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Zusammenfassung

Pharmakologische Studien zum Wirkungsmechanismus neuer Substanzen werden
vorwiegend an frisch entnommenen Geweben verschiedener Tierspezies durchgefiihrt.
Obwohl Humangewebe naturgemaiss in der Humanpharmakologie grosse Aussagekraft
besitzt, wird dieses nur selten fiir pharmakologische Untersuchungen verwendet. Der
Grund dafiir liegt hauptsachlich in der unregelmassigen und meist unvorhersehbaren
Verfiigbarkeit dieses Gewebes. Im vorliegenden Artikel wird die Brauchbarkeit der
Gefriertechnik zur Konservierung isolierter Gewebe fiir pharmakologische Unter-
suchungen diskutiert. Die Gefrierkonservierung fiihrt zwar zu einer gewissen Reduktion
der Kontraktionskraft, bietet jedoch den Vorteil, vaskulires und nichtvaskuldres Tier-
und Humangewebe zeitlich unbegrenzt zu lagern und fiir pharmakologische Unter-
suchungen jederzeit zur Verfiigung zu haben. *)

Summary: Cryopreserved Isolated Tissues in Pharmacological Research

Studies on the mechanism of action of drugs are usually performed on freshly obtained
tissues from various animal species. Despite its relevance to human pharmacology the
use of human isolated tissues in pharmacological experiments is still very much the
exception rather than the rule. The major reason for this is the irregular and
unpredictable availability of human tissues. This article considers the usefulness of
cryopreservation to store vascular and nonvascular mammalian tissues for subsequent
pharmacological studies. Despite certain problems, such as diminished contractile force,
the technique does offer clear potential for ensuring the supply of both vascular and
nonvascular tissues from animal and man for pharmacological studies.

Einleitung

Pharmakologische Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus neuer
Substanzen werden vorwiegend an frisch entnommenen isolierten Organen
verschiedener Tierspezies durchgefiihrt. Die Ubertragbarkeit der in diesen
Modellen erhobenen Befunde auf den Menschen wird jedoch hiufig in
Frage gestellt, sodass die Verwendung von Humangewebe vorzuziehen

*) Diese Methode wurde 1986 mit dem ForschunEspreis des Deutschen Bundesministeriums fiir Jugend,
Familie, Frauen und Gesundheit zur Einschrankung und zum FErsatz von Tierversuchen ausgezeichnet.
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wire. Dennoch findet dieses in der pharmakologischen Forschung eher
selten Verwendung, obgleich es durch Biopsien, wihrend chirurgischer
Eingriffe oder Autopsien relativ einfach gewonnen werden kann. Dies hat
verschiedene Griinde: (1) Die mit Humangewebe erhobenen Befunde
weisen oftmals eine grosse Variabilitit auf, was auf unterschiedliches Alter
und Geschlecht der Patienten, Krankheit(en), pathologische Verinderungen
der Gewebe, medikamentGse Therapie, Anaesthesie und chirurgisch
bedingte Schidden der Gewebe zuriickzufiihren ist. (2) Ein weiteres und
sicher grosseres Problem besteht darin, dass fiir in vitro-Studien frisches
Gewebe erforderlich, Humangewebe aber nur unregelmissig und dann
meist zu ungiinstigen Zeiten verfiigbar ist. Die Vorteile, isolierte Gewebe
gefrierkonserviert zeitlich unbegrenzt lagern zu konnen und damit fiir
pharmakologische Untersuchungen jederzeit verfiigbar zu haben, sind da-
her klar ersichtlich.

Das Einfrieren lebender Zellen fiihrt normalerweise zur Bildung von intra-
und extrazelluliren Eiskristallen, welche die Zellmembran zerstoren,
sodass kaum Zellen iiberleben. Vor mehr als 40 Jahren wurde erstmals
publiziert, dass ein Zusatz von Glycerol zur Nihrlosung lebende Zellen und
kontraktile Proteine vor Schaden wihrend des Gefriervorganges zu
schiitzen vermag [1,2]. Zehn Jahre spiter wurde die kryoprotektive Akti-
vitit von Dimethylsulfoxid (DMSO) entdeckt [3]. Die Wirkung kryo-
protektiver Substanzen besteht darin, dass sie die Bildung von Eiskristallen
reduzieren und dadurch die Uberlebensrate von Zellen wihrend des Ge-
friervorgangs erhohen [4]. Dimethylsulfoxid zéhlt heute zu den am haufig-
sten verwendeten kryoprotektiven Substanzen bei der Gefrierkonservierung
lebender Zellen und Gewebe in verschiedenen Forschungsbereichen, wie
der Fertilitats- und Reproduktionsmedizin, der Zell- und Gewebstrans-
plantation und der Gefissersatzchirurgie. Erste funktionelle Studien zur
Gefrierkonservierung isolierter Organe erfolgten an Geweben des Uterus
(Gebarmutter) und der Taenia coli (Langsmuskelstreifen des Dickdarms)
von Meerschweinchen.

In Anlehnung an die in der Zellbiologie verwendeten Kulturmedien wurden
in diesen Studien die Organe in physiologischer Nahrlosung, welcher
10-15% Glycerol oder DMSO zugesetzt war, eingefroren. Dabei zeigte sich,
dass durch langsames Abkiihlen in Gegenwart von Glycerol oder DMSO
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die Uberlebensrate der glatten Muskelzellen, gemessen an ihrer Funktion,
deutlich erhoht wird [5,6,7,8,9,10,11,12]. Es zeigte sich aber auch, dass
verschiedene Zellarten auf den Gefriervorgang und das jeweils verwendete
Gefriermedium nicht nur unterschiedlich reagieren, sondern sogar irre-
versibel geschadigt werden konnen. So reagiert die Aorta der Katze bei
37° C auf die Zugabe von 10% DMSO mit Kontraktion [13], wiihrend die
Aorta von Kaninchen [14] und verschiedene Hundevenen [15] relaxieren. In
isolierten Geweben von Uterus und Taenia coli des Meerschweinchens und
auch in Hundevenen kann DMSO in Abhingigkeit von der verwendeten
Konzentration und Temperatur zu Funktionseinbussen  fiithren, welche
selbst nach wiederholtem Auswaschen bestehen bleiben [5,6,9,15].

Das gleichzeitige Vorhandensein verschiedenartiger Zelltypen innerhalb
eines Gewebeverbandes bedingt daher, dass eine fiir alle im selben Gewebe
vorhandenen Zellen optimale Gefriermethode nicht existieren kann [4,6].
Voraussetzung fiir die Brauchbarkeit einer fiir pharmakologische For-
schungszwecke geeigneten Gefriermethode ist jedoch die Erhaltung zahl-
reicher biochemischer und funktioneller Eigenschaften eines Zellver-
bandes.

Biochemische und biomechanische Eigenschaften

Vergleichende Untersuchungen zum Kalziumeinstrom und den damit ver-
bundenen funktionellen Mechanismen haben gezeigt, dass in Hundevenen,
welche in foetalem Kilberserum mit DMSO Zusatz in fliissigem Stickstoff
eingefroren gewesen waren, Kalziumaufnahme und funktionelle kalzium-
abhingige Mechanismen (widhrend Depolarisation oder Aktivierung der
alpha2-Adrenozeptoren) weitgehend unverandert sind. In frischen wie auch
gefrierkonservierten Geweben fand sich eine signifikante Korrelation
zwischen der *Ca**-Aufnahme und der Kontraktion wihrend Stimulation
durch Kaliumchlorid oder Guanfacin ohne. und in Gegenwart verschie-
dener Kalziumblocker [16]. Ebenso ist gezeigt worden, dass in gefrier-
konservierten Hundevenen [17] und Humanvenen [18] die Aktivitdt der
Monoaminooxydase erhalten ist. Das gleiche gilt fiir die endogene Prosta-
glandinsynthese, welche in gefrierkonservierten Hundevenen unverindert
ist [17]. Auch ist die Fahigkeit zur Synthese von Prostacyclin I, (PGL) in
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Geweben gefrierkonservierter Venen von Hunden [19] und Menschen
[20,21], nachgewiesen worden. Signifikant hohere Werte als in frischen
Kontrollpraparaten weisen die Gewebstransaminasen in gefrierkonser-
vierten Humanvenen auf [20]. Dagegen sind dieselben Enzyme in Hun-
devenen nach der Gefrierkonservierung eher normal oder reduziert [15].

Die mechanischen Eigenschaften des kollagenen und elastischen Binde-
gewebes von Hundevenen sind nach der Gefrierkonservierung in Gegen-
wart von DMSO weitgehend erhalten. So ist nach dem Wiederauftauen die
Kollagensynthese in Hundevenen, gemessen am *H-Prolineinbau in vitro,
zu mehr als 40% erhalten [22]. Obgleich nach der Gefrierkonservierung die
Elastizitat von Hundevenen unveriandert scheint [22,23], ist unter hamo-
dynamisch arteriellen Bedingungen die Dehnbarkeit der Venenwand um
50% reduziert [19]. Fiir eine Verminderung der Dehnbarkeit spricht auch
die im Vergleich zu frischen Geféssen deutlich reduzierte Relaxations-
fahigkeit von Spiralstreifen der Vena saphena und Basilararterien von
Hunden, wenn die Organe einige Wochen bei -70°C aufbewahrt worden
waren. Hingegen relaxieren die gleichen Venen nach Aufbewahrung in
flissigem Stickstoff im Organbad ebenso gut wie Streifen frischer
Hundevenen [17]. Es scheint demnach neben einem geeigneten Gefrier-
medium auch die Aufbewahrungstemperatur fiir eine optimale Erhaltung
der biomechanischen Eigenschaften von Bedeutung zu sein.

Funktion der Endothelzellen

Insbesondere im Zusammenhang mit Gefasstransplantationen haben sich
zahlreiche Arbeitsgruppen mit der Frage der ex vivo-Erhaltung der Endo-
thelzellen und ihrer Funktion befasst. Licht- und elektronenmikroskopische
Untersuchungen gefrierkonservierter Blutgefdsse haben zu widerspriichli-
chen Ergebnissen gefiihrt [15,24,25,26,27,28,29]. Es hat sich jedoch
gezeigt, dass bereits vor der Gefrierkonservierung, d.h. wihrend der
Prdparation der Blutgefésse, durch Verwendung proteinreicher Nahrlosun-
gen und durch Einhaltung optimaler pH und Temperaturverhiltnisse eine
Schiadigung der Endothelzellen weitgehend vermieden werden kann
[30,31,32].
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Biochemisch kann die Endothelzellfunktion durch den Nachweis der
fibrinolytischen (gerinnungshemmenden) Aktivitat gepriift werden. Die
nach der Gefrierkonservierung in vitro nachweisbare fibrinolytische
Aktivitdt in Venen von Hunden [28,33] und Menschen [20] korreliert weit-
gehend mit dem Grad der elektronenmikroskopisch nachweisbaren Lasio-
nen der Endothelzellschicht. Hingegen ist der Nachweis einer ungestorten
Prostacyclin L,-Synthese kein Beweis fiir eine intakte Endothelzellfunktion,
da bereits das Einfrieren vaskuldren Gewebes ohne kryoprotektiven Zusatz
die PGL-Synthese nicht nur erhalten sondern sogar signifikant steigern
kann [34]. Pharmakologisch kann die Funktion der Endothelzellen durch
den Nachweis endothelabhingiger Relaxationen im Organbad relativ einfach
gezeigt werden [35,36].

Nach der Gefrierkonservierung in einem Medium aus Kilberserum mit
einem Zusatz von 1.8 M DMSO bei -70° C sind die durch Acetylcholin
auslosbaren endothelabhiangigen Relaxationen der Ohrarterie vom Kanin-
chen nahezu unvermindert nachweisbar [37]. Das gleiche gilt fiir die durch
5-Hydroxytryptamin (5-HT) und Substanz P auslosbaren endothelabhéng-
igen Relaxationen von Schweine-Koronararterien, welche unter gleichen
Bedingungen bei -190° C gelagert worden waren [38]. Hingegen zeigt die
Rattenaorta nach dem Gefrierprozess unter gleichen Bedingungen nur noch
minimale endothelabhingige Relaxationen auf Acetylcholin [39]. Dies mag
speziesbedingt sein, kann aber auch darauf beruhen, dass Endothelzellen
von Arterien unterschiedlicher Grosse offenbar verschieden empfindlich
auf den Gefrierprozess reagieren [37].

Funktion der adrenergen Nervenendigungen

Finen weiteren wichtigen Zelltyp stellen die adrenergen Nervenendigungen
des sympathischen Nervensystems mit ihren Aufnahmemechanismen fiir
Neurotransmitter in den Blutgefidssen dar. Wahrend die Noradrenalin-
verstirkende Wirkung von Cocain bereits einen indirekten Hinweis fiir die
Erhaltung adrenerger Aufnahmemechanismen darstellt [17], ist die durch
Feldstimulation auslosbare Freisetzung von *H-Noradrenalin [40] ein klarer
Beweis fiir die Erhaltung neuronaler Aufnahmemechanismen in gefrier-
konservierten Hundevenen. Ahnliche Befunde sind mit Ohrarterien von
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Kaninchen erhoben worden. Kaninchenohrarterien, welche in Kilberserum
mit 1.8 M DMSO bei -70° C aufbewahrt worden waren, zeigen nach dem

Wiederauftauen auf transmurale Elektrostimulation gleich gute tetrodo-
toxin-empfindliche Kontraktionen wie frische Priparate [37].

Funktion der glatten Muskelzellen

Die Beeinflussung der Funktion glatter Gefassmuskelzellen durch den
Gefrier- und Auftauprozess ist inzwischen anhand vergleichender Untersu-
chungen mit zahlreichen Agonisten an frischen und gefrierkonservierten
Blutgefassen mehrerer Tierspezies [15,16,17,37,38,43] und auch an Blut-
gefdssen von Menschen [18,39,42] quantifiziert worden. Hierbei sind die
Efficacy (maximale Kontraktionskraff) und die Affinitat (der wirksame
Konzentrationsbereich, charakterisiert durch die EDy, bzw. pD, Werte) der
verwendeten Agonisten zwei wichtige Parameter. Tabelle 1 zeigt eine Zu-
sammenstellung der bisher durchgefiihrten Messungen der Kontrak-
tionskraft an humanen Blutgefdssen, welche in DMSO-haltigem Kilber-
serum bei -196° C gefrierkonserviert waren. Je nach Gefasstyp und Art des
verwendeten Agonisten ist die maximale Kontraktionskraft der Gewebe

Tab.1: Maximale Kontraktionen gefrierkonservierter humaner Blutgefdsse in
Prozent der Maximaleffekte frischer Gewebe.

Blutgefiss Agonist Maximaleffekt Ref.
Vena saphena 5-HT 100% 18
Noradrenalin 32% *
Basilararterie KC1 50% L
S5~HBT 40% 39
Lungenarterie U 46619 76% 42
Noradrenalin 68% *
Histamin 50% "
5-HT 50% .

* = unverdffentlicht
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nach dem Wiederauftauen im Vergleich zu frischen Priparaten mehr oder
weniger reduziert.

Substanzen wie Glycerol, N-Methylacetamid, Dimethylacetamid, N-
Methylformamid, Dimethylformamid und Polyethylenglycol 400, sind an
Hundevenen getestet worden. Nach dem Wiederauftauen war die
Kontraktionskraft dieser Venen jedoch im Vergleich zur Kontraktionskraft
der unter DMSO-Zusatz konservierten Praparate stets erheblich schwicher
[39,40,41].

Nicht nur die Kontraktilitit, sondern auch die Mechanismen verschiedener
endothelunabhingiger Relaxationen auf Substanzen wie Isoprenalin,
Forskolin, 3-Isobutyl-1-methylxanthin, Nitroprussid, Atriopeptin III, PGIL,,
Aminophyllin, Papaverin und verschiedene Kaliumkanal-Aktivatoren sind
nach der Gefrierkonservierung in 1.8 M DMSO-haltiger Losung erhalten.
Dies ist in Studien mit Kaninchen-Ohrarterien [37] Schweine-Koronar-
artien [38] und Lungenarterien von Menschen [42] gezeigt worden. Im
Gegensatz zur teilweise deutlichen Verminderung der funktionellen Effekte
auf verschiedene Agonisten, fanden sich stets ausgezeichnete Korrelationen,
wenn die an gefrierkonservierten Blutgefdssen ermittelten Affinititspara-
meter mit den an frischen Geweben bestimmten Werten verglichen
wurden [16,17,37,38,39,40]. So ergaben sich fiir die pD,-Werte von
Tryptaminderivaten an frischen und gefrierkonservierten Basilararterien
von Hunden [17] wie auch an der Vena saphena von Menschen [18] hoch
signifikante Korrelationen. Dariiberhinaus sind die Affinitatsparameter
simtlicher bisher untersuchten Antagonisten (pA,-bzw. pD’,-Werte) nach
der Gefrierkonservierung unveriandert. Das gilt fiir verschiedene, an
Humanvenen gegeniiber Noradrenalin und S-HT getestete Antagonisten
[18], wie auch fiir die an Hundevenen gegen Depolarisation und Guanfacin
verwendeten Kalziumblocker [16].

Auch nichtvaskulires Gewebe eignet sich gut fiir die Gefrierkonservierung.
Intrapulmonale Bronchien, welche bei Tumoroperationen gewonnen
wurden, entwickeln nach der Gefrierkonservierung im Organbad einen
gleich guten Spontantonus wie frisch verwendete Gewebe und kénnen
durch die Gefriertechnik routinemissig zur Priifung bronchodilatatorisch
wirksamer Substanzen eingesetzt werden [39]. Die bisher untersuchten
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Arterien von Menschen (Basilar-, Cerebral- und Lungenarterien) erfahren
durch die Gefrierkonservierung zwar eine teilweise erhebliche Reduktion
der Kontraktionskraft, besitzen jedoch unverinderte Affinitaten fiir die
bisher gepriiften pharmakologisch wirksamen Substanzen [39,40,42].
Gefrierkonservierte Lungenarterien von Menschen reagieren auf Vaso-
konstriktoren und auf Verbindungen, welche iiber endothel-unabhigige
Mechanismen dilatierend wirken, gleich gut wie frisch verwendete
Praparate [42]. Abbildung 1 zeigt eine Korrelation aller bisher an frischen
und gefrierkonservierten Humanblutgefissen bestimmten pD,Werte.
Samtliche Blutgefdsse waren in foetalem Kilberserum mit 1.8 M DMSO-
Zusatz langsam auf -70°C abgekiihlt und dann bis zu 3 Jahre in fliissigem
Stickstoff gelagert worden. Vor der Verwendung waren die Priparate im
Wasserbad bei 37° C innerhalb weniger Minuten wieder aufgetaut worden.
Zwischen den an frischen und gefrierkonservierten Blutgefissen ermittelten
pD,-Werten besteht eine hochsignifikante Korrelation (P<0.001).

KORARELATION DER AN GEFHAIERKONSERVIERTEN
UND FRISCHEN BLUTGEFASSEN VOM MENSCHEN
ERAMITTELTEN pDO, -WERTE

B+

GEFRIERKONSERVIERT
m
[]

L " I 4 I
3 T T U U

3 4 5 B 7 8 9

FRISCH
Abb. 1: Korrelation der pD,Werte von Agonisten, welche vergleichend an frischen und

gefrierkonservierten Venen ( v ), Basilararterien ( O ) und Lungenarterien ( @ ) von
Menschen untersucht worden sind.
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Die hier aufgezeigten Befunde unterstreichen die Brauchbarkeit der
Gefriertechnik fiir die Konservierung von Tier- und Humangeweben fiir
pharmakologische Forschungszwecke. In Anbetracht der haufig in Frage
gestellten Aussagekraft der mit Tiergeweben erhobenen Befunde fiir die
Humanpharmakologie sollte fiir in vitro-Experimente, wenn immer maog-
lich, die Verwendung gefrierkonservierten Humangewebes in Erwidgung
gezogen werden. Der routinemassige Einsatz der Gefrierkonservierung zur
Aufbewahrung isolierter Gewebe und die vermehrte Verwendung von
Humangewebe in der pharmakologischen Forschung kann somit zur
Senkung des Tierverbrauchs beitragen.
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