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Zusammenfassung

Eine wesentliche Voraussetzung fiir den Einsatz von in
vitro Kulturmodellen zum Arzneimittelmetabolismus als
Alternative zum Tierversuch ist der Erhalt eines definierten
Differenzierungsgrades der Zellen. Dazu ist eine moglichst
hohe Anniiherung an die in vivo Verhdiltnisse der Zellen im
intakten Organ erforderlich. Fiir die in vitro Leberzellkul-
tur wurde ein Bioreaktormodell entwickelt, das eine
Reorganisierung von Hepatozyten und Nichiparenchymzel-
len der Leber in Kokultur zu dreidimensionalen, gewebe-
dhnlichen Strukturen mit Produktion einer eigenen extra-
zelluliiren Matrix durch die Zellen ermaglicht. In einer
Studie iiber zwei Wochen wurden die Zellvitalitit und die
metabolische Aktivitét isolierter Rattenhepatozyten unter
Bioreaktorkultur untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass
nach einer Reorganisierungsphase spezifische Funktionen
der Zellen, darunter die Harnstoff- und Albuminsynthese-
kapazitiit sowie spezifische Cytochrom P450-Aktivititen,
iiber den Kulturzeitraum erhalten bleiben, wobei maximale
Aktivitiiten in der ersten Woche erreicht werden. Anwen-
dungen in der pharmazeutischen Industrie ergeben sich
beispielsweise fiir Studien zum Metabolitenmuster, zur
Enzyminduktion, zu Arzneimittelinteraktionen, zum first
pass effect und zur Langzeittoxizitit von Pharmaka.

Summary: Liver cell culture in bioreactors for in vitro drug
studies as an alternative to animal testing

An important consideration for the utilisation of in vitro culture
models for studies on drug metabolism as an alternative to
amimal testing is the maintenance of a defined degree of cell
differentiation. Thus, in vitro conditions reflecting as near as
possible the in vivo situation of the cells within the whole organ
are required. A bioreactor was developed for the cultivation of
liver cells which allows the reorganisation of hepatocytes and
non-parenchymal cells of the liver in coculture to form three-
dimensional, tissue-like structures including extracellular matrix
components produced by the cells. In this study, the vitality and
metabolic activity of isolated rat hepatocytes was investigated
over a two week culture period in bioreaciors. The results show
that after a reorganisation phase, the cells preserve specific
functions, such as protein and urea synthesis capacity and
specific cytochrome P450 activities during the culture period,
with maximal values during the first week. Possible applications
of the model in pharmaceutical industry are studies on metaboli-
te patterns, enzyme induction, drug-drug-interactions, first pass
effects and long-term toxicity of drugs.

Keywords: 3R, reduce, bioreactor, in vitro culture, liver cells,
perfusion

1 Einleitung

Neu entwickelte Arzneimittel durchlaufen
bis zu ihrer klinischen Erprobung verschie-
dene gesetzlich vorgeschriebene Testpha-
sen zur Beurteilung ihres toxikologischen
und pharmakologischen Potentials. Bisher
werden diese Studien, abgesehen von eini-
gen Genotoxizititstests, an Labortieren
durchgefiihrt, wie es vom Arzneimittelge-
setz im Einklang mit europédischen Richtli-
nien gefordert wird. Da Tierversuchsdaten
aufgrund der ausgeprigten Speziesdifferen-
zen im Arzneimittelumsatz nur mit Ein-
schrinkung auf den Menschen iibertragen
werden konnen, werden dazu regelméssig
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Tiere zweier verschiedener Spezies ein-
gesetzt. Geeignete in vitro Methoden konn-
ten dazu beitragen, die Anzahl der Tierver-
suche in der pharmazeutischen Industrie
erheblich zu verringern.

Von besonderem Interesse fiir die prikli-
nische Arzneimittelpriifung sind in vitro
Leberzellkulturmodelle. Die stoffwechsel-
aktiven Zellen der Leber, die Hepatozyten,
sind fiir den Metabolismus einer Vielzahl
von Fremdstoffen (Xenobiotica) zu phar-
makologisch inaktiven, aktiven oder auch
toxischen Substanzen verantwortlich und
spielen daher eine entscheidende Rolle fiir
die Wirkung und das toxische Potential von
Arzneimitteln. Wichtig fiir den Metabolis-

mus von Xenobiotica sind die Cytochrom
P450-abhingigen Monooxygenasen
(CYP450) der Leber. Die Pharmakokinetik
der meisten Arzneimittel wird durch die Ak-
tivititen spezifischer CYP450-Enzyme be-
stimmt. Ein Erhalt der CYP450-Aktiviti-
ten der Zellen ist daher eine entscheidende
Voraussetzung fiir aussagekriftige in vitro
Studien zum Arzneimittelmetabolismus.
Ein wesentliches Problem bei der Ver-
wendung isolierter Hepatozyten fiir Meta-
bolismusstudien stellt der Verlust der
CYP450-Aktivititen in vitro unter lingerer
Kulturdauver dar (Guguen et al., 1988; Skett,
1994). In den letzten Jahren wurden daher
zahlreiche Untersuchungen zur Verbesse-
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rung der Kulturbedingungen liic Hepatozy-
ten durchgefiihrt, mit dem Ziel, eine besse-
re Differenzierung der Zellen und einen liin-
gcren Erhalt threr Funktionen in vifro zu
ermoglichen (Ubersichten s. Guillouzo,
1992, 1998). Beispielsweise wurde der Ein-
tluss der Sauerstolfkonzentration auf den
Xenobioticametabolismus von Hepatozyten
dargestellt (Maier et al., 1994). Kollagen als
Adhasionsmatrix wurde durch komplexere
Gemische aus Basalmembrankomponenten,
wie Matrigel® ersetzt (Schuetz et al., 1988).
In der so genannten Sandwich-Kulturtech-
nik werden Leberzellen zwischen zwei Kol-
lagenschichten eingebettet (Dunn et al.,

Abbildung 1: Bioreaktor zur in vitro Leber-
zellkultur. Die Anschlussstutzen (mit ro-
ten Verschliissen versehen) dienen zur
Verbindung der Kapillarbiindel im Biore-
aktorinnenraum mit den entsprechenden
Leitungssystemen.

1989). Auch die Einkapselung von Hepa-
tozyten (Cai et al., 1989) oder die Kultur
auf kollagenbeschichteten Microcarriern
(Agius et al., 1985) wurde fiir die Verbes-
serung der Hepatozytenfunktion in vitro vor-
geschlagen. Ein weiterer Ansatz wird mit
der Etablierung von Kokulturen der Hepa-
tozyten mit Leberepithelzellen (Begue et al.,
1984), epitheldhnlichen Zelllinien (Donato
etal., 1991), Sinusoidalzellen (Bader et al.,
1996) oder Kupfferzellen (Maier und Mi-
losevic, 1999) verfolgt. Mit der Etablierung
von Techniken zur Kultur gentransformier-
ter Zelllinien, z.B. der V79-Zellen (Doeh-
mer, 1993) wurde eine Mdoglichkeit zum
Nachweis definierter CYP450-Aktivitéiten
in vitro geschaffen. Die Immortalisierung
primérer Hepatozyten, beispielsweise durch
Transfektion mit Simian Virus 40 (§V40)
DNA, konnte eine geeignete Alternative zur
Kultur primiirer Zellen darstellen, birgt aber
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derzeit noch das Problem einer unzureichen-
den Stabilitiit der spezifischen Zellfunktio-
nen (MacDonald et al., 1994).

Mit dem Ziel, isolierten primiiren Leber-
zellen in virro Kulturbedingungen zu bie-
ten, die so weit wie moglich der natiirlichen
Situation der Zellen im Organ entsprechen,
wurde ein Bioreaktor-Perfusionssystem fiir
die dreidimensionale Kultur von Leberzel-
len entwickelt, zunachst fiir die klinische
Anwendung zur extrakorporalen Leberun-
terstiitzung (Gerlach, 1996b). Das Modell
beruht auf der von Knazek et al. (1972) ein-
gefithrten Kapillarperfusionstechnik in
Hohlfaserreaktoren. Im Gegensatz zu stati-
schen Modellen, die durch eine zunehmen-
de Verarmung an Nihrstoffen bei gleichzei-
tiger Metabolitenanreicherung gekenn-
zeichnet sind, gewihrleistet die Leberzell-
kultivierung unter Perfusionsbedingungen
einen Stoffaustausch analog zur in vive Si-
tuation der Leber mit kontinuierlicher Nihr-
stoffzufuhr und Metabolitenentfernung.
Uber eine integrierte Kapillarmembran-
Oxygenierung wird ein kontinuierlicher,
dezentralisierter Austausch von Sauerstoff
und Kohlendioxid erreicht (Gerlach et al.,
1990). Die technische Ausstattung des Per-
fusionssystems erméglicht eine stetige Kon-
trolle und Regulation wesentlicher System-

Abbildung 2: Transmissionselektronenmi-
kroskopische Aufnahme von Leberzellen
nach 14-tagiger Bioreaktorkultur. Unten
sind mehrere Hepatozyten in kuboidaler
Anordnung zu sehen. Dariiber befinden
sich Nichtparenchymzellen, umgeben von
Bindegewebskomponenten.

&

funktionen, wie Druck- und Flussbedingun-
gen, Gasflussraten und Temperaturverhiilt-
nisse, so dass eine Anpassung der Kultur-
bedingungen an die jeweils aktuellen An-
forderungen der Zellen vorgenommen wer-
den kann. In vorausgehenden Arbeiten
konnte bereits gezeigt werden, dass primi-
re Leberzellen vom Schwein in dem ent-
wickelten System iiber mehrere Wochen
metabolisch aktiv bleiben (Gerlach et al.,
1994a, 1994b).

In dieser Studie wurden die Zellvitalitiit
und die metabolische Aktivitiit isolierter
Rattenhepatozyten unter zweiwochiger Bio-
reaktorkultur untersucht. In der pharmazeu-
tischen Industrie sind Studien an Rattenzell-
kulturen von besonderem Interesse, da Rat-
ten die bevorzugten Versuchstiere fiir Arz-
neimittelstudien darstellen, so dass bereits
zahlreiche in vivo Daten aus Tierexperimen-
ten vorliegen, die zum Vergleich herange-
zogen werden konnen. Als MaB fiir eine
mdgliche Zellschiidigung unter Bioreaktor-
kultur wurde die Freisetzung zytosolischer
und mitochondrialer Enzyme, zur Beurtei-
lung des Zellstoffwechsels die Glukoseauf-
nahme und Laktatbildung sowie die Harn-
stoff- und die Albuminsekretion ermittelt.
Die Cytochrom P450-Aktivitit der Zellen
wurde anhand des Umsatzes der Testsub-
stanzen 7-Ethoxyresorufin und 7-Ethoxy-
cumarin bestimmt. Die Substanzen werden
durch unterschiedliche CYP450-Isoenzyme
(7-Ethoxyresorufin: CYP1A1; 7-Ethoxycu-
marin: CYP1A2) umgesetzt und vielfach
fiir Studien zur CYP450-Expression in He-
patozyten eingesetzt (Grant et al., 1985;
Donato et al., 1990).

2 Methoden und Materialien

2.1 Bioreaktoraufbau

Ein Modell des Bioreaktors ist in Abbildung
1 gezeigt. Durch den Reaktorinnenraum
(Volumen: ca. 15 ml)fiihren drei miteinan-
der verwobene, jedoch voneinander unab-
hiingige Kapillarsysteme. Zwei der Kapil-
larbiindel bestehen aus hydrophilen, pord-
sen Kunstoffmembranen (PES, Akzo, D-
Wuppertal). Die Leberzellen siedeln sich
auf und zwischen den Kapillaren an und re-
organisieren sich dort zu dreidimensiona-
len Zellverbinden (s. Abb. 2). Uber die Ka-
pillaren erfolgen sowohl die Nihrstoffver-
sorgung der Zellen als auch der Abtrans-
port von Stoffwechselprodukten (s. Abb. 3).
Ein weiteres Kapillarsystem aus hydropho-
ben Membranen (Oxygenierungsmembra-
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nen, Mitsubishi, Japan) ermdglicht eine de-
zentralisierte Versorgung der Hepatozyten
mit Sauerstoff und Kohlendioxid. Zur Zell-
cinfiillung dienen 16 Silikonkautschukka-
pillaren, die in unterschiedlichen Bereichen
des Zellkompartiments offen miinden. Die
fiir die Bioreaktorperfusion erforderlichen
Leitungssysteme werden aus speziellem
Schlauchmaterial (SRT 460, Rehau, D-Re-
hau) angefertigt, das sich durch eine beson-
ders geringe Adsorptionsneigung fiir Pro-
teine und lipophile Substanzen auszeichnet.

2.2 Perfusionssystem

Das Perfusionssystem ist in modularer Bau-
weise konstruiert. Es besteht aus einer tem-
perierbaren Plexiglaskammer fiir den Bio-
reaktor, einer Begasungseinrichtung, Hei-
zung und jeweils separaten Pumpeinheiten
fiir die Mediumrezirkulation und die Frisch-
mediumzufuhr (s. Abb. 4). Um die techni-
schen Voraussetzungen fiir die Durchfiih-
rung von Langzeitversuchen unter konstan-
ten und reproduzierbaren Bedingungen zu
schaffen, wurden wesentliche System-
funktionen automatisiert. Zur Vermeidung
méglicher Druckschwankungen im Biore-
aktor wurde das System mit einer elektro-
nisch gesteuerten, druckkontrollierten Pum-
pensteuerung verschen (s. Abb. 5). Uber di-
gitale Anzeigen konnen die aktuellen
Druck- und Flussverhéltnisse kontinuierlich
dokumentiert und kontrolliert werden. Eine
Ventilatorheizung mit mikroprozessorge-
steuerter Reglereinheit gewiihrleistet eine
konstante Temperatur im Bioreaktorgehiu-
se. Uber eine Gasmischbox mit Schwebe-
korperdurchflussmessern fiir Druckluft,
Sauerstoff und Kohlendioxid kann die Zu-
fuhr von Sauerstoff und Kohlendioxid re-
guliert werden.

2.3 Zellkulturartikel

Losungen, Medien und Zusitze wurden,
wenn nicht anders angegeben, von der Fir-
ma Biochrom KG, D-Berlin, bezogen. Ste-
rile Einwegartikel wurden von der Firma
Becton Dickinson, D-Heidelberg, bezogen.

2.4 Leberzellisolierung

Die Hepatozyten wurden aus Lebern von
miénnlichen Wistar-Ratten (BgV'V, D-Ber-
lin) mit einem Korpergewicht von etwa
200 g aus artgerechter Aufzucht mit Fiit-
terung ad libitum gewonnen. Die Leber-
entnahme aus Ratten zum Zweck der Zell-
gewinnung ist bei den zustiindigen Behor-
den angezeigt.
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Die Tiere wurden zum Zweck der in situ
Organperfusion durch intraperitoneale In-
jektion von 150 mg/kg KG Ketamin (Phar-
macia & Upjohn, D-Erlangen) und 10 mg/
kg KG Xylazin (BayerVital, D-Leverkusen)
narkotisiert. Zur Hepatozytengewinnung
wurde eine Fiinfschritt-Perfusion der Leber
nach einer fiir die Zellisolierung aus
Schweinelebern entwickelten Methode
(Gerlach et al., 1996a) durchgefiihrt. Dabei
wurden die Volumina und Einwirkungszei-
ten der einzelnen Perfusionslésungen ent-
sprechend der geringeren GroBe der Rat-
tenleber modifiziert. Zur Auflésung des
Zellverbandes im vierten Perfusionsschritt
wurde Kollagenase (0,025%) vom Typ IV
(Sigma-Aldrich Chemie, D-Deisenhofen)
verwendet. Die Vitalitit der frisch isolier-
ten Zellen betrug 60-65%, ermittelt anhand
des Trypanblau-Ausschluss-Testes. Der
Anteil der Hepatozyten wurde in der Zell-
suspension lichtmikroskopisch anhand der

Abbildung 4: Bioreaktor-Perfusionssy-
stem mit Bioreaktorkammer, Begasungs-
einrichtung, Heizung und separaten
Pumpeinheiten fiir die Mediumrezirkulati-
on und die Frischmediumzufuhr.

Gribe sowie in Kontroll-Adhisionskultu-
ren anhand ihrer typischen Morphologie ab-
geschiitzt und betrug etwa 95%. Um einen
méglichen Verlust der Nichtparenchymzel-
len zu vermeiden, wurde auf eine weitere
Reinigung, z.B. mittels Dichtegradienten-
zentrifugation, verzichtet, so dass die ver-
wendete Zellfraktion sowohl Hepatozyten
- d.h. Parenchymzellen - als auch Nichtpar-
enchymzellen der Leber enthielt. Zur Kul-
tur wurde jeweils eine Gesamtmenge von
10® Zellen pro Bioreaktor aus unterschied-

* lichen Zellpriparationen eingesetzt.

2.5 Kulturbedingungen

Als Kulturmedium wurde modifiziertes Wil-
liams® Medium E mit Zusatz von 7% fota-
lem Kiilberserum (FCS), 10 mmol/l HEPES,
2 mmol/1 L-Glutamin, 16 LE./1 Altinsulin
(Hoechst, D-Frankfurt), 3.5 ug/l Glucagon
(NovoNordisk, D-Mainz), 80 pg/l Dexame-
thason (Merck, D-Darmstadt), 5 mg/l Human
Apotransferrin (Sigma-Aldrich Chemie), 10
mV/1 Biotect-Schutzmedium, 100.000 LE/
Penicillin, 100 mg/l Streptomycin und 2,5
mg/l Amphotericin B verwendet. Der Zusatz
von FCS iiber den gesamten Kulturzeitraum
hatte sich bereits in vorausgehenden Unter-
suchungen bewihrt (Gerlach et al., 1994a,
1994b, 1995).

Wihrend der Kulturphase wurden ein Sau-
erstoffpartialdruck im Medium von 160-200
mmHg und ein Kohlendioxidpartialdruck
von 20-40 mmHg eingestellt. Unter diesen
Bedingungen lag der pH-Wert im Perfusat
im Bereich von 7,35-7.,45, bei einer System-
temperatur von 38°C. Ein Abfall des pH-
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Bioreaktorkreislaufs. Eine automatische,
druckkontrollierte Pumpsteuerung sorgt fiir konstante Fluss- und Druckverhiltnisse

im System.
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Wertes auf unter 7,35 wurde durch Erhchung,
ein Anstieg des pH-Wertes auf iiber 7,45
durch Erniedrigung der Kohlendioxidzufuhr
reguliert. Die Perfusionsflussgeschwindig-
keit betrug 8 ml/min, bei einem Gesamtsy-
stemvolumen von 120 ml. In den System-
kreislauf wurde, auBler wihrend der Umsatz-
tests, kontinuierlich Frischmedium einge-
speist und gleichzeitig die entsprechende
Menge Medium abgefiihrt. Die Mediumzu-
fuhrrate betrug withrend der ersten 16 h nach
Zelleinfiillung 35 ml/h, um die aus den initi-
al geschiidigten Zellen freigesetzten Elektro-
Iyte und Stoffwechselprodukte auszuspiilen,
und im weiteren Kulturverlauf 5 ml/h.

2.6 Beurteilung der Zellqualitit unter

Bioreaktorkultur

Um Aufschluss iiber die Qualitit der Zellen
unter Bioreaktorkultur zu erhalten, wurden
taglich Proben aus dem Systemkreislauf zur
Bestimmung von Vitalitits- und Funktions-
parametern entnommen. Fiir die Messungen
wurden, wenn nicht anders angegeben, kom-
merziell erhiiltliche Testkits (Sigma-Aldrich
Chemie) verwendet.

Die Art und der Verlauf méglicher Zell-
schiiden wurden anhand der Freisetzung zy-
tosolischer und mitochondrialer Enzyme
durch die Zellen bestimmt. Als Vertreter der
zytosolischen Enzymfraktion wurden die
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Abbildung 6: Freisetzung der Enzyme Laktatdehydrogenase (LDH), Aspartat-Amino-
transferase (AST), Alanin-Aminotransferase (ALT) und Glutamat-Laktat-Dehydrogena-
se (GLDH) wihrend 14-tagiger Bioreaktorkultur.
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Laktatdehydrogenase (LDH)- und die Ala-
nin-Aminotransferase (ALT)-Aktivitdt im
Perfusat gemessen. Weiterhin wurde die
Aktivitit der sowohl zytosolisch als auch
mitochondrial vorkommenden Aspartat-
Aminotransferase (AST) und der rein mi-
tochondrialen Glutamat-Dehydrogenase
(GLDH) bestimmt. Zur Untersuchung der
Glukoseumsatzraten wurden die Glukose-
aufnahme- und Laktatbildungsrate der Zel-
len gemessen. Zum Nachweis der Protein-
synthesekapazitit der Hepatozyten wurde
die Albuminsekretion mit einem fiir Ratten-
albumin spezifischen enzyme linked im-
munosorbent assay (ELISA) von Exocell,
Philadelphia, PA, USA, ermittelt. Die Harn-
stoffsyntheserate der Hepatozyten wurde
anhand der Harnstoffkonzentration im Per-
fusat bestimmt.

2.7 Bestimmung der CYP450-
Aktivitiat unter Bioreaktorkultur

Die Umsatztests mit den Substanzen 7-
Ethoxyresorufin und 7-Ethoxycumarin
(Anfangskonzentration: jeweils 10 pmol/
1) wurden jeweils iiber 2 Stunden im ge-
schlossenen System, d.h. ohne Medium-
zu- und abfuhr, durchgefiihrt. Nach Pro-
benentnahme aus dem Perfusat wurde das
System zur Entfernung restlicher Substan-
zen bzw. Metabolite jeweils mit 250 ml
Medium, entsprechend dem doppelten Sy-
stemvolumen, im single pass Modus un-
ter Blockierung der Rezirkulation gespiilt.
Die Konzentrationen der fluoreszierenden
Phase 1-Produkte 7-Hydroxyresorufin
bzw. 7-Hydroxycumarin wurden unter
Modifizierung der Methode von Burke
und Hallman (1978) mit einem Fluores-
zenzspektrometer (Fluoroscan II, ICN) ge-
messen. Die Exzitationswellenliinge be-
trug 544 (7-Hydroxyresorufin) bzw. 355
nm (7-Hydroxycumarin), die Emissions-
wellenldnge 590 bzw. 460 nm. Um auch
den Anteil der im Rahmen der Phase 2-
Reaktion konjugierten Derivate zu erfas-
sen, wurden die Konjugate unter Bildung
der Phase 1-Produkte enzymatisch gespal-
ten, so dass diese fiir eine quantitative
Messung zuginglich wurden. Dazu wur-
den jeweils 150 pl der Proben mit 150 pl
1M Na-Acetat, pH 5,5 und 20 pl einer
Enzymmischung aus B-Glukuronidase und
Arylsulfatase (Boehringer Mannheim, D-
Mannheim) iiber 12 h bei 37°C inkubiert.
Anschliefend wurden die Proben erneut,
wie oben beschrieben, fluoreszenzspektro-
metrisch bestimmt,

ALTEX 17, 1/00
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2.8 Statische Auswertung und
Ergebnisdarstellung

Zur Auswertung der Daten wurde das Pro-
gramm StatView [ur Windows, Version
4.57 (Abacus Concepts) eingesetzt. Die
Werte wurden jeweils fiir 10° Zellen be-
rechnet, ausgehend von einer Gesamtzell-
zahl von 10° Zellen. Die Ergebnisse sind
im Text als Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwerts angegeben und in den Gra-
fiken entsprechend dargestellt.

3 Ergebnisse

Jeweils 10® Rattenleberzellen aus unter-
schiedlichen Zellpriparationen wurden
{iber 14 Tage in Bioreaktoren kultiviert
(n=6). Die Vitalitit und funktionelle Ak-
tivitit der Zellen wurde anhand der En-
zymfreisetzung, Glukoseaufnahme und
Laktatbildung, Albuminsekretion, Harn-
stoffsekretion und spezifischer CYP450-
Aktivititen untersucht.

3.1 Enzymfreisetzung

Die Freisetzungsraten der Enzyme LDH,
AST, ALT und GLDH durch die Leber-
zellen unter Bioreaktorkultur sind in Ab-
bildung 6 dargestellt. Alle Enzyme zeig-
ten am ersten Kulturtag einen deutlichen
Anstieg in ihrer Freisetzung. Dabei war die
LDH-Aktivitit mit 1,39 + 0,29 U/d/10°
Zellen am hichsten, gefolgt von der AST-
Aktivitdt mit 0,43 £ 0,06 U/d/10° Zellen.
Die Freisetzung von GLDH und ALT war
mit Werten von 0,27 £ 0,04 bzw. 0,05 +
0,01 U/d/10° Zellen deutlich geringer. Be-
reits am zweiten Kulturtag sanken die En-
zymaktivititen drastisch auf Werte zwi-
schen 0,01 £ 0,00 U/d/10° Zellen (ALT)
und 0,22 £0,04 U/d/10¢ Zellen (LDH). Im
weiteren Kulturverlauf lagen die Freiset-
zungsraten aller Enzyme unter 0,13 U/d/
10° Zellen, mit Ausnahme eines leichten
Anstiegs der LDH-Freisetzung an Tag 10.

3.2 Glukoseaufnahme und Laktatbil-
dung

Beide Parameter zeigten insgesamt einen
dhnlichen Verlauf (Abb. 7). Dabei ging ein
steigender Glukoseverbrauch im Kulturver-
lauf mit einer Zunahme der Laktatproduk-
tion durch die Hepatozyten einher. Wihrend
die Laktatfreisetzung allerdings, abgeschen
von leichten Schwankungen, stetig von 0,5
+ 0,5 pmol/d/10° Zellen am ersten Tag auf
4,2 £ 0,5 umol/d/10° Zellen am vierzehn-
ten Tag, also auf das etwa Zehnfache an-
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Abbildung 7: Glukoseaufnahme und Laktatfreisetzung unter 14-tigiger Bioreaktorkultur.

stieg, fiel der Glukoseverbrauch am dritten
Kulturtag zunichst auf 2,2 = 0,7 pmol/d/
10° Zellen ab. Erst ab dem fiinften Tag wur-
de ein deutlicher Anstieg der Glukoseauf-
nahmerate verzeichnet. Dabei wurde am
zehnten Kulturtag der hochste Wert mit 10,2
+2,1 umol/d/10° Zellen erreicht, was knapp
dem Finffachen gegeniiber dem Glukose-
verbrauch am dritten Kulturtag entsprach.
Sowohl die Glukoseaufnahme als auch die
Laktatbildung durch die Zellen wiesen er-
hebliche Schwankungen zwischen den ein-
zelnen Kulturen auf.

3.3 Albuminsekretion

Die Albuminsekretionsrate (Abb. 8) stieg
innerhalb der ersten Kulturwoche, abgese-
hen von einem leichten Abfall am zweiten
Tag, kontinuierlich an, um am siebten Tag
mit 25,6 + 17,0 pg/d/10° Zellen ein Maxi-
mum zu erreichen. In der zweiten Kultur-
woche sank die Albuminfreisetzung und lag
am vierzehnten Tag noch bei 5,9 + 3,0 pg/
d/10° Zellen. Auffallend waren die erhebli-
chen Unterschiede in der Albuminsekreti-
on zwischen den einzelnen Kulturen.

3.4 Harnstoffsekretion

Die Harnstoffsekretion (Abb. 9) stieg zu-
néchst von 4,0 0,8 wmol/d/10° Zellen am
ersten Kulturtag bis auf einen Maximal-
wert von 5,0 £ 1,0 pmol/d/10° Zellen am
dritten Tag an. AnschlieBend sanken die
Harnstoffsekretionsraten bis zam Ende der
ersten Kulturwoche. In der zweiten Kul-
turwoche blieben die Harnstoffwerte, ab-

gesehen von leichten Schwankungen, sta-
bil mit Werten zwischen 2,1 £0,3 und 3,0
+ 0,6 pmol/d/10° Zellen. Withrend in der
ersten Kulturwoche die Werte der einzel-
nen Kulturen stark variierten, zeigten sie
ab dem neunten Tag nur duflerst geringe
Schwankungsbreiten.

3.5 Metabolische Aktivitiiten

Die Umsatzraten der Testsubstanzen 7-
Ethoxyresorufin und 7-Ethoxycumarin
wurden am ersten, zweiten, dritten und
vierten sowie am elften Kulturtag be-
stimmt. Dabei wurden sowohl die freien
Metaboliten 7-Hydroxyresorufin bzw. 7-
Hydroxycumarin als auch die im Rahmen
der Phase 2-Reaktion gebildeten Konju-
gate nachgewiesen.

Die Gesamtumsatzraten zeigten bei bei-
den Substanzen einen dhnlichen Verlauf,
wobei die Umsatzraten von 7-Ethoxycuma-
rin etwa um das Dreifache hoher als dieje-
nigen von 7-Ethoxyresorufin waren (Tab.
1). Der 7-Ethoxyresorufinumsatz stieg zu-
néichst von 0,10 % 0,05 pmol/min/10° Zel-
len am ersten Kulturtag bis auf einen Ma-
ximalwert von 0,56 £ 0,18 pmol/min/10°
Zellen am dritten Tag. Am vierten Kultur-
tag fielen die Umsatzaktivititen deutlich ab,
blieben aber anschliessend bis zum elften
Tag stabil bei 0,33 + 0,14 pmol/min/10°
Zellen. Auch die Umsatzraten von 7-
Ethoxycumarin erreichten am dritten Kul-
turtag mit 1,59 £ 0,53 pmol/min/10° Zellen
den hoéchsten Wert, um anschlieBend bis
zum elften Tag auf 1,05 £ 0,42 pmol/min/
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Abbildung 8: Albuminsekretion unter 14-tdgiger Bioreaktorkultur.

10° Zellen abzufallen. Damit verfiigten die
Hepatozyten am elften Tag noch tiber etwa
60% (7-Ethoxyresorufinumsatz) bzw. 66%
(7-Ethoxycumarinumsatz) ihrer maximalen
Aktivititen.

Wihrend der Anteil der konjugierten
Derivate an der Gesamtmetabolitenkonzen-
tration fiir 7-Ethoxyresorufin etwa 50% be-
trug, wurden die 7-Ethoxycumarin-Metabo-
liten nahezu vollstindig konjugiert und
konnten erst nach Konjugatspaltung nach-
gewiesen werden.

4 Diskussion

Die komplexen anatomischen und physio-
logischen Verhiiltnisse der Leber stellen

hohe Anforderungen an ein funktionieren-
des Kultursystem fiir Leberzellen in vitro.
Um die Eignung des entwickelten Biore-
aktorkultur-Perfusionssystems fiir phar-
makologische Studien an primiren Hepa-
tozyten zu testen, wurde die Zellqualitiit iso-
lierter, primirer Rattenhepatozyten unter
zweiwOchiger Bioreaktorkultur untersucht.
Dazu wurden anerkannte Kriterien zur Be-
urteilung der Zellvitalitdt und der metabo-
lischen Aktivitit von Hepatozyten in vitro
(Ubersicht s. Tyson und Green, 1987) her-
angezogen.

Die Zellintegritit wurde anhand der Frei-
setzung zytosolischer (LDH, ALT, AST)
und mitochondrialer (AST, GLDH) Enzy-
me durch die Zellen bestimmt. Eine Schii-

Tabelie 1: Metabolismus von 7-Ethoxyresorufin und 7-Ethoxycumarin. Der Gesamtum-
satz wurde indirekt durch Messung der freien Metabolite nach Konjugatspaltung ermit-
telt. 10°Zellen entsprachen durchschnitilich 1,5 mg Gesamtprotein in der Zellsuspensi-
on nach Isolierung. n. d.: Freie Metaboliten konnten nicht nachgewiesen werden, da sie

zu 100% konjugiert wurden.

(d Euzm.]r‘;zg der 7-Ethoxyrc_asoruﬁnumsatz T-Ethoxyqumarinumsatz
Zellisolierung) (pmol/min/10¢ Zellen) (pmol/min/108 Zellen)
- freie Metaboliten | Gesamtumsatz | freie Metaboliten | Gesamtumsatz
(Phase 1) (Phase 1 +2) J (Phase 1) —(f?afe,iti
1 0,01 0,01 0,10£005 | n. d. 0,29 £0,12
mfmz }' 0,13 £0,04 0,3;10,15 | n. d. | 133£0,56
3 | oz7z006 | 056018 |  nd | 159+053
4| 017:005 | 030:010 |  nd | 145%065 |
B __1 1_——_5_ _a;g; 0,09 il 0.33+0,14 n. d. I\ 1,056+ 0,42

@___

o
o

digung von Hepatozyten fiihrt in der Re-
gel zu einer gestorien Zellmembranper-
meabilitit und damit zu einer erhhten
Durchlissigkeit fiir zytosolische Proteine.
Beim Eintritt einer Parenchymzellnekro-
se als Folge einer ausgepriigten Zellschi-
digung kommt es dariiber hinaus auch zur
Freisetzung mitochondrialer Enzyme. Der
ausgepriigte Anstieg der Enzymaktivititen,
insbesondere der LDH-Aktivitit, am er-
sten Kulturtag weist auf eine initiale Schi-
digung der Zellen hin, vermutlich verur-
sacht durch den Prozess der Zellisolierung.
Bereits am zweiten Kulturtag schienen
sich die Zellen jedoch zu erholen, und auch
im weiteren Kulturverlauf gaben die En-
zymfreisetzungsraten keine signifikanten
Hinweise auf eine vermehrte Zellschidi-
gung.

Wesentliche Kriterien fiir die spezifische
Hepatozytenfunktion ist deren Fihigkeit
zur Protein- und Harnstoffsynthese. Da in
der Leber nicht nur zelleigene Proteine,
sondern auch zahlreiche ,JExport“-Protei-
ne, beispielsweise Gerinnungsfaktoren
und Transportproteine, hergestellt werden,
zeichnen sich Hepatozyten in vive durch
eine hohe Proteinsyntheserate aus. Die
Harnstoffbildung im Rahmen des Harn-
stoffzyklus ist hingegen zur Entfernung
toxischen Ammoniaks lebensnotwendig
fiir den Organismus (Ammoniak-,,Entgif-
tung™). Beide Reaktionen sind energicab-
hiingig und erfordern daher ein ausreichen-
des Angebot an Sauerstoff und Energie-
substraten. Unter Bioreaktorkultur wurde
eine maximale Syntheserate von Albumin
am siebten Kulturtag und von Harnstoff
am dritten Kulturtag erreicht. Nach zwei
Kulturwochen konnten noch 46% (Harn-
stoff) bzw. 23% (Albumin) der maxima-
len Syntheseraten nachgewiesen werden.

Die Umsatzraten der Testsubstanzen 7-
Ethoxyresorufin und 7-Ethoxycumarin zei-
gen, dass die CYPIAI- bzw. CYPIA2-
Aktivititen der Zellen unter Bioreaktorkul-
tur ebenfalls am dritten Kulturtag ein Ma-
ximum erreichten. Jedoch blieben bis zum
Ende der Kulturdauer noch etwa zwei Drit-
tel der maximalen Aktivititen beider Isoen-
zyme bewahrt. Die Verstoffwechselung von
Fremdstoffen in der Leber erfordert ein
komplexes Zusammenspiel unterschiedli-
cher Enzymsysteme. Lipophile Fremdstof-
fe werden zunéchst in der Regel durch spe-
zifische CYP450-Isoenzyme unter Einfiih-
rung einer funktionellen Gruppe oxygeniert
(Phase 1-Reaktion). Die entstandenen Pro-
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dukte werden anschlieBend durch Konju-
gation, z.B. mit Glukuronsiure oder Sul-
fonséure in eine wasserldsliche Form iiber-
fithrt (Phase 2-Reaktion), so dass sic iiber
die Niere ausgeschieden werden kinnen.
Der withrend der gesamten Kulturdauer sta-
bile Anteil konjugierter Derivate an der Ge-
samtmetabolitenkonzentration weist darauf
hin, dass nicht nur die Phase 1-, sondern
auch die Phase 2-Enzymaktivitdten unter
Bioreaktorkultur iiber zwei Wochen erhal-
ten bleiben.

Da die Versuche jeweils mit unterschied-
lichen Zellpriparationen durchgefiihrt wur-
den, sind die teilweise erheblichen Schwan-
kungen der Werte vermutlich iiberwiegend
auf eine unterschiedliche initiale Schidi-
gung der Zellen durch den Isolierungspro-
zess zuriickzufiihren.

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass
das Bioreaktorkulturmodell, nach einer ein-
bis zweitidgigen Adaptationsphase, einen
Erhalt spezifischer Zellfunktionen primérer
Rattenhepatozyten iiber einen zweiwdchi-
gen Kulturzeitraum erméglicht, wobei in
der ersten Kulturwoche maximale Aktivi-
tdten erreicht werden.

Folgende Faktoren wurden als entschei-
dend fiir den Erhalt zellspezifischer Funk-
tionen in Hepatozytenkulturen beschrieben
(Guillouzo, 1990, 1992):

a) der Erhalt spezifischer morphologischer
Merkmale der Hepatozyten,

b) die Schaffung einer geeigneten extrazel-
luliiren Matrix als Adhisionsfliche fiir die
Zellen,

c¢) die Aufrechterhaltung interzelluldrer
Kontakte und parakriner Funktionen,

d) die Gewihrleistung einer addquaten
Nihrstoff- und Hormonversorgung, und
¢) die kontinuierliche Entfernung von toxi-
schen Metaboliten.

Unter diesen Gesichtspunkten bietet das
entwickelte Kulturmodell giinstige Voraus-
setzungen fiir den Langzeiterhalt der organ-
spezifischen Differenzierung von Leberzel-
len in vitro. Die Aggregatkultur in Bioreak-
toren erméglicht hohe Zelldichten und un-
terstiitzt die Bewahrung der typischen glo-
buldren Zellform unter Erhalt der spezifi-
schen Zell-Zell-Verbindungen (Gerlach et
al., 1995). Bei Kokultivierung von Paren-
chymzellen mit Nichtparenchymzellen der
Leber wird eine Reorganisierung der Zel-
len zu in vivo-dhnlichen, dreidimensiona-
len Organstrukturen mit Bildung einer ei-
genen extrazelluliiren Matrix durch die Zel-
len erreicht, die iiber mehrere Wochen er-
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Abbildung 9: Harnstoffsekretion unter 14-tdgiger Bioreaktorkultur.

halten bleibt (Abb. 2). Diese Befunde wer-
den durch Untersuchungen von Goulet et
al. (1988) bestiitigt, die zeigten, dass die
Kokultur von Hepatozyten mit mesenchy-
malen Leberzellen sowohl die gewebsspe-
zifische Funktion der Zellen als auch die
Biomatrixproduktion unterstiitzt. Auch an
anderen Modellen der Kokultivierung von
Hepatozyten mit Epithelzellen, Sinusoidal-
zellen oder Kupfferzellen der Leber wurde
ein gilinstiger Einfluss zellulirer Interaktio-
nen auf die Hepatozytenfunktion beschrie-
ben (Begue et al., 1984; Bader et al., 1996;
Maier und Milosevic, 1999).

Wesentlich fiir die Kultur primérer Le-
berzellen erscheint, dass die Perfusionsbe-
dingungen im Bioreaktor variabel gestaltet
werden konnen, so dass die Zellversorgung
mit Energiesubstraten, Aminosiuren, Hor-
monen und weiteren Mediumbestandteilen
auf die Anforderungen der Zellen in unter-
schiedlichen Kulturphasen abgestimmt wer-
den kann.

Eine weitere Verbesserung der Zellfunk-
tionen unter Bioreaktorkultur kénnte durch
eine schrittweise Erhohung der Sauerstoff-
zufuhr im Laufe der Kultur erzielt werden.
Der Riickgang der funktionellen Aktiviti-
ten der Zellen ging mit einem deutlich stei-
genden Glukoseverbrauch sowie einer er-
héhten Laktatproduktion durch die Hepa-
tozyten einher, was auf eine unzureichende
Saverstoffversorgung der Leberzellen in der
zweiten Kulturwoche hindeutet. Eine Ur-
sache hierfiir konnte ein erhhter Sauerstoff-
verbrauch im System durch die Vermehrung
von Nichtparenchymzellen unter Kultur

sein. Auf Sauerstoffmangel reagieren die
Leberzellen mit einem Anstieg der anaero-
ben Glykolyse, deren Endprodukt Laktat ist,
so dass der Glukoseverbrauch gleichzeitig
mit einer erhohten Laktatfreisetzung an-
steigt (so genannter Pasteur-Effekt). Ein
gesteigertes Saucrstoffangebot konnte da-
her einen verldngerten Erhalt der Zellakti-
vitdten erméglichen.

Zur Steigerung der absoluten Ausbeute an
Zellprodukten und Metaboliten kénnte aus-
serdem eine Minimierung der Substanzad-
sorption im System beitragen. Vorliufige
Untersuchungen zu diesem Aspekt haben
eine etwa 50%ige Adsorption lipophiler
Stoffe im Kapillarsystem ergeben (bisher
unverdffentlichte Daten), so dass moglicher-
weise die gemessenen Werte nur einen Teil
der tatsichlich gebildeten Produkte darstel-
len. Zur weiteren Optimierung des Systems
soll daher der Einsatz von Membranmate-
rialien mit nicht- oder nur gering-adsorbie-
renden Eigenschaften gepriift werden.

Mbogliche Anwendungsbereiche fiir das
entwickelte Kulturmodell in der pharma-
zeutischen Industrie sind vor allem in Lang-
zeitstudien zu schen, beispielsweise zu Arz-
neimittel-Wechselwirkungen, zur Enzym-
induktion oder zur Langzeittoxizitét. Der-
zeit laufende eigene Untersuchungen zur
Langzeitqualitit primérer Hepatozyten un-
ter Bioreaktorkultur weisen auf eine Indu-
zierbarkeit von CYP450-Aktivititen iiber
mehrere Wochen hin. Auch fiir Anwendun-
gen, die eine kontinuierliche Applikation
erfordern, z.B. Studien zu steady state Be-
dingungen und zum first pass effect von
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Arzneimitteln, kann das System, im Gegen-
satz, zu statischen Modellen, eingesctzt wer-
den. Bei einer eingesetzten Anzahl von 10°
Zellen pro Kultur knnen etwa 4-5 Biore-
aktoren aus einer Zellpriparation befillt
werden, so dass ctwa 4 Parallelansdtze aus
einer Rattenleber moglich sind. Die Verfiig-
barkeit hoher Probenvolumina erleichtert
die Bearbeitung komplexer Fragestellun-
gen, welche die Parallelbestimmung vieler
verschiedener Parameter erfordern. Zusiitz-
lich erméglicht der modulare Aufbau des
Systems eine individuelle Anpassung der
technischen Ausstattung an unterschiedli-
che Testanforderungen. Die Verwendung
von automatischen Fraktionssammelgeri-
ten ermdglicht beispielsweise eine kontinu-
ierliche Probenentnahme. Weiterhin kann
durch direkten Anschluss von Analysege-
riten die Moglichkeit zur on-line Analyse
spezifischer Parameter geschaffen werden.

Fir die priklinische Pharmakapriifung
wiire eine Mehrstufenstrategie denkbar.
Diese konnte im ersten Schritt Kurzzeitun-
tersuchungen zur akuten Toxizitdt und zur
Biotransformation an vielen Substanzen in
einfachen Kulturschalenmodellen umfas-
sen. An ausgewihlten Substanzen kinnten
anschliefend Studien zur Enzyminduktion,
zu Arzneimittelinteraktionen, zum first pass
effect und zur Langzeittoxizitidt unter Ver-
wendung komplexerer Modelle, wie dem
vorgestellten Bioreaktorkultursystem,
durchgefiihrt werden, als Basis fiir eine wei-
tere Vorauswahl unter den gepriiften Stof-
fen bereits vor der Durchfithrung der not-
wendigen Tierexperimente. Eine solche
Vorgehensweise hitte durch den frithen in
vitro Ausschluss ungeeigneter Substanzen
eine erhebliche indirekte Einsparung von
Tierversuchen zur Folge.
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