dar. Das CUT-
EOPERM·- Verfahren nutzt dieses Mo-
dellsystem, urn die Permeation durch
Haut zu simulieren.

ALTEX 18, 1/01

Fur dieses Modell gibt es ein breites
Spektrum von Anwendungen. In der
Pharmaforschung ist eine hohe Permea-
bilitat wi.inschenswert, damit ein Medi-
kament uber die Haut appliziert werden
kann. In derTextilforschung werden Im-
pragniermittel gesucht, fur die die Haut
undurchlassig ist. In der kosmetischen
Forschung wiinscht man eine gezielte
Verteilung von Pflegestoffen oder Pig-

menten in den einzelnen Hautschichten,
die i.iberdie Formulierung gesteuert wer- .
den solI.
Im CUTEOPERM·- Verfahren ist es

moglich, die einzelnen Zellkulturen
durch eine vorhergehende Messung zu
.Jcalibrieren". Vergleichende Messungen
der perkutanen Absorption sind dann mit
einer hohen Genauigkeit moglich. Dies
ist eine wesentliche Verbesserung ge-
geniiber Spalthaut. AuBerdem ist das
Modellsystem der menschlichen Haut
ahnlicher als Tierhaut. Das CUT-
EOPERM·- Verfahren verbindet also
eine hohe Pradiktivitat mit der Moglich-
keit, Tierversuche zu vermeiden.
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Human Adult Cardiac Myocytes (HACM)
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Philipp Holzmann, Barabara Kapeller, Margit Vogele-Kadletz, Udo M. Losert,
Gerald Maurer, Kurt Huber and Johann Wojta
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The expression of components of the fi-
brinolytic system in vasculature is well
studied. Not much, however, is known
about the expression of plasminogen acti-
vators (PAs) and PA inhibitors (PAIs) in
the human heart. It was therefore the aim
of this study to investigate the fibrinolytic
system of human adult cardiac myocytes
(HACM) in vitro. Adult human cardiac
myocytes were isolated by mechanical
treatment and characterised by specific
markers. The myocytes stained positive
for actin (HHF35) and were negative for
two different fibroblast-specific
monoclonal antibodies (5B5! IB 10). Fur-

thermore, these cells were negative for
desmin and vWF indicating the absence
of smooth muscle cells or endothelial cells
in our preparation. Such characterised cells
were treated with interleukin (IL)-Ia (0.2-

200 U/ml) or LPS (Iug/ml) for 24 hours.
Conditioned media of such treated cells
and of untreated control cells were col-
lected and PAl-I, tissue-type PA(t-PA) and
urokinase-type PA (u-PA) were deter-
mined by specific ELISAs. As can be seen
from the table below IL-I a and LPS in-
creased the production of PAl-1 in these
cells. t-PA expression was decreased by
IL-I whereas LPS slightly increased it.
Results are given in rig/If)" cells.
Thus we provide evidence that HACM

produce t-PA and PAI-I and that inflam-
matory mediators such as IL-la and LPS
are involved in the regulation of their ex-
pression in cardiac myocytes.

t-PA PAI-1
Control 12.03± 1.2 46.4±4.3
IL-1 (200 U/ml) 6.9±0.5 101.1±15.3
IL-1 (20 U/ml) 8.0±0.7 92.6±12.5
IL-1 (2 U/ml) 7.3±O.8 77.3±8.1
IL-1 (0.2 U/ml) 10.8±1.1 59.9±8.7
LPS (1/-lg/ml) 15.7±O.5 95.3± 12.1

Poster
Three-dimensional culture of human articular
chondrocytes in rotating-wall vessels
Stefan Marlovits, Vilmos Yecsei, Michaela Truppe, Mmarkus Dezfulian, and Brigitte
Tichy
Ludwig Boltzmann Institute for Biomechanics and Cell Biology, Trauma Research
Laboratories, Clinic for Traumasurgery
University of A-Vienna, E-mail: Stefan.Marlovits@akh-wien.ac.at

Introduction
This study describes the culture and three-
dimensional assembly of human articular
chondrocytes under controlled oxygena-
tion and low shear stress in the NASA-
designed rotating-wall vessel (RWV). The
bioreactor is a cell culture device that is
able to integrate three-dimensional inter-
actions with low-shear mass transfer of
nutrients and wastes. Designed with no
internal moving parts, the vessel operates
in an unusually low shear regimen (0.2
dyn/cm-),

Methods
Chondrocyte monolayer cultures were
established from small cartilage samples
from the macroscopic unchanged areas of
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femoral heads of patients after femoral
neck fracture and implantation of hip
hemiprosthesis. After serial subculture
chondrocytes from the monolayer cultures
were released and placed without any scaf-
fold as a single cell suspension in the ro-
tating-wall vessel.
The seeded cells showed a spontaneous

aggregation and formation of a solid tis-
sue during the culture time of 10 weeks.
In histologic sections a cartilage-like for-
mation with dense extracellular matrix is
observed immuncytochemical analysis
reveals differentiated chondrocytes simi-
lar to fresh tissue. The phenotype of the
cultivated chondrocytes was determined
with immuncytochemical techniques us-
ing specific monoclonal antibodies against

human collagen type I and type II, protein
S-100, keratansulfat and vimentin. The
staining of sulfated proteoglycans was
performed with aJcian blue and safranin
O.

Results
The conditions provided by the RWV pro-
motes the differentiation of articular
chondrocytes as well as the production of
cartilage specific extracellular matrix. This
culture model may be useful for the study
of cartilage matrix metabolism, and may
be a useful tool in understanding the pro-
cess of matrix degradation during aging
and osteoarthrits. The in vitro bioreactor
may also provide useful, complementary
information regarding the effect of specific
growth factors and chemical substances on
the process of cartilage regeneration in
higher age.
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Universitat A-Wien, E-mail: Stefan.Marlovits@akh-wien.ac.at

Ziel unserer Experimente ist die Isolie-
rung, Kultivierung und Charakterisierung
humaner artikularer Chondrozyten (RA Cs)
hohen biologischen Alters.

Das Knorpelgewebe wurde aus den ma-
kroskopisch unveranderten Anteilen huma-
ner Huftkopfe - unmittelbar nach der ope-
rativen Versorgung medialer Schenkelhals-
frakturen mittels Hemiprothese - gewon-
nen. Das Durchschnittsalter der 60 Pati-
enten betrug 84 Jahre. Nach der enzymati-
schen Isolierung erfolgte die Kultivierung
von Einzelzellen als Monolayerkultur.

Frisch isolierte Zellen und Zellen in
niedriger Passagezahl weisen in der Licht-
und Elektronenmikroskopie eine runde

oder polygonale Zellform auf. 1m Zyto-
plasma dieser Zellen findet sich eine gro-
Be Anzahl von elektronendichten mem-
branumgebenen Zellorganellen, die sekun-
dare Lysosomen darstellen. Sie werden,
bedingt durch das hohe biologische Alter
der kultivierten Zellen, als Residualkor-
per interpretiert. In der Immunzytochemie
zeigen diese Zellen eine positive Reakti-
on mit dem knorpelspezifischen Kollagen
Typ II.

Die humanen artikularen Knorpelzellen
bieten bei langerer Kultivierung in der
Monolayerkultur das Phanomen der De-
differenzierung - den Verlust ihrer mor-
phologischen, biochemischen und physio-

Poster
Dedifferentiation of aged human articular
chondrocytes in monolayer culture
Michaela Truppe, Stefan Marlovits, Brigitte Tichy, and Vilmos v ecsei
Ludwig Boltzmann Institute for Biomechanics and Cell Biology, Trauma Research
Laboratories, Clinic for Traumasurgery,
University of A-Vienna, E-mail: Michaela.Truppe@akh-wien.ac.at

Introduction
Arttcular cnonurocytes cultured in mon-
olayer are used for the treatment of carti-
lage defects in human joints. In mono-
layer culture the cells dedifferenciate and
the synthesis of cartilage specific matrix
proteins gets lost.

Methods
Chondrocyte monolayer cultures were es-
tablished from small cartilage samples
from the macroscopic unchanged areas of
femoral heads of ten patients with an av-
erage age of 87 years (range 73 to 99) af-
ter femoral neck fracture and implantation
of hip hemiprosthesis. The phenotype of
the cultivated chondrocytes was deter-
mined with immune histochemical
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stainings using monoclonal antibodies
against human collagen type I and type II,

protein S-100, keratansulfate and vimentin.
Collagen I and Collagen II synthesis was
proved by Western Blot analysis.

Equal amounts of pepsin digested pro-
tein extracts of chondrocytes cultured for
different time periods were separated on
6% PAA gels. One gel was stained with
Coomassie Brilliant Blue the other was
blotted on nitrocellulose. Purified Colla-
gen I and Collagen extract of cartilage
were used as controls. Collagen specific
bands detected with Collagen I and Col-
lagen II specific antibodies in Western Blot
were vizualised by a horseradish peroxi-
dase chemiluminiscence system on X-ray
film.

log ischen Eigenschaften. Dabei nehmen
die Zellen fibroblastenformige Gestalt an
und weisen einen weitgehenden Verlust
der sekundaren Lysosomen auf. Das knor-
pelspezifische Kollagen Typ IIwird durch
das knorpeluntypische Kollagen Typ I er-
setzt.

In dreidimensionalen Kultursystemen,
wie der Agarose-Suspensionskultur, kann
die Dedifferenzierung ruckgangig ge-
macht werden. Dabei reexprimieren die
Zellen ihren differenzierten Phanotyp, sie
weisen abermals eine polygonale Zellform
auf und produzieren eine knorpelspezifi-
sche Grundsubstanz mit knorpelspezifi-
schem Kollagen Typ II.
Die Kultivierung humaner Chondrozy-

ten mit hoheren Passagezahlen gelingt
auch aus Knorpelgewebe hohen biologi-
schen Alters. Der Phanotyp der Chondro-
zyten bleibt in der Monolayerkultur in den
ersten Wochen erhalten. Das Phanomen
der Dedifferenzierung kann durch die Ver-
wendung von dreidimensionalen Kultur-
systemen ruckgangig gemacht werden.

Results
Western blot analysis with Collagen type II
specific antibody shows a synthesis of Col-
lagen type II until day 27 in monolayer cul-
ture. Detection with Collagen type I spe-
cific antibody indicates the beginning of
Collagen I synthesis around day 21 in mono-
layer culture. At day 7 and day 14 only
Collagen II specific bands appear,
chondrocytes at day 37 and 44 produce only
Collagen I.

These data are in accordance wuh the

data shown by immunocytochemical
staining.

Conclusion
Freshly isolated human articular
chondrocytes express cartilage-specific
Collagen type II and continue to do so for
several days in primary monolayer culture.
The "switch" from Collagen type II to
Collagen type I synthesis during mono-
layer culture of these aged cells was found
around day 25 (range 21 to 30 ).

This loss of phenotype in monolayer
culture is reversible if the cells are placed
in suspension cultures such as agarose or
alginate.
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Adaptation der humanen Leberzelllinie Hep.G2 an
ein kontinuierliches Wachstum in Suspension zur
Produktion eines in vitro S9·Mix
Marrin Kohlpoth
Akademie fur Tierschutz, D-Neubiberg, E-mail: akademie@tierschutzbund.de

Die humane Leberzelllinie Hep-G2 wur-
de 1979 aus dem Biopsiegewebe eines Le-
bertumors isoliert und seitdem ausftihrlich
charakterisiert, da sie trotz der Transfor-
mation weiterhin einen GroBteil der leber-
spezifischen Enzyme synthetisiert, die fur
die Metabolisierung von Fremdstoffen im
Organismus verantwortlich sind.

Mehrere Studien bestatigen die Mog-
lichkeit, mit Hilfe dieser Zellen einen in
vitro S9-Mix zu produzieren, der den eta-
blierten S9-Mix, der aus einem Leberho-
mogenat von Labornagern hergestellt
wird, ersetzen kann. Eine Massenkultivie-
rung von Hep-G2 Zellen als Vorausset-
zung fur eine in vitro Produktion grolserer
Mengen eines S9-Mix ist mit der konven-

tionellen Monolayerkultur nicht moglich.
Aus diesem Grund wurde versucht, diese
Zellen an ein kontinuierliches Wachstum
in Suspension zu adaptieren.

Die Adaptation erfolgte zunachst in
Schiittelkulturen und anschlieBend in
Spinner-Kulturen. Dabei wurden jeweils
die iiberlebenden Zellen als Monolayer wei-
terkultiviert, bis wieder eine geniigend hohe
Zellzahl fur den Start der folgenden Kultur
mit 5x105 Zellen/mL zur Verfiigung stand.
Der Zeitraum fur die Entnahme der iiberle-
benden Zellen wurde von zunachst drei Ta-
gen bei der ersten Schiittelkultur kontinu-
ierlich auf zwei Wochen bei der sechsten
Spinnerkultur verlangert. Weitere Optimie-
rungen des Mediums fiihrten zu einem kon-

Poster
Primare Humanhepatozyten - ein Modell zur
Beurteilung des Metabolismus von Arzneimitteln als
eine Alternative zu Tierversuchen
Judith Fischer, Wolfgang Albrecht*, Eda Tiizuner, Liegang Liu, Jan M. Langrehr, Sven
Jonas, T. Steinmuller, Jorg Gerlach, Peter Neuhaus und Andreas K. Niissler
Humboldt-Universitat zu Berlin, Campus Virchow Klinikum, Abt. f. Allgemein-, Vis-
zeral- und Transplantationschirurgie, D-Berlin; *Pharmakin GmbH, D-Ulm
E-mail: andreas.nuessler@charite.de

Wir konnten kiirzlich zeigen, dass Ratten-
hepatozyten, die in Kollagen eingebettet
sind oder in einem 3D-Hybridreaktorsy-
stem kultiviert werden, iiber 14 Tage ihre
metabolische Aktivitat (CYP 3Al/2, CYP
2C9, CYP 3A4) erhalten, sowie Albumin
und Harnstoff synthetisieren. Ferner zeig-
ten wir, dass beide Kultursysteme der pri-
maren Monokultur iiberlegen sind.

In der vorliegenden Arbeit untersuch-
ten wir, inwiefem isolierte Humanhepa-
tozyten im Vergleich zu Rattenhepatozy-
ten ahnliche Resultate liefern konnen.
Ratten- und Humanhepatozyten wurden
mittels eines standardisierten Kollagenase-
verfahren aus dem Gewebe isoliert und auf
Kollagen beschichtete Kulturplatten oder
direkt im Kollagen eingebettet und in Wil-

70

liams Medium kultiviert. Das Medium
wurde taglich gewechselt und die Sezer-
nierung von LDH, GOT und Albumin
mittels Routinemessungen bestimmt. Die
bas ale metabolische Kapazitat der Zellen
wurde durch die Umsetzung von Ethoxy-
resorufin und Ethoxycoumarin zu Reso-
rufin bzw. 7-Hydroxycoumarin bestimmt.
Die Induzierbarkeit verschiedener Zyto-
chrome in Hepatozyten wurde durch die
Inkubation von Omeprazol (CYP lAl/2),
Phenobarbital (CYP 3A4) oder 3-Methyl-
cholantren iiber 14 Tage zu verschiedenen
Zeitpunkten gemessen. Zusatzlich wurde
die Metabolisierung von DicIofenac in die
Metabolite 4' -HydroxydicIofenac sowie
5-HydroxydicIofenac in Abhangigkeit von
der Kultivierungszeit untersucht.

tinuierliehen Wachstum der ZelIen in der
Spinnerkultur von bis zu drei Wochen.

Oer VerIauf dieser Adaptation wird an-
hand von Zellzyklusverteilungen, sowie
Wachstums- und Vitalitatsraten der Hep-G2
ZeIIen in den verschiedenen Kulturen dar-
gestellt.

Bei der vergleichenden Charakterisierung
der an ein Wachstum in Suspension adap-
tierten Hep-G2 Zellen mit den Zellen, die
weiterhin in Monolayerkulturen kultiviert
wurden, wurde eine Kontinuitat in der En-
zymaktivitat bei einer gleichzeitigen Be-
schleunigung des Zellwachstums festge-
stellt.

Dariiber hinaus eroffnet sich durch das
kontinuierliche Wachstum der Zellen in
der Suspensionskuitur iiber einen Zeit-
raum von mehreren Woe hen unter Beibe-
haltung der Enzymaktivitaten die Einsatz-
moglichkeit, mit dieser Langzeitkultur die
chronische Wirkung von Chemikalien in
niedrigen Konzentrationsbereichen zu
priifen. Erste Ergebnisse der Priifung von
Chemikalien in subakut toxischen Kon-
zentrationen werden vorgestellt.

Un sere Arbeit zeigt eindeutig, dass bei-
de Spezies iiber einen Zeitraum von 14
Tagen im Kollagensandwich sowohl me-
tabolisch aktiv sind als auch die Testsub-
stanz DicIofenac in die korrespondieren-
den Metabolite umsetzen. Ferner fan den
wir, dass die jeweiligen korrespondieren-
den Monokulturen in ihrer metabolisehen
Kapazitat, in der Induktion verschiedener
Zytoehrome und auch in der Umsetzung
von Diclofenac sich in den ersten 5 Tagen
ahnlich verhalten wie Sandwichkulturen.
Ab Tag 6 wurde jedoch in Monokulturen
eine verringerte bas ale und induzierte Zy-
tochromaktivitat beobachtet. Der markan-
teste Unterschied zwischen den beiden
Hepatozytenspezies liegt in der Metabo-
lisierung der Testsubstanz Diclofenac. Die
Umsetzung von Diclofenac durch Ratten-
hepatozyten erreichte am Tag 2 ihr Maxi-
mum, dann nahm die Metabolisierungs-
kapazitat jedoch rasch ab. 1m Vergleich
dazu metabolisieren Humanhepatozyten
Diclofenae iiber die ersten 8 Tage konti-
nuierlich. Die Induzierbarkeit fur verschie-
dene CYP 450 Enzyme ist in beiden Spe-
zies vergJeichbar, obwohl Humanhepato-
zyten in der Sandwichkultur eine erhohte
Metabolisierungskapazitat aufweisen (p <
0.05).
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Die vorliegende Studie zeigt eindeutig
zwei wesentliche Dinge, die fur die Ent-
wicklung neuer Arzneimittel im Vorder-
grund stehen konnten: 1) die Kultivierung
yon Humanhepatozyten ist uber einen Ian-
geren Zeitraum moglich, ohne dass die Me-
tabolisierungskapazitat verloren geht; 2)

humane Leberzellen, die aus Operations-
material gewonnen werden, sind eine Al-
ternative fur in vitro Versuche mit Zellen
verschiedener Tierspezies. Dariiber hinaus
werden durch die Anwendung von huma-
nen Leberzellen, .falsch"-positive Ergeb-
nisse, die aus Tierzellen gewonnen werden,

Poster
Vergleich zweier in vitro Modelle zur Bewertung von
Entzundungen und Zellschadigungen
Tanja Grobuschek', Astrid Walchl, Klaudia Hummer', Helga Lampert', Martina But-
ter', Wolfgang Sametz', Reinhold Wintersteiger und Heinz Juan'
'Institut fur Biomedizinische Forschung und 2Institut fur Pharmazeutische Chemie,
Universitat A-Graz, E-mail: heinz.juan@kfunigraz.ac.at

Fur die Messung verschiedener Entzun-
dungsmediatoren, wie z.B. Prostaglandi-
ne (PG) und Phospholipide (PL), entwik-
kelten Juan et al. (1980,1986) zwei in vi-
tro Modelle.

Als Grundlage fur unsere Untersuchun-
gen diente das mittlerweile langbewahr-
te, isoliert perfundierte Kaninchenohr
(Juan und Sametz, 1986) und als Vertre-
ter menschlichen Gewebes die isoliert
perfundierte Nabelschnurvene (Hammer
et a!., 1996). Letztere konnte eine neue,
vielversprechende Ersatzmethode zum
Tierversuch darstellen.

Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit
die Vergleichbarkeit beider Modelle un-
tersucht werden, mit dem Endziel, Toxi-
zitatstests am Tier durch aussagekraftige
Alternativen zu ersetzen.

Urn die Freisetzung der PG und PL be-
stimmen zu konnen, wurden beide in vi-
tro Systcrne mittels eines Recycling- Ver-
fahrens mit 14C-Arachidonsaure (I4C-AA)
beladen. Hierbei wird die 14C-AA in die
Doppellipidschicht der Zellmembran ein-
gebaut. Die Applikation diverser Stimu-
li, wie Bradykinin (BK), Histamin (His)
oder Calcium-Ionophor A23187, fuhrt zu
einer Aktivierung der Phospholipase A2
(PLA2), wodurch 14C-AA aus der Phos-
pholipidmembran wieder freigesetzt und
enzymatisch zu PG u.a. Eicosanoiden um-
gewandelt wird.

Aus dem Nabelschnur- bzw. Ohr-Per-
fusat wurden die freigesetzten 14C_PL,
14C_PGund die 14C-AA extrahiert, mittels
DC aufgetrennt und mit einem Szintilla-
tionszahler vermessen (Juan und Sametz,
1980). Anhand der erhaltenen Freiset-
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zungsmuster der 14C-AA-Metabolite und
14C-PLkonnten nun beide in vitro Model-
Ie verglichen werden.

Urn eine Hemmung der durch die oben
genannten Stimuli induzierten Freiset-
zung von PG und PL zu erreichen, wurde
die Wirkung eines Ca=-Bntzuges mittels
EGTA und der Einfluf des Cyclooxyge-
nase-Hemmers Indometacin untersucht.

Erste Ergebnisse am isoliert perfundier-
ten Kaninchenohr zeigen, daB unter Ca2+-
Entzug sowohl die His- als auch die BK-
induzierte Freisetzung yon PL und der
AA-Metabolite massiv zuruckgedrangt
wurde. Die Freisetzung der AA blieb na-
hezu unbeeinfluBt. Vergleichende Unter-
suchungen an der Nabelschnur sind noch
nicht abgeschlossen.

Am Modell der perfundierten Nabel-
schnurvene konnten, unter Ca=-Enrzug
mittels EGTA und dem starkeren Stimu-
lator A23187, vielversprechende Daten
erhalten werden. Die stimulierte Freiset-
zung yon PL, PGI2, PGE2 und der AA
wurde durch den Ca=-Bntzug signifikant
gehemmt. Die gewonnenen Ergebnisse
demonstrieren, daB die Nabelschnurvene
mit dem Modell des Kaninchenohres ver-
glichen werden kann.

Der EinfluB der in Fisch und Fischolen
enthaltenen, mehrfach ungesattigten Fett-
sauren Eicosapentaensaure (EPA) und
Docosahexaensaure (DHA), fuhrte zu ei-
ner Hemmung der A23187 induzierten
PL- Freisetzung an der Nabelschnurvene
(Socini et aI., 1983). EPA zeigte hierbei
eine starkere Wirkung als DHA. Es konn-
te sich dabei urn eine zellprotektive Wir-
kung handeln. Dies veranlaBte uns, auch

minimiert. Dies ist fur die Sicherheit und
Weiterentwicklung einer neuen Substanz
von groBer Bedeutung und konnte fur die
raschere Markteinfuhrung eines Produktes
entscheidend sein.
Die vorliegende Arbeit wurde durch die
ZEBETlBgVV (Z5.1-1328-154)unterstUtzt.

den Effekt der 9-cis,1l-trans Linolsaure
("rumenic acid") in un sere Untersuchun-
gen einzuschlieBen. Erstaunlicherweise
fuhrte eine Perfusion mit dieser konjugier-
ten Fettsaure zu einem Anstieg der PL-
Freisetzung. Urn dies zu erklaren sind
noch weiterfiihrende Untersuchungen
notwendig, v.a. auch im Hinblick auf ein
eventuell vorhandenes antikarzinogenes
Potential.

Eine weitere Art der mechanischen
Schadigung der Endothelzellen von Blut-
gefalsen des Kaninchenohres, namlich das
Durchpressen yon Luft, wurde auch un-
tersucht: Eine vor der Schadigung verab-
reichte Indometacinperfusion konnte die
Biosynthese der PG signifikant erniedri-
gen. Die stimulierte Freisetzung der PL
und der AA blieb, wie erwartet, unbeein-
fluBt.

Zusammenfassend zeigen unsere Er-
gebnisse, daB die Vene der isolierten Na-
belschnur des Menschen ein erfolgver-
sprechendes, geeignetes in vitro Modell
fur Entzundungen und Zellschadigungen
darstellt. Trotz der unterschiedlichen Be-
schaffenheit der Gefafistrukturen beider
Systeme finden sich vergleichbare Paral-
lelen. Eine Eignung als aussagekraftige
Ersatzmethode zu Toxizitatstests am Tier
konnte durchaus gegeben sein.
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Bei den Isoprostanen handelt es sich urn
eine erst kurzlich entdeckte Substanzklas-
se, die durch radikalische, nicht enzyma-
tische Oxidation von Arachidonsaure ge-
bildet wird (Morrow et al., 1990). Das
AusmaB ihrer Entstehung kann deshalb als
Indikator fur oxidativen StreB und ftir freie
Radikale herangezogen werden. Phospho-
lipase A2 (PLA) -Aktivatoren, wie Bra-
dykinin (BK), Histamin (His), Noradre-
nalin (NA) und A23187 (Kalzium-Iono-
phor), induzieren eine verstarkte Freiset-
zung von Eicosanoiden.

In dieser Arbeit sollte nun untersucht
werden, ob diese Substanzen neben der
vermehrten Prostaglandi n- Freisetzung
auch eine Stimulierung der Isoprostanbil-
dung bewirken.

Ais in vitro Zellschadigungsmodell
diente - alternativ zum fruher verwende-
ten isoliert perfundierten Kaninchenohr -
die menschliche Nabelschnurvene. Die
Quantifizierung der freigesetzten Iso-
prostane erfolgte nach Extraktion aus dem
Nabelschnurperfusat mittels ELISA (En-

zyme Linked Immuno Sorbent Assay). Ver-
messen wurde sowohl die Gesamtkonzen-
tration an 8-iso-PGFzc< (frei und verestert)
als auch die Konzcntration an freiem 8-
iso PGF2c<allein.

Der vasokonstriktorische Effekt der Iso-
prostane wird uber Thromboxanrezepto-
ren vermittelt (Sametz et al., 1999). Des-
halb wurde auch die Konzentration von
TXAz in Form seines stabilen Metaboli-
ten TXB2 untersucht.

Die oben genannten PLAz-Aktivatoren
wurden jeweils als Bolus verabreicht.

Die Ergebnisse zeigen, daB sowohl
A23187, als auch His, HPz, BK und NA
eine signifikant vermehrte Freisetzung von
8-iso-PGF2D• tot verursachen. Unter H202-

EinfluB erfolgt die Isoprostanbildung am
schnellsten. Ein signifikanter Anstieg an
freiem 8-iso-PGFzc< konnte hingegen nur
nachA23187- und Hp2-Gabe beobachtet
werden. Die vermehrte Bildung von TXB2

wurde durch A23187, His und BK indu-
ziert, jedoch in geringerem AusmaB als 8-
iso-PGFzc<' HPz setzte kein TXAz frei.

Poster
In vitro measurement of cancer tissue invasion into
healthy tissue as a replacement method for animal
experiments
Helmut A. Tritthart, Trevor DeVaney, Manfred Hartbauer and Helmut Ahammer
Institute of Medical Physics und Biophysics, Karl-Franzens-University A-Graz
E-mail: helmut.trittharteskfunigraz.ac.at

Cancer is a life threatening disease,
metastases can form in the body which
leads to organ damage and weakening of
the tissues through rapid cell division and
growth. Small tumours are also capable
of producing metastases.

The main aim of cancer research is the
discovery of the factors involved in the
development of metastases. The inhibi-
tion of the development of metastases
would be a method for the successful pre-
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vention of the life threatening process of
metastasis formation in cancer.

Many animal experiments are used to
reach the above aim. Modern methods
that make use of tissue culture would be
a scientifically and publicly desirable al-
ternative to these very painful and stress-
ful animal experiments.

Here we present an alternative method
to the above experiments. Here we make
use of the spheroid confrontation method

Das Ergebnis un serer Studie unter-
streicht die Hypothese, daf endogene Sub-
stanzen wie BK, His und NA, die bei kar-
diovaskularen Krankheiten und entztind-
lichen Prozessen vermehrt auftreten, eine
Freisetzung von 8-iso-PGF2a bewirken.

Von besonderer Bedeutung ist, daB sich
die Resultate, die wir an der menschlichen
Nabelschnur erhalten haben, irn wesentli-
chen mit denen am isoliert perfundierten
Kaninchenohr (Sametz et aI., 2000) dek-
ken. Die Nabelschnur hat sich somit als
geeignete Ersatzmethode zum Tierversuch
erwiesen. Sie ermoglicht Untersuchungen
von toxischen und entzundungsfordernden
Substanzen an einem menschlichen Organ.
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whereby continuous observation and
three dimensional reconstruction of opti-
cal sections playa crucial role.

Optical sectioning of the living tissues
has been made possible in that a confocal
scanning microscope, fluorescent stains,
and an micro-incubation chamber have
been used in combination in order to en-
able dynamic observation of the inva-
sive processes.

The micro incubator enables observa-
tion and optical sectioning during growth
through constant temperature and gas mix.

Using new image analysis techniques
it is possible to determine the stages and
processes involved in the invasion proc-
ess.
We hope that this new tissue culture

method and analysis method will enable
the replacement of painful and stressful
animal experiments.
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Studies on CCK-processing of primary neuronal cell
cultures obtained from fertilised eggs instead of rat
foetuses
Rudiger Schade', Mirko Sasse', Peter Henklein' and Andreas Hlinak'
'Institute of Pharmacology and Toxicology and 2Institute of Biochemistry, Medical
Faculty (Charite), Humboldt-University,
D-Berlin, 3StateVeterinary and Food Investigation Centre, D-Frankfurt/Oder,
E-mail: ruediger.schade@charite.de

Cholecystokinin (CCK) is a neuropeptide
which could be demonstrated in the brain
as well as in the gut of vertebrates having
several biological functions. By means of
antibodies (Ab) with specificity for CCK a
CCK-like immunoreactivity (CCK-IR)
could be shown in several rat brain areas.
However, CCK-IR positive perikarya was
shown in some brain regions without pre-
treatment with colchicin (cortex,hippocam-
pus) in contrast to other regions (substantia
nigra). This phenomenon may be explained
by a region- specific or neuron-specific
CCK-processing. It is assumed that CCK
is synthesised in the cell body, is packed in
vesicles and is transported subsequently to
the terminals. During the axonal transport,

the pro-CCK becomes cleavaged
enzymatically to biologic active molecules
(CCK-8, CCK-4). This CCK-processing
results in a continuous change of the pri-
mary and secondary structure of the CCK-
molecule. An anti-CCK Ab may react with
a certairi portion (epitop) of the CCK-mol-
ecule. It is conceivable that due to theCCK-
processing this epitop disappeared during
a certain period and is accessible once again
in later processing-stages. We were able to
confirm this assumption by means of pri-
mary neuronal cultures (PNC). We used in
vitro cultures for this study because a cul-
tured neurone grows in two dimensions and
so can be observed as a complete structure
in contrast to brain sections.

Poster
Replacement of fetal calf serum by an egg yolk
factor with CCK/gastrin-like immunoreactivity in
cell culture
Mirko Sasse, Thomas Lengwinat', Peter Henklein' .Andreas Hlinak' and Rudiger Schade
Institute of Pharmacology and Toxicology and 'Institute of Biochemistry, Medical Fac-
ulty (Charite), Humboldt-University,
D-Rerlin. 2Tmtitlltp of Zoo fmrl Wildlife Rinlngy, n-Rprlin, 3St}1tpVptP.rin~ry ~nrl p()()rl
Investigation Centre, D-Frankfurt/Oder, E-mail: ruediger.schade@charite.de

The in vitro culture of different cell types
is an important scientific tool and becomes
increasingly accepted as a real alternative
to animal experiments. Foetal calve serum
(FCS) is a common supplement used in
many cell culture mediums and provides
cells with many growth factors and
cytokines necessary for a successful cul-
ture. In view of the animal protection is-
sues surrounding the production of FCS,
an alternative substance allowing the re-
placement or reduction of FCS is desir-
able.
In this paper a yolk extract (EYF-X) is

described originating from chicken eggs
which facilitates in vitro culture of a vari-
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ety of cell types. When the extract was
added to a culture medium used for in vitro
fertilisation (cat) the amount of success-
ful fertilisations was significantly in-
creased. In a further in vitro model (per-
manent neuronal cell line N2A) the yolk
extract significantly stimulated cell pro-
liferation as well as the growth of cell
processes. Surprisingly, a set of antibod-
ies with specificity against different parts
of the prepro-cholecystokinin (prepro
CCK) was able to react with the extract.
It could be demonstrated that the inten-
sityof the reaction depends on the egg's
age (time after the laying date). Analysis
by gel chromatography recorded a main

Normally, PNC from rats were used for
these studies. To obtain such cultures foe-
tuses of pregnant rats were removed and
brain areas were dissected and prepared in
usual ways.Apregnant rat regularly has 10-
12foetuses. Thus, independent on the cells
actually needed, 10-12 foetuses are killed.
The aim of this study was to investigate
whether the PNC from rats can be replaced
by such cultures from fertilised eggs.
In order to obtain PNC fertilised eggs

were hatched up to the T" day. Thereafter
the cells were prepared in the same way
as above. According to our results the PNC
obtained from fertilised eggs is a suitable
alternative to PNC from rats. By using'
fertilised eggs it becomes possible to cal-
culate exactly the amount of cells neces-
sary for the actual study.
It could be demonstrated that PNC from

rats could be replaced by PNC from ferti-
lised eggs without problems concerning
the scientific goal of our investigation.
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protein fraction with an apparent molecu-
lar weight between 20 and 30 kDa. This
fraction was labelled by Western-blot us-
ing an Ab with specificity against CCK-
octapeptid (CCK-8). These findings sug-
gest that the yolk factor may be a CCK/
gastrin like molecule.
Since CCK/gastrin-like molecules have

been detected also in spermatozoa of
mammals the influence on in vitro ferti-
lisation could be explained by the yolk
factor replacing the endogenous CCK/
gastrin-like molecule destroyed in sperm
freezing. The results of this study suggest it
may be possible to replace FCS by EYF-X
but the application of the yolk factor to a
broad spectrum of cell types remains to
be investigated.
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Increasing numbers of genetically altered
mice models are being developed for a
better understanding of mechanisms un-
derlying complex cardiovascular disor-
ders. We describe the evaluation of
electrophysiologic parameters from the
intact cardiac conduction and pacemaker
system of isolated mice hearts perfused
by the method of Langendorff.
Intracardiac signals could hitherto not be
measured in very small hearts, catheters
and experiments with larger animals
(dogs, swine) were necessary.

Methods
17 adult mice of either sex were sacrificed
by dislocation of the neck. The thorax was

quickly opened, the aorta was connected
to a cannula and perfused retrograde with
Tyrode's solution at a constant flow rate.
Two silver wire electrodes were placed
on the right atrium for recording of atrial
signals, two other electrodes were placed
in the valve plane for ventricular and HIS-
signal recording. Atrial (A-ERP), AV-
nodal (AV-ERP) and ventricular effective
refractory period (V-ERP) were evaluated
using a standard stimulation protocol.

Results
Spontaneous sinus rate was 306±42 beats/
min (values are mean ± SEM), AH, HV,
QRS and QT intervals were 21.1±3.3,
6.0±O.8, 19.1±3.7 and 119±21 ms respec-
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tively. A-ERP' s evaluated under different
Sl-Sl(60,80,lOO ms) intervals were
33.0±12.3, 32.4±7.3, 30.1±7.5 ms. AV-
ERP's evaluated under different SI-
SI(120, 140, '160 ms) intervals were
76.5±11.5, 72.6±8.4, 70.0±7.4 ms. V-
ERP's evaluated under different S 1-
Sl(80, 120, 160 ms) intervals were
45.2±12.8, 42.5±13.4, 41.1±12.8 ms. In
contrast to the ERP's of the AV-node no
clear rate adaptive phenomenon of the
atrial and ventricular ERP's could be es-
timated.

Conclusion
The loss of the rate adaptive phenomenon
of refractoriness in the mice heart may
be explained by an altered composition
of potassium channels compared to other
(larger) species. The isolated mice heart
perfused by the method of Langendorff
is a reliable way for evaluation of
electrophysiological parameters, also in
genetically altered mice models.
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Cell lines originating from primary cul-
tures are innovative tools for e.g. biocom-
patibility testing ofbiomaterials in vitro.
In our studies we used fibroblast/endo-
thelial cell/chondrocyte cultures of hu-
man origin and of the test animal species
most common for this purpose in vivo.
Verification of the identy of these cells
is obligatory for reproducibility of the
tests and valid interpretation of the re-
sults. Cultured cells have to be checked
for identity, contaminations of various
origins and also for genomic mutations
occuring during prolonged cultivation in
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vitro or due to exposition to biomateri-
also Furthermore, the risk of genetic
cross-contamination with other cells
increases with the number of cell cultures
passaged parallel in the same laboratory.
Therefore, we generated reference finger-
prints of the cultures in varying passages
for comparative monitoring of cells pur-
posed for in vitro tests.

Minisattelite DNA polymorhism resul-
ting in reproducible individual DNA fin-
gerprints is very discriminatory and can
be used for cell culture monitoring. The
patterns are stable over several passages,

although sudden changes did happen in
some cases, i.e. loss/gain of bands or
changes in band-intensity, indicating
massive genomic mutations of the cul-
tures in vitro. Influences of biomaterials
on the prints could not be detected.

Impure genomic DNA resulting from
problems during isolation due to influ-
ences of still adhering biomaterial-par-
ticles led to troublesome band-detecting
with ImageMasterf" standard-software.
These could be solved in most cases op-
timizing the scans with MSTM Corel
PHOTOPAINT 7.

Several tasks can be followed at the
same time: detection of contaminant
cells, identification of these cells of pri-
mary culture origin used for in vitro te-
sting and finally, monitoring for eventu-
al genomic mutations due to prolonged
cultivation or contact to biomaterials.
Inconclusive results in just one of these
aspects should lead to the disqualificati-
on of the monitored cultures from usage
in vitro.
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