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Zusammenfassung

Die Toxizitit vieler Chemikalien wird durch den Fremdstoffmetabolismus in der Leber ver-
dndert. Um Einfliisse der Metabolisierung von Substanzen auf ihre Zytotoxizitit in vitro zu
untersuchen, wurde ein System entwickelt, in dem auf kollagenbeschichteten Microcarriern
angeheftete Ratten-Hepatozyten mit "monolayern” von BALB/c 3T3-Zellen kokultiviert
werden. Mit diesem Kokultursystem wurden toxische Wirkungen dreier Modellsubstanzen -
Cyclophosphamid, Allylalkohol und Ethylenglykol - untersucht. Die Zytotoxizitét dieser
Substanzen fiir 3T3-Zellen wird durch Kokultur mit Leberzellen erhoht. Die parallele Erfas-
sung schidigender Wirkungen auf beide Zellarten in Kokulturen sowie auf Kulturen von 3T3-
Zellen 148t dabei sowohl qualitative als auch quantitative Unterschiede in der Wirksamkeit
der drei Modellsubstanzen erkennen. Die Ergebnisse zeigen, daB Kokulturen von Hepato-
zyten auf Microcarriern mit Zielzellen geeignet sein konnten, Einfliisse der Biotransformation
auf die Toxizitit von Fremdstoffen in vitro zu erfassen.

Summary: Primary cultures of rat hepatocytes on microcarriers as a metabolizing system in toxicity
testing in cell cultures

The toxicity of many chemicals is modified by biotransformation reactions in the liver. To
detect metabolism-mediated alterations of the cytotoxicity of chemicals in vitro, a coculture
system consisting of rat hepatocytes on collagen-coated microcarriers and "monolayers” of
BALB/c 3T3 cells was developed. This cocultivation system was used to study toxic effects of
three model compounds, i.e. cyclophosphamide, allyl alcohol and ethylene glycol, respectively.
Cytotoxicity to 3T3 cells for each compound increased in cocultures with hepatocytes. The
parallel assessment of toxicity to both cell types in coculture and to cultures of 3T3 cells
revealed qualitatively as well as quantitatively different toxic effects of these substances. The
results indicate that cocultivation of microcarrier-attached hepatocytes with target cells could
represent a valuable tool to study effects of biotransformation on the toxicity of xenobiotics in
vitro.

Einleitung

Fiir die Priifung der Zytotoxizitdt von Substanzen sind in den letzten Jahren
zahlreiche in vitro-Testsysteme entwickelt worden. In vielen dieser Systeme

werden Zellinien eingesetzt, da sie in der Kultur iiber ein rasches und unbe-
grenztes Wachstums- und Teilungsvermogen verfiigen. Toxische Wirkungen
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konnen anhand einfach zu bestimmender Endpunkte wie z.B. Hemmung des
Wachstums erfat werden. Ein wesentlicher Nachteil dieser Testsysteme besteht
in der nur geringen Fihigkeit der meisten Zellinien zur Metabolisierung von
Fremdstoffen. Die biologische Wirksamkeit von Substanzen wird jedoch durch
Art und AusmaB ihrer Metabolisierung stark verdndert (1, 12).

In vivo kommt der Leber wesentliche Bedeutung fiir den Fremdstoffmetabolis-
mus zu, da die Hepatozyten iiber eine hohe Aktivitdt zahlreicher Enzyme des
Fremdstoffmetabolismus verfiigen, insbesondere der mikrosomalen P450-
abhiingigen Monooxygenasen. In der Leberzelle gebildete toxische Metabolite
kénnen abhiingig von Reaktivitdt und zellulirem Angriffsort Schidigungen in
der Leberzelle selbst oder in Zellen anderer Gewebe verursachen (9).

Um Auswirkungen der Metabolisierung von Fremdstoffen auf ihre biologische
Wirkung in vitro untersuchen zu kénnen, sind verschiedene experimentelle An-
sitze entwickelt worden. Eine neuere Methode, die in der letzten Ausgabe
dieser Zeitschrift beschrieben ist (7), basiert auf der gentechnischen Manipu-
lation von Zellinien mit dem Ziel, diese Zellen mit funktionsfidhigen, definierten
Enzymen des Fremdstoffmetabolismus auszustatten. Diese Methode ermoglicht
in vitro-Untersuchungen zur Bedeutung spezifischer Monooxygenasen bei der
Metabolisierung von Fremdstoffen, erscheint jedoch fiir ein Screening von Sub-
stanzen wegen der Vielzahl bekannter fremdstoffmetabolisierender Reaktionen
problematisch.

Eine zunichst fiir in vitro-Priifungen auf mutagene Wirkungen, nunmehr aber
auch fiir Untersuchungen zur Zytotoxizitit benutzte Methode ist die Zugabe

- von S9-Mix als metabolisierendes System zur Zellkultur. Dabei handelt es sich
um das postmitochondriale Zentrifugat eines Leberhomogenats, in dem die
Mikrosomen enthalfen sind. In Anwesenheit von Kofaktoren kénnen die mikro-
somalen Monooxygenasen Fremdstoffe metabolisieren und Wirkungen toxischer
Produkte an den Zellkulturen erfaBt werden. S9-Mix kann tiefgefroren lingere
Zeit gelagert werden, so daB mit einer Préparation zahlreiche Untersuchungen
durchgefiihrt werden konnen. Die Verwendung von S9-Mix weist jedoch einige
Nachteile auf, Andere Enzyme des Fremdstoffmetabolismus als P450-Monooxy-
genasen, die oftmals toxische Metabolite in inaktive Produkte umwandeln, sind
im S9-Mix nicht vorhanden oder aufgrund fehlender Kofaktoren inaktiv. Darii-
ber hinaus kann der S9-Mix selbst auf Zellen zytotoxisch wirken (4, 11).
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Diese Nachteile konnen durch Verwendung intakter Zellen als metabolisieren-
de Systeme umgangen werden. Dabei konnen zwei Typen von Zellen eingesetzt
werden: (1) Hepatomzellen, d.h. aus Lebertumoren gewonnene, in Kultur unbe-

grenzt lebensfihige Zellen, oder (2) isolierte Hepatozyten die sich in der Kultur
nicht teilen und vermehren lassen. -

Eine Reihe von Untersuchungen hat gezeigt, daB Hepatomzellinien in Kultur
leberzellspezifische Funktionen aufweisen konnen. Einige ausgewdhlte Klone
verfiigen auBerdem iiber eine verglichen mit anderen Zellinien hohe Aktivitit
verschiedener mikrosomaler Monooxygenasen (18). Gegeniiber den bisher
genannten métabolisierenden Systemen bietet die Verwendung von Leberzellen
in Kokultur mit Zielzellen eine Reihe von Vorteilen. Frisch isolierte Hepato-
zyten weisen ein breites, den Verhiltnissen im intakten Organismus am néch-
sten kommendes Spektrum fremdstoffmetabolisierender Reaktionen auf.
Suspensionen frisch isolierter Hepatozyten stellen ein leicht zu handhabendes
experimentelles System dar; allerdings ist die Vitalitit der Zellen auf einen
Zeitraum von wenigen Stunden beschrénkt. Die Primérkultur von Hepatozyten
erfordert demgegeniiber einen hoheren experimentellen Aufwand, erlaubt aber
eine Kultivierung iiber zumindest einige Tage. Obwohl viele Enzyme des Fremd-
stoffmetabolismus, besonders die mikrosomalen Monooxygenasen, in der
Primirkultur eine rasche, enzymspezifische Aktivititsabnahme aufweisen, haben
zahlreiche Untersuchungen die Brauchbarkeit dieses Systems bei der Aufkli-
rung toxischer Wirkmechanismen gezeigt (5). In Kokulturen kénnen dariiber
hinaus unterschiedliche, méglicherweise selektive Wirkungen toxischer Metabo-
lite auf zelluldre Funktionen von Hepatozyten und kokultivierten Zellen unter-
sucht werden, die an Einzelkulturen oder bei Einsatz subzelluldrer Aktivierungs-
systeme nicht erkannt werden kénnen.

Primirkulturen von Leberzellen sind bisher nur in wenigen zytotoxikologischen
Untersuchungen als metabolisierendes System verwendet worden. Eine von
Walum entwickelte Methode der Rollkammerkokultur ist in dieser Reihe
beschrieben worden (17). Ziel unserer Arbeiten ist es, Verfahren zu entwickeln,
die es ermdglichen, primér kultivierte Leberzellen mit vertretbarem Aufwand als
metabolisierendes System in Kokulturen mit unterschiedlichen Arten von Ziel-
zellen einzusetzen. Die Kultivierung auf Microcarriern vereint die Vorteile der
einfachen Handhabung von Zellsuspensionen mit denen herkémmlicher Kultu-
ren von Leberzellen in Kulturschalen.
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Im folgenden werden einige der Ergebnisse dargestellt, die an Kokulturen von
Leberzellen auf Microcarriern mit BALB/c 3T3-Zellen, einer fiir zytotoxikolo-
gische Untersuchungen héufig eingesetzten Zellinie, gewonnen wurden (15, 16).

Material und Methoden

Fiir die Zellkulturen wurden folgende Medien benutzt:

L. zur Anheftung der Leberzellen an die Microcarrier Kulturmedium Waymouth
MB 752/1 mit Zusatz von 1 xM Insulin, Penicillin (50 U/ml), Streptomycin
(50 pg/ml), 25 mM HEPES, 1 mM Natriumpyruvat, je 0,5 mM Alanin und
Serin, 0,1 mM Asparagin sowie 10 % fetalem Kilberserum,

2. fiir die 3T3-Zellen sowie die Kokulturen beider Zellen Kulturmedium
DMEM mit Zusatz von 10 mM HEPES, Gentamicin (100 pg/ml) sowie 10 %
fetalem Kélberserum.

Cytodex 3-Microcarrier wurden von Pharmacia oder Sigma bezogen. Diese
Microcarrier bestehen aus einer Dextranmatrix mit kovalent an der Oberfliche
gebundenem Kollagen. In gequollenem Zustand weisen die Microcarrier einen
Durchmesser von ca. 150 gm auf. Vor Versuchsbeginn wurden die Microcarrier
mit Alkohol sterilisiert und in Kulturmedium fiir Leberzellen iiberfiihrt.

BALB/c 3T3-Zellen |

t=0 Zellisolierung Aussaat (6-wells)
Anheftung auf Microcarrier (45000 Zellen,
(9x10° Zellen, 40 mg Cyt. 3, 1.5 ml Medium)

12 ml Medium, 100 mm-Schalen)

t=4h Waschen und Resuspendieren der
Microcarrier mit Hepatocyten

t=24h
Exposition von Kokulturen und Kontrollen
1=48h ;
Besl.: EOD-Aktivitat (Mediumwechsel)
LDH-Aktivitat
Zellprotein
t=72h ‘Best.: Zellprotein

Abb. 1: Versuchsschema
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Einen Uberblick iiber den Versuchsablauf gibt die Abbildung 1.

Hepatozyten wurden durch Kollagenaseperfusion aus der Leber adulter Ratten
gewonnen (2) und nach Einstellen der Zellkonzentration zusammen mit den
Microcarriern inkubiert. Nach 4 h wurde das Medium erneuert und die Ansétze
weitere 20 h inkubiert. Unter diesen Bedingungen hefteten sich in 24 h ca. 32 %
der eingesetzten Hepatozyten an die Microcarrier an und bildeten eine ein-
schichtige, die Oberfliche der Microcarrier teilweise bedeckende Lage abge-
flachter Zellen. Nach Wechsel des Kulturmediums und 24 h Kokultur betrug die
Anheftungsrate ca. 25 %. BALB/c 3T3-Zellen wurden aus Erhaltungskulturen
durch Trypsinieren isoliert und Kulturen mit der angegebenen Zellkonzentra-
tion in 6-well Schalen (Costar) angelegt. 24 h nach Anlegen beider Kulturen

Cover
target cells
plastic insert
hepatocytes on microcarriers
L T j
%L_\
Y%

2 %
2 7
2 %
4 ’
é ° Z
2 2
%Lﬂ \- S l— é

7

80 um nylon mesh ~1mm

6 well cluster plate

Abb. 2: Séhematischer Querschnitt einer Kulturschale
fur Kokulturen von Hepatocyten auf Microcarriern und
Zielzellen
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wurden die Leberzellkulturen auf Microcarriern in Plastikeinsédtze mit einem
Nylonnetz (80 um Maschenweite) als Boden pipettiert und diese in Kulturscha-
len mit 3T3-Zellen iiberfiihrt (Abb. 2).

Nach Zugabe von 4,5 ml Medium mit den entsprechenden Konzentrationen der

Testsubstanzen wurden die Kokulturen sowie 3T3-Zellen ohne Leberzellen als

Kontrollen fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Einsédtze entnommen

und an den Leberzellen folgende Parameter erfaBt:

1. die Bildung von 7-Hydroxycumarin durch oxidative Deethylierung von
7-Ethoxycumarin (EOD-Aktivitit) (2),

2. die Leberzellproteinmenge pro Ansatz,

3. die intrazelluldre Aktivitdt der Laktatdehydrogenase.

Die 3T3-Zellen wurden weitere 24 h inkubiert. AbschlieBend wurde die Zell-

proteinmenge pro Kulturschale bestimmt. Dargestellt sind die Ergebnisse von

jeweils 3-5 Einzelversuchen als Mittelwerte = S.E.M.

Ergebnisse

Cyclophosphamid (CPA) ist ein in der Krebstherapie hiufig eingesetztes
Zytostatikum. CPA selbst ist inaktiv, wird aber in der Leber durch Monooxy-
genasen zu Metaboliten umgewandelt, die z.T. zytotoxisch sind. Wesentlich fiir
die Aktivierung von CPA scheint die Bildung von 4-Hydroxy-CPA zu sein, als
dessen spontane Zerfallsprodukte Phosphoramidlost und Acrolein identifiziert
wurden. Wihrend erstere Verbindung insbesondere Nukleinsduren alkyliert und
daher Zellteilung und -wachstum beeinfluBt, reagiert letztere vor allem mit Pro-
teinen und wirkt generell zytotoxisch (10).

Die Abbildung 3 zeigt, daB die Zugabe von CPA zu 3T3-Zellkulturen in Abwe-
senheit von Hepatozyten allenfalls zu einer geringfiigigen Verminderung des
Zellwachstums fiihrt, die keine Konzentrationsabhingigkeit erkennen 1468t. In
Kokultur mit Hepatozyten hingegen tritt eine deutliche, konzentrationsabhéngi-
ge Verminderung der 3T3-Zellproteinmenge auf, wobei schon eine anfingliche
CPA-Konzentration von 107.5 pM zu einer signifikanten Reduktion verglichen
mit den Kontrollen fiihrt.
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Abb. 3: Wirkung von Cyclophosphamid auf Kokulturen
von BALB/c 3T3-Zellen und Rattenhepatocyten
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Betrachtet man die Wirkung von CPA auf die Hepatozyten, so ldBt sich zumin-
dest in der Tendenz eine Hemmung des Fremdstoffmetabolismus (gemessen an
der EOD-Aktivitit) erkennen, die bei den hochsten eingesetzten Konzentratio-
nen 20-30%, bezogen auf die Kontrollen, betrégt. Die iiber den untersuchten
Konzentrationsbereich konstante Leberzellproteinmenge /Schale zeigt, daB CPA
keine Ablosung der Hepatozyten von den Microcarriern bewirkt.

Neben den Monooxygenasen kdnnen weitere Leberenzyme an der Metabolisie-
rung von Chemikalien beteiligt sein. So katalysieren Alkoholdehydrogenasen die
Oxydation von Alkoholen zu Aldehyden. Die Oxydation von Allylalkohol fiihrt
dabei zur Bildung von Acrolein; diese Verbindung tritt auch als Zerfallsprodukt
des CPA-Metaboliten 4-Hydroxy-CPA auf. Die in vivo bei einer Allylalkoholin-
toxikation auftretende Zerstorung des Lebergewebes diirfte durch den Metabo-
liten Acrolein verursacht werden (3, 13). Neben der Leberzellnekrose sind Schi-
den in extrahepatischen Geweben nachgewiesen worden (8).

In vitro fiihrt Allylalkohol zu einer konzentrationsabhéngigen Verminderung
des Wachstums von 3T3-Zellen (Abb. 4). Wihrend jedoch in Abwesenheit von
Leberzellen eine Konzentration von 500 uM den Gehalt an 3T3-Zellprotein pro
Schale um etwa 30 % verringert, wird in Kokulturen schon bei 50 uM die 3T3-
Proteinmenge um ca. 90 % gegeniiber den Kontrollen vermindert. Dieselbe
Konzentration wirkt auch auf die Hepatozyten stark zytotoxisch, erkennbar an
der deutlichen Reduzierung der intrazelluliren LDH-Aktivitit. Die gleichzeitig
auftretende Verminderung der EOD-Aktivitit diirfte nicht auf einer spezifi-
schen Hemmung des Fremdstoffmetabolismen beruhen, sondern ebenfalls auf
die strukturelle Zellschddigung zuriickzufiihren sein.

Ethylenglykol findet in zahlreichen Produkten als Losungs- oder Gefrierschutz-
mittel Verwendung. Nach oraler Aufnahme sind z.T. todliche Vergiftungen
aufgetreten (14). Ebenso wie Allylalkohol scheint auch Ethylenglykol in vivo
durch Alkoholdehydrogenasen zu Metaboliten oxydiert zu werden, die toxischer
als die Ausgangssubstanz sind (6).

Werden in dem hier beschriebenen experimentellen Ansatz 3T3-Zellen in
Abwesenheit von Hepatozyten gegeniiber Ethylenglykol exponiert, so wird der
Gehalt an 3T3-Zellprotein vermindert, wozu allerdings sehr hohe Konzentratio-
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Abb. 4: Wirkung von Allylalkohol auf Kokulturen
von BALB/c 3T3-Zellen und Rattenhepatocyten
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nen (>500 mM) nétig sind (Abb. 5). Deutlich empfindlicher reagieren die 3T3-
Zellen, wenn sie in Anwesenheit von Ratten-Hepatozyten mit Ethylenglykol
behandelt werden. In diesem Fall ist schon bei 50 mM eine Reduktion der
Proteinmenge zu verzeichnen, die mit steigenden Konzentrationen zunimmt und
stets deutlicher ausfillt als in den Ansétzen ohne Hepatozyten.

Betrachtet man die zelluliren LDH - Aktivititen bzw. die Gehalte an Leberzell-
protein, so fithrt Ethylenglykol bei den Hepatozyten erst bei sehr hohen Kon-
zentrationen (>1250 mM) zu deutlich meBbaren Schadigungen. Zu beachten ist,
daB bei geringen Konzentrationen von Ethylenglykol im Mittel gegeniiber den
Kontrollen leicht erhohte EOD-Aktivitdten auftreten.

Schluffolgerungen und Ausblick

Das hier beschriebene Kokultursystem bietet die Moglichkeit, mit geringem
technischen Aufwand eine groBe Zahl von Parallelinkubationen durchzufiihren,
hinreichend lange Expositionszeiten zu verwenden und Wirkungen einer
Substanz auf Hepatozyten und Zielzellen getrennt zu erfassen.

Betrachtet man die Ergebnisse fiir die untersuchten Modellsubstanzen, so zeigt
sich, daB Cyclophosphamid in Kokulturen zu einer deutlichen Schidigung der
3T3-Zellen fithrt, wihrend es selbst in hohen Kenzentrationen das Wachstum
von 3T3-Zellen in Abwesenheit von Hepatozyien sowie Leberzellfunktionen
allenfalls gering beeinfluBt. Ein Vergleich der Wirkungen von Allylalkohol auf
Leberzellen sowie 3T3-Zellen in Abwesenheit von Leberzellen zeigt, daB
Hepatozyten schon bei deutlich niedrigeren Konzentrationen als 3T3-Zellen
geschédigt werden. In Kokultur wird die Toxizitét von Allylalkohol fiir 3T3-
Zellen erhoht.

Ethylenglykol bewirkt bei 3T3-Zellen in Konzentrationen eine Hemmung des
Wachstums, die bei Leberzellen noch nicht zu einer erkennbaren Zellschadigung
fithren. In Kokultur wird die toxische Wirkung von Ethylenglykol auf 3T3-Zellen
deutlich verstérkt.

Die bisherigen Befunde zeigen somit, daB Veridnderungen der Zytoxizitit von
Chemikalien als Folge ihrer Metabolisierung in vitro an diesen Kokulturen
erkannt und untersucht werden kénnen. Das AusmaB der beobachteten Verin-
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derung der Zytotoxizitit wird im Einzelnen durch eine Reihe von Faktoren be-
stimmt. So sind z.B. die Menge und Konzentration reaktiver toxischer Meta-
bolite von der Aktivitit zahlreicher Enzyme des Fremdstoffmetabolismus wie
von moglichen Reaktionen der Metabolite mit Bestandteilen des Kultur-
mediums abhéngig; von Einflu8 sind aber aber auch die Empfindlichkeit der
Zielzellen gegeniiber diesen Metaboliten und die Dauer ihrer Exposition. Schon
aus diesen Griinden ist eine Ubertragung der in vitro Befunde in quantitativer
Hinsicht, also der effektiven toxischen Konzentrationen, auf in vivo Bedingun-
gen nicht ohne weiteres moglich. Untersuchungen zur Metabolismus-vermittel-
ten Zytotoxizitit in Kokulturen liefern jedoch zusitzliche Informationen iiber
mogliche Chemikalienwirkungen in vivo und bilden somit eine wertvolle Ergin-
zung bestehender in vitro Systeme zur Toxizit4tspriifung.

Ein Ziel kiinftiger Untersuchungen liegt in der weiteren Verbesserung der Kul-
tur von Leberzellen auf Microcarriern. Dabei ist sowohl zu kliren, wie die An-
heftungsrate erhoht werden kann, als auch, unter welchen Bedingungen Reak-
tionen des Fremdstoffmetabolismus in diesen Kulturen auch bei Lingerer
Kulturdauer auf einem héheren Niveau erhalten werden kdnnen.

Gegenstand weiterer Untersuchungen ist der Einsatz von Leberzellkulturen auf
Microcarriern in Kokultur mit anderen, differenzierten Zielzellen. Durch die Er-
fassung spezifischer zellulérer Funktionen kénnten dann zusitzliche, iiber die
Erfassung generell zytotoxischer Wirkungen hinausgehende Informationen iiber
die biologische Wirksamkeit von Metaboliten gewonnen werden. Dabei miiBten
die méglicherweise unterschiedlichen Kulturanspriiche beider Zellarten
beriicksichtigt werden.,
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