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Einleitung

1. Einleitung

,Die Leber stellt das grolte unpaarige parenchymatése Organ des
menschlichen Korpers dar® (1). ,Die GroRe des im rechten Oberbauch
gelegenen Organs variiert mit der Korpergrof3e und dem Geschlecht. Insgesamt
betragt das Gewicht der Leber etwa 2% des Korpergewichts, und ihr Volumen
schwankt zwischen 1400 und 1700 ml“ (2).

Die Leber ist das vielseitigste Organ im Korper des Menschen. Sie ist beteiligt
bei verschiedenen Stoffwechselvorgangen, wie zum Beispiel der
Proteinsynthese-, den Steroid- und Fettstoffwechselvorgdngen sowie, bei der
Speicherung von Vitaminen, Eisen und Glukose. Des Weiteren leistet sie
entscheidende Beitrage bei der Entgiftung des systemischen und portalen
Blutes (3).

Makroskopischer und mikroskopischer Aufbau der Leber

Der makroskopische Aufbau der Leber besteht aus vier Leberlappen, die
jeweils acht Lebersegmente umfassen (Abb. 1.1 A). Im mikroskopischen

Querschnitt sind im Hexagon angeordnete Lobuli erkennbar, die an den

gemeinsamen Ecken dreier Lobuli jeweils eine sogenannte Portal-Trias
(Glissons Trias / periportales Feld) bilden (Abb. 1.1 B).
A B

Portalvenenliippchen

Zentralvenenldppchen

Gallenkappilare
Zentralvene Leberzellbalken

Lebersinus

Abbildung 1.1: Bild A =zeigt die acht Lebersegmente, Bild B den
mikroskopischen Aufbau der Leber im Uberblick (4 / 5).
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Die Portal Trias bestehen aus der Arteria interlobularis, Vena interlobularis und
dem Ductus interlobularis (6) und sind fur die Zufuhr des Blutes sowie fur den
Abtransport der Galle zustandig. Die Galle wird zu 2/3 in den Hepatozyten
(Leberzellen) und zu 1/3 in den Cholangiozyten (Gallengangszellen) produziert.
Jeder Lobuli hat einen Leberazinus der in drei Segmente/Zonen unterteilt
werden kann (Abb. 1.1 B / Abb. 1.2), die verschiedene Funktionen
wahrnehmen. Zone eins ist spezifisch fur den Stoffwechsel von Ethanol, den
Harnstoffmetabolismus und die Gluconeogenese zustandig. In Zone drei, wo
das Enzym Cytochrom P 450 3A4 stark vertreten ist, erfolgen auch die
Stoffwechselvorgange der Glykolyse und der Liponeogenese. Zone zwei
ubernimmt verschiedene Funktionen der Zone eins und drei (6). Von Zone eins
bis Zone drei erh6hen sich sowohl der Sauerstoffverbrauch, der Metabolismus
als auch die GroRRe der Zellen. Der Sauerstoffgehalt im Blut sinkt durch die
Abgabe des Sauerstoffs an die einzelnen Zellen des Leberazinus.

Die Leber ist ein stark vaskularisiertes Organ. Sie enthalt 25-30% des totalen
Blutvolumens pro Zeiteinheit, schatzungsweise 100 ml Blut pro 100 g Leber pro
Minute (7). Durch die einzelnen Portalvenen (PV), siehe Abbildung 1.2, gelangt
das Blut in die Leberlobuli, flieBt durch die drei Zonen der Leberzellen und
verlasst jeweils die Leberlobuli Uber die Zentralvene (CV), in der Mitte der
Lobuli. Dies wird auch Lebersinus genannt (6). Wahrend dieses Transports

finden die oben genannten Austauschprozesse in den drei Zonen statt.

Abbildung 1.2: Blutfluss der Leber von der Portalvene (PV) iber die
einzelnen Leberlobuli, durch die drei Zonen zur Zentralvene (CV) (7).
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Zellen der Leber und ihre Funktionen

Die Leber erbringt ihre Funktionen dank einer Vielzahl verschiedenster Zellen.
Diese sind in zwei Hauptgruppen unterteilt. Die Parenchymzellen, zu 80% aus
Hepatozyten bestehend, sowie die Nicht-Parenchymzellen (NPC) (8). Die NPC
setzen sich aus Gallengangsepithelzellen, Sinusendothelzellen, hepatischen
Sternzellen und Kupffer-Zellen (KC) zusammen. Sie regulieren das
Zellwachstum, durch Bildung von Wachstumsfaktoren und fuhren Transport-
und  Metabolismusfunktionen aus (9). Die  Kupffer-Zellen  sind
antigenprasentierende Makrophagen, die fur die Immunabwehr in der Leber
zustandig sind. Die NPC sind haufig auch das erste Angriffsziel der Toxine bei
einer Leberzellschadigung (10).

Die Hepatozyten, die 80% der einzelnen Leberlappen ausmachen, sind hoch
differenzierte Epithelzellen (8). Sie Ubernehmen zum Uberwiegenden Teil die
physiologischen Funktionen der Leber, wie den Protein-, Steroid- und
Fettmetabolismus sowie das Speichern von Vitaminen, Eisen und Glukose.
Aulerdem erbringen sie Funktionen im effizienten Transport von endo- und
exogenen Substanzen aus dem Blut bis hin zu deren Abtransport durch die
Galle (6). Die Galle ist neben dem Abtransport toxischer Produkte auch fur die
Fettabsorption wichtig. Wird dieser komplexe Transportmechanismus der Leber
gestort, so kann es zu einer Akkumulation von Giftstoffen und damit zu einer
gravierenden Leberschadigung kommen.

Die Lebersinusoide bestehen aus Endothelzellen, welche die Gange zwischen
den einzelnen Hepatozyten bilden (siehe Abbildung 1.1 B). In der Schicht aus
Sinusoiden entstehen kleine Fenster und Poren mit einer Gro3e von 50-200
Nanometer, die die freie Diffusion von Substanzen ermdglichen und durch die
weder Zellen, Chylomikronen (Lipoproteinpartikel) noch Blut austreten kdnnen
(11 / 12). Die Sinusoide haben demnach drei wichtige Aufgaben: Sie bilden ein
selektives Sieb fur  Stoffe, dienen als Reinigungssystem und
Ubernehmen Funktionen der Leberimmunologie. AulRerdem erledigen sie

Aufgaben beim Clearance und der Bioaktivierung von Medikamenten (10).
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Zwischen den Hepatozyten und den Sinusoiden, im sogenannten Disse-Raum
(perisinusoidaler Raum), sind hepatische Sternzellen (HSC), auch als
Perisinusoidalzellen, Itozellen oder Fettspeicherzellen bezeichnet, zu finden.
Neben der Vitamin A - Speicherung sind sie an der Bildung der extrazellularen
Matrix (ECM) und der Regulation der Sinusoide beteiligt. Sie bilden zusammen
mit verschiedenen Kollagen-Arten (I, Ill, IV und V), einer grollen Menge an
Elastin und weiteren Substanzen ein Netzwerk, das die ECM in ihrer Steifigkeit
und Elastizitat beeinflusst (6). Die HSC produzieren auch wichtige Zytokine und
Wachstumsfaktoren, die sowohl bei der gesunden, als auch der krankhaften
Leber fur die Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen essentiell sind. Die
Zytokine beeinflussen ebenfalls die ECM-Steifigkeit (6). Die KC sind, wie bereits
oben erwahnt, wichtige immunologische Zellen, die sowohl endo- als auch
phagozytische Funktionen der Leber ubernehmen. Die KC und ihre Produkte
sind bei der Induktion der Apoptose von Hepatozyten beteiligt (13), und sie
konnen mit ihrer Antigenprasentation T-Zellen aktivieren, deren Proliferation
steuern, und damit die Leber schitzen (14).

Eine weitere Art der NPCs sind die Cholangiozyten, die wie die Hepatozyten zu
den Epithelzellen gehdren und den Gallengang bilden. Sie machen 5% der
gesamten Leberzellpopulation aus (6) und Ubernehmen Teile der Immunabwehr
und der Aufnahme von Stoffen, beispielsweise von Glukose. Die
Cholangiozyten sind sowohl in der Absorption als auch der Sekretion von
Wasser, organischen Anionen und Kationen, Lipiden, Elektrolyten sowie der
Regulation der Gallensekretion aktiv involviert (15). Insgesamt sind an der
Bildung der ECM eine sehr grof3e Vielfalt von Zellen und Faktoren beteiligt. Da
der ECM in diesem Projekt ein besonderes Augenmerk zu kommt, wird sie im

nachsten Kapitel naher beschrieben.
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Relevanz der ECM-Steifigkeit fur die Hepatozyten

Grolen Einfluss auf die ECM haben die Zellpolaritat und die Ausbildung der
Zell-Zell-Interaktion. Die ECM befindet sich im Disse-Raum zwischen
Hepatozyten und Lebersinusoiden. Und zusammen mit den beiden unten
genannten Interaktionen wird die ECM aus Kollagen (Typ [-1V), Laminin,
Vimentin und Hyaluron gebildet (16 / 17 / 18).

Die Hepatozyten haben im Gegensatz zu anderen Zellen, die jeweils nur eine
apikale und eine basolaterale Seite besitzen, eine apikale und zwei
basolaterale Seiten. Zum einen werden durch die beiden basolateralen Seiten
der Hepatozyten Kanale mit Sinusoiden gebildet, die die Mikrovaskularisation
der Leber darstellen (19). Zum anderen bilden die verbundenen Hepatozyten in
einer Linie, ahnlich eines Gurtels, ein Netzwerk an Kanalen. Dieses Netzwerk
kleiner Gallenkanalchen, Hering-Kanalchen (Ductuli billiferi) genannt, verbindet
die Portal-Trias mit den ableitenden Gallengangen und letztlich mit der
Gallenblase (20).

Durch den Verbund an Hepatozyten und durch den Kontakt der Hepatozyten
untereinander entsteht eine Zellpolaritat, die essentiell ist fur das Wachstum der
Zellen und auch fur die Strukturbildung der Leber (21). Wie alle epithelialen
Zellen, mussen auch Hepatozyten polarisiert sein, um damit die Voraussetzung
zu schaffen, dass die Formation der spezifischen Membran und des
Zytoskeletts funktioniert (22). Neben der Zellpolarisierung der einzelnen
Hepatozyten ist auch die Zell-Zell-Interaktion unverzichtbarer Bestandteil der
komplexen Morphologie der Leber und relevant fur Struktur und Funktionen der
Hepatozyten. Die Zell-Zell-Interaktionen zwischen den Hepatozyten werden mit
Hilfe einfacher, zwischen der apikalen und basolateralen Seite liegender,
epithelialer Verbindungen, wie Tight Junctions, Gap Junctions oder
Desmosomen, gebildet (23). Cadherine und Connexine sind neben ihrer Rolle
als Zellpolaritatsstabilisator auch primare Mediatoren und kénnen dadurch
Zellaktivitaten, wie beispielsweise die Verstoffwechslung von xenobiotischen
Stoffen, steuern (24). Bei einer Storung der Zell-Zell-Interaktion kann es zu

einer Steigerung in der Karzinogenese und dadurch zu einem
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gestorten Zellwachstum kommen (25). Die Storung kann auch die
Entgiftungsfunktion der Leber beeintrachtigen, wodurch es zu einer toxischen
Schadigung der Hepatozyten durch Anreicherung von Medikamenten und
xenobiotischen Stoffen kommen kann (26).

Die ECM, welche die Hepatozyten in vivo umgibt, wurde als Vorbild fur den
Untergrund der Hepatozyten bei den Experimenten dieses Projektes
verwendet. Zu untersuchen war, wie stark das Verhalten des Lebergewebes mit
seinen Zellkomponenten durch die biophysikalischen und biomechanischen
Verhaltnisse der ECM-Steifigkeit beeinflusst wird. /n vivo wird die
Zytoskelettstruktur und die allgemeine Leberstruktur groRtenteils durch die
Matrixbiologie, die Matrixchemie und den Zellphanotyp reguliert (27 / 28). Die
ECM-Veranderung entsteht durch die Akkumulation von extrazellularen
Matrixproteinen einschliel3lich Kollagen. Diese werden durch HSC oder portale
Fibro- und Mpyofibroblasten gebildet und haufig durch eine chronische
Schadigung der Leber verursacht, was letztendlich zu einer Leberfibrose fuhrt.
Die haufigsten Lebererkrankungen, die in eine Leberfibrose und spater in eine

Leberzirrhose minden kbnnen, werden im nachsten Abschnitt erlautert.

Lebererkrankungen und ihre Folgen — kurzer Uberblick iliber die

Leberfibrose und Leberzirrhose
Die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Funktionen, die durch den
anatomischen Aufbau der Leber mit ihren Zellen und der ECM erbracht werden,
konnen durch pathologische Veranderungen der Leber gestort werden. Solche
pathologische Veranderungen treten in groBer Zahl und vielfaltigen
Auspragungen auf.
In Deutschland sind aktuell mindestens drei Millionen Menschen leberkrank
(29) und weisen dadurch pathologische Veranderungen wie Leberfibrose und
-zirrhose auf. In den letzten vier Jahren wurden allein in Deutschland mehr als
80.000 neue Falle von Leberfiborose und -zirrhose diagnostiziert (30).
Hauptursachen der Leberzirrhose sind starker und dauerhafter Alkoholkonsum,
chronische Hepatitis C und auch die nicht-alkoholbedingte Fettleberentzindung
(31). Die Todesursachenstatistik (Abb. 1.3) des Statistischen Bundesamtes
Deutschland far 2009 - 2013 zeigt,
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dass Lebererkrankungen, meist Leberfibrose oder —zirrhose, mit mehr als

15.000 Fallen pro Jahr eine konstant haufige Todesursache sind.

Gestorbene: Deutschland, Jahre, Todesursachen
Todesursachenstatistik
Deutschland
Gestorbene (Anzahl)
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Krankheiten der Leber
B Alkoh.Leberkh., Chron.Hepatitis, Leberfibr.u.-zirr.

Abbildung 1.3: Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes
Deutschland. Auf der X-Achse sind Jahre (2009-2013) und auf der y-Achse
Anzahl der Todesopfer aufgetragen. Orange stellt allgemeine Krankheiten der
Leber dar und rot die alkoholischen Lebererkrankungen, chron. Hepatitis und

Leberfibrose und —-zirrhose (30).

Die Begriffe Leberfibrose und -zirrhose beschreiben Umbauvorgange in der
Leber. Durch die verschiedenen Schadigungen der Leber, bedingt durch
Alkohol, Infekte oder auch autoimmun ausgelost, kommt es zu einer
Inflammation bedingten Veranderung der Leberarchitektur. Im ersten Stadium
handelt es sich um einen reversiblen fibrotischen Umbau der Leber (sog.
Leberfibrose). Wird dieser Umbauprozess nicht therapiert, so verandert sich die
Leberstruktur irreversibel, siehe Abbildung 1.4, (sog. Leberzirrhose) und es

kommt zu einem wachsenden Verlust der Leberfunktionen.

Alkohol
Diabetes
Medikamente
Hepatitis

Leberfibrose Leberzimhose

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Leberstrukturverdnderung in
Folge verschiedener Ursachen (Alkohol, Diabetes, etc.) in Richtung einer
Leberfibrose und -zirrhose (32).
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In den 1990iger Jahren konnte gezeigt werden, dass sich die Leber nach einer
Leberfibrose regenerieren kann. Es wurden antifibrotische Medikamente
entwickelt, die an den Fibro- und Myofibroblasten angreifen und diese hemmen.
Zudem werden ECM-Proteine (z.B. Kollagen, Elastin) geblockt (31), um eine
Akkumulation der ECM-Proteine zu verhindern. Eine solche Akkumulation fuhrt
zu einer veranderten Leber-Architektur mit nicht nur fibrosierten Narben
sondern auch zu einem die Leberzirrhose definierenden knotigen Umbau der
Leber (31). Dieser knotige Umbau bewirkt eine ,[...] verstarkte hepatozellulare
Dysfunktion mit erhdhtem intrahepatischen Widerstand im Blutfluss, der in eine
Leberinsuffizienz und portalen Hypertonie mindet” (31).

Die  Auswirkungen der Erkrankungen, im Besonderen auf die
Stoffwechselvorgange im menschlichen Korper, sind jedoch bis heute nicht

komplett verstanden.

Beschreibung der neuen Modelle und die damit verbundenen Ziele

Um weitere Erkenntnisse Uber die Auswirkungen der beiden Krankheiten,
Leberfibrose und -zirrhose, auf den Organismus zu gewinnen, wurden in
Studien haufig zunachst Tiermodelle herangezogen. Da diese hinsichtlich
Funktion und Darstellung einzelner Signalkaskaden begrenzt sind, ging man
uber, in vitro Modelle zu entwickeln. Als Standardmodelle sind in der
,Laborlandschaft’ das 2D- (Collagen Monolayer) und 3D-Modell (Collagen
Sandwich) (33 / 34) etabliert. ,Das 2D-Modell weist im Zeitablauf einen
teilweisen oder vollstandigen Verlust der Viabilitdt und des Phanotyps in
Zellkulturen auf® (6). Neben dieser Problematik ist die fehlende Polaritat und
damit eine gestorte Struktur beobachtet worden (6). Grund daflr ist unter
anderem, dass die Zellen auf eine hauchdunne Kollagenschicht gesat werden.
»Wichtigster Einfluss zur Aufrechterhaltung der normalen Leberstruktur und der
Funktionen in vitro [...] ist die ECM® (35). Und wesentliche Faktoren fur die ECM
sind die Polarisierung und Zytoarchitektur. Daher entstand die ldee der 3D-
Kultur. In 3D-Kulturen sind die Hepatozyten sowohl unten als auch oben mit
einer Typ | Kollagenschicht bedeckt. Durch diese ,[...] Sandwich Konfiguration

bildet sich eine normale Verteilung von Mikrotubuli und Aktin-Filamenten [...],



Einleitung

wodurch ein starkeres physiologisches Aussehen erreicht wird“ (6). Jedoch
weder diese beiden Kultivierungssysteme noch Co-Kultur-Systeme, die neben
Hepatozyten weitere Leberzellen mit kultivieren und dadurch die
unterschiedlichen Leberfunktionen verbessern, erreichen den angestrebten in
vivo Zustand mit seinem komplexen Aufbau (6).

Da bis dato kein Modell existiert, welches sowohl den gesunden in vivo Zustand
einer Leber als auch den fibrotischen / zirrhotischen Zustand widerspiegelt,
entstand die ldee, ein Modell zu etablieren, welches die oben genannten drei
Zustande (gesund, fibrotisch, zirrhotisch) mit Hilfe der Variation der ECM-
Steifigkeit auf die Hepatozyten abbildet.

Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass sich die Steifigkeit der Leber
durch die Leberfibrose und Leberzirrhose verandert (I). Der Leberaufbau
verandert sich sowohl genetisch als auch durch aulere Faktoren bedingt in
Richtung eines bindegewebigen Umbaus, bei dem die Umgebung der Zellen,
die ECM, harter wird. Die Zunahme der Steifigkeit der Leber wurde in Studien
verschiedentlich mit Hilfe eines Micro-Fiber-Scan vermessen, siehe Kapitel 3.1.
In diesen Studien wurde gezeigt, dass eine gesunde Leber eine Steifigkeit von
3,5 Kilopascal (kPa), eine fibrotische Leber hingegen von 8,2 kPa und eine
zirrhotische Leber sogar eine solche von 24 kPa aufweist (I). Diese
Umgebungsveranderung sollte in den durchgefuhrten Versuchen mit Hilfe einer
Kopie der ECM-Steifigkeit erreicht werden. Dabei wurde die Steifigkeit mit Hilfe
eines Polyacrylamid (PAA) Gels nachgebildet. Dieses soll unter den
Leberzellen (Hepatozyten) als ECM auf die Hepatozyten wirken und ein
gesundes Leber-, Leberfibrose- und Leberzirrhosemodell bilden (I). Die
Hepatozyten selbst sind nochmals in einem 3D — Collagen Sandwich verpackt.
Die PAA-Gele wurden in den Steifigkeiten angefertigt, die bei Studien mit Hilfe
des Mico-Fiber-Scan an Patienten mit Leberfibrose und Leberzirrhose
gemessen wurden, siehe Kapitel 3.1. So entstanden mit den PAA-Gelen
weiterentwickelte 3D-Modelle mit der Steifigkeit einer gesunden Leber (3,5
kPa), einer fibrotischen Leber (8,2 kPa) und einer zirrhotischen Leber (24 kPa).
Mit dem Micro-Fiber-Scan ist es in der Klinik moglich die Steifigkeit der Leber

von aullen einzuschatzen und damit strukturelle Leberveranderungen zu
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erkennen, genaueres siehe Kapitel 3.1. Nahere Ausfuhrungen zum Aufbau der
Modelle sind im Kapitel ,Material und Methoden® dargestelit.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe dieser in vitro Kultivierungsmodelle
die verschiedenen in vivo Zustande der Leber besser nachzustellen. Die in
diesem Projekt untersuchten Modelle dienen auferdem der Uberpriifung von
Auswirkungen der ECM-Steifigkeit auf die Hepatozyten. Als Vergleich dienen
die Standardmodelle (2D und 3D). Da Leberpatienten haufig an weiteren
Erkrankungen (Co-Morbiditaten) leiden, wie beispielswiese Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, ist es =zusatzlich wichtig zu wissen, wie Patienten mit
Leberfibrose oder Leberzirrhose auf neue medikamentdse
Therapiemoglichkeiten reagieren. Daraus ergibt sich eine zusatzliche
Motivation zur Entwicklung neuer Modelle, mit deren Hilfe Auswirkungen von
Medikamenten auf Hepatozyten in fibrotischem und leberzirrhotischem Zustand
Uberprift werden konnen. Damit erscheint es erreichbar, den klinischen
Zustand leberkranker Patienten zu modellieren und Reaktionen und
Auswirkungen von Medikamenten zu testen.

Um dieses Ziel zu erreichen, wurde im Rahmen dieses Projektes zunachst das
Modell auf seine tatsachliche Steifigkeit, Vertraglichkeit und auf die

physiologischen Funktionen der Leber hin Uberpruft.

2. Material und Methoden

In diesem Kapitel werden die verschiedenen Methoden unter Angabe der

bendtigten Losungen sowie Ablauf und Protokollierung beschrieben.

2.1 Materialien und Gerate

Gesamtheit der verwendeten Gerate, Chemikalien und Materialien.

11
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2.1.1 Gerate
Tabelle 2.1: Gerateliste

Name:

Firma:

Arktik Thermal Cycler

Thermo Scientific,
Waltham

CO, — Inkubator C 150

Binder, Tuttlingen

Elektrophorese
PowerPac ™ HC High-Current Power Supply

Bio RAD, Miinchen

Feinpipetten Lambda Plus — ,Research Pipette*
(0,1-2,5ul;05-10pl; 10 — 100 pl ; 50 — 200 pl ; 100 —
1000 pl)

Corning, New York

Feinwaage, Kern ABJ 120-4M

Kern & Sohn, Balingen

Gefrierschrank, -80°C, Forma 900 Series

Thermo Scientific,
Waltham

Kihlschrank, +4°C / -20°C, Liebherr Comfort

Liebherr, Bulle

Laborwaage, Kern PCB 250-3

Kern & Sohn, Balingen

LVis Plate

BMG Labtech, Ortenberg

Mikroskope
Primo Vert, 12V DC, 30 W
EVOS FI (Fluoreszenzmikroskop)

Zeiss, Oberkoch
Advanced Microscopy
Group, Carlsbad Waagen

Minizentrifuge

Firma Labnet, Edison

Neubauer Zahl Kammer

Carl Roth, Karlsruhe

Spektralphotometer, Fluostar Omega

BMG Labtech, Ortenberg

Sterilarbeitsbank, Safe 2020, class II, EN 12469

Thermo Scientific
Waltham

Schwenktisch, Shaker DRS-12, Sky Line

Elmi Laboratory, Riga

Ultraviolettkamera

Intas Science

Imaging, Géttingen

Ultraviolettlampe, UV-B

Sankyo Denki, Shinagawa

Veriti 96 Well Thermal Cycler

Applied Biosystems, Carlsbad

Wasserbad, AQUAIine AL 25

Lauda, Koénigshofen

Zentrifuge, Heraeus Megafuge 40R

Zentrifuge, Heraeus Fresco 17

12
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2.1.2 Chemikalien

Tabelle 2.2: Chemikalien Liste

Material und Methoden

Name: Firma: Artikelnummer:
Agarose Standard Carl Roth 3810.4
Ammoniumchlorid (NH4CI) Carl Roth K298.1
Ammonium Persulfate (APS) Sigma Aldrich A3678-25G
BSA, (Bovine Serum Albumin) Carl Roth 8076.4
Borséure Carl Roth 6943.1

Brij. 35 Carl Roth CN21.1

Cc

5-Carboxy-2’,7’-dichlorofluoresceindiacetat Sigma Aldrich 21884
5-Carboxyfluorescein Sigma Aldrich 86826
Chloroform Carl Roth Y015.1
D-(+)-Glukose Sigma Aldrich G7021
ddH,0 Carl Roth 3175.1
DEPC

(Diethylpyrocarbonate) Carl Roth K020.3
Dimethylsulfooxid Carl Roth 4720.2
DMEM

(Dulbeccos’s Modified Eagle Medium) Sigma Aldrich D5796
DMEM (ohne Phenolrot)

(Dulbeccos’s Modified Eagle Medium) Sigma Aldrich D5030
DPBS

(Dubecco’s Phosphate Buffered Saline) Sigma Aldrich D8537
EDTA

(Ethylendiamintetraessigsaure) Roth 8043.2
Ethanol vergallt SAV-Liquid ETO-5000-99
Ethanol (99,9%) Carl Roth P076.1
Ethidium Bromid Carl Roth 22181
FCS, (Fotales Kalberserum) Gibco 10270-106
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Name: Firma: Artikelnummer:
Glukose Oxidase from Aspergilus Niger Sigma Aldrich G6125-50U
Glutamine PAA GmbH M11-006
Glycerol Carl Roth 7530.1
Glykogen Carl Roth HP51.1
Harnstoff (Urea) Sigma Aldrich 51459-250G
Hepes Buffer 1M Sigma Aldrich H0887
Hoechst 33342 Sigma Aldrich
Human Albumin Elisa Quantitation Set Bethyl Laboratories | E80-129

- Human Albumin Coating Antibody A80-129A

- Human Reference Serum RS10-110

- HRP konjugierter albumin  Detection A80-129P

Antibody

Human Insulin (Actrapid Flex Pen) Novo Nordisk Nicht bekannt
Hydrocortison Pfizer 8Q0695
Isopropanol VWR 20842.330
L-Glutamine Lésung PAA M11-006
Luminol Carl Roth 42031
Magnesiumchlorid Carl Roth KK36.2
Minimum Essential Medium Eagle Sigma Aldrich M4655
N-(1-napthyl)-Ethylendiamindihydrochlorid Carl Roth 43421
Natriumchlorid VWR 27.810.295
Natriumhydrogencarbonat Carl Roth 6885.2
Natronlauge Carl Roth T135.1
Non-essential Amino Acids PAA M11-003
O-Dianisidine Sigma Aldrich D9143-5G
O-Phthalaldehyd Sigma Aldrich P1378
Ornithinmonohydrochlorid Sigma Aldrich 05250-1G
Paraformaldehyd 37% Carl Roth 49791
P-Cumar Saure Carl Roth 9908.1
Penicillin / Streptomycin Sigma Aldrich P0O781
PeqGOLD Trifast Peglab 30-2020
Percol Biochrom L 6145
Peroxidase (from horseradish) Sigma Aldrich P8250-100U
Phalloidin Life Technology
PUC 19 Marker Carl Roth X901.1
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Name: Firma: Artikelnummer:
ReadyMix Peglab 07-KK510103
Resazurin (Alamar Blau) Sigma Aldrich 199303-1G
Rhodamin 123 Sigma Aldrich 83702
Rotiphorese Gel A Carl Roth 30371
(30% Acrylamid Lésung)
Rotiphorese Gel B Carl Roth 30391
(2% Bisacrylamid L6sung)
Salzsaure Carl Roth T134.1
Schwefelsaure Carl Roth X873.1
Sodium Pyruvat Solution, 100 mM Sigma Aldrich S8636
Sodium L-Laktat Sigma Aldrich L7022
Sulfo-SANPAH Thermo Scientific 22589
TEMED, (Tetramethylethylendiamin) Carl Roth 2367.3
TRIS (hydroxymethyl) aminomethan AppliChem A1086
Trypan Blau 0,5% Carl Roth CN76.1
Trypsin/EDTA Sigma Aldrich T3924
TWEEN 20 Carl Roth 9127.1
Wasserstoffperoxid Carl Roth CP26.5
Williams Medium E Sigma Aldrich w1878
Primer

Alle von mir verwendeten Primer wurden von der Eurofins Gruppe (Luxemburg)
hergestellt (36).

hCyp 1A1

Ta: 55°C / Verwendete cDNA Menge: 30 ng / Zyklen: 35 / Produktgrofe: 302 bp
F: TTCGTCCCCTTCACCATC
R: CTGAATTCCACCCGTTGC

hCyp 1A2

Ta: 60°C / Verwendete cDNA Menge: 30 ng / Zyklen: 35 / Produktgrofe: 180 bp
F: TCG ACC CTT ACAATC AGG TGG
R: GCA GGT AGC GAAGGATGG G
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hCyp 3A4

Ta: 64°C / Verwendete cDNA Menge: 30 ng / Zyklen
F: ATTCAGCAACAAGAACAAGGACA
R: TGGTGTTCTCAGGCACAGAT

hCyp 2B6

Ta: 62°C / Verwendete cDNA Menge: 30 ng / Zyklen
F: ATGGGGCACTGAAAAAGACTGA
R: AGAGGCGGGGACACTGAATGAC

hCyp 2C8

Ta: 60°C / Verwendete cDNA Menge: 30 ng / Zyklen
F: CAT TACTGACTT CCG TGC TAC AT
R: CTC CTG CAC AAATTC GTTTTC

hCyp 2C9

Ta: 59°C / Verwendete cDNA Menge: 30 ng / Zyklen
F: CTGGATGAAGGTGGCAATTT
R: AGATGGATAATGCCCCAGAG

hCyp 2E1

Ta: 59°C / Verwendete cDNA Menge: 30 ng / Zyklen
F: GACTGTGGCCGACCTGTT
R: ACACGACTGTGCCCTGGG

hGapdH

Ta: 56°C / Verwendete cDNA Menge: 20 ng / Zyklen
F: GTC AGT GGT GGA CCT GAC CT
R: AGG GGT CTA CAT GGC AAC TG

Immunfluoreszenz — Antikorper

- Anti-Rabbit ZO-1 Invitrogen
- Vimentin Leica Biosystems
-> Z0-1 Santa Cruz
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2.1.3 Materialien

Tabelle: 2.3: Materialienliste

Material und Methoden

Name: Firma: Artikelnummer:
Parafilm Laboratory Film
pH Indikator Papier Pehanon Macherey-Nagel 90417
Pipettenspitzen StarLab TipOne S1113-1006
Sterile Filter
MILLEX GP 0,22 ym Merck Millipore SLGPO33RS
Sterile Spritzen (5 ml, 10 ml, 20 ml) B. Braun,
T 25 CELLSTAR Greiner Bio-One 690175
Cell Culture Flask, 25 cm?, 50 mL PS, red filter
cap, sterile
T 75 Cell Culture Flask Corning 430641
Tubes/Réhrchen (1,5 ml, 15 ml, 50 ml)

1,5 mL CELLSTAR Tubes Carl Roth 4190.1

15 mL CELLSTAR Tubes Greiner Bio One 188271

50 mL CELLSTAR Tubes Greiner Bio One 227261

0,2 mL PCR-Reaktionsstreifen Carl Roth CH89.1
Zellkulturplatten

24 Well Platte Cellstar Greiner Bio One 662160

96 Well Platte Cellstar Greiner Bio One 655180

Fertige Chemikalien-Kits werden jeweils

aufgefuhrt.

17

bei der zugehoérigen Methode mit



Material und Methoden

2.2 Kultivierungsmethoden

2.2.1 Herstellung und Beschichtung der Polyacrylamidgele

Die unterschiedlichen Gelsteifigkeiten wurden in den in der Tabelle 2.4

angegebenen Mischungsverhaltnissen, entsprechend der Publikation von

Amnon Buxboim (37) hergestellt.

Tabelle 2.4: Mischungsverhdltnis der PAA-Gele (37).

Steifigkeit = % (v/v) Verhiltnis = 30% Acrylamid 2% Bis-Acrylamid @ PBS
HFS Acryl/Bisacryl (Rotiphorese A) : (Rotiphorese B)

3,5 kPa 4,0/0,11 669 pl 275yl 4,058 ml
8,2 kPa 4,0/0,2 667 pl 500 pl 3,833 ml
24 kPa 7,5/0,12 1,254 ml 299 ul 3,435 ml

Die PAA-Gele werden auf den Deckel einer 48-Loch-Platte gegossen. Die
(APS - 10% - 50 i)

Tetramethylethylendiamin (TEMED — 5§ ul) werden nacheinander am Schluss

Katalysatoren =~ Ammoniumpersulfat und
zur Initiation der Polymerisation der Losung zugegeben. Jeweils 75 pl der
fertigen Losung werden auf den Deckel der 48-Loch-Platte aufgebracht und mit
einem Glaschen, Durchmesser 18 mm, abgedeckt, um eine luftblasenfreie
Polymerisation zu erreichen. Nach circa 20 Minuten werden die fertigen PAA-
Gele gedreht, in eine saubere 24-Loch-Platte gelegt und zweimal mit DPBS
gewaschen. Vor der Beschichtung mit Kollagen wird die Oberflache mit 250 pl
Sulfo-SANPAH (50 mg/ml in DPBS) bedeckt und mit einer Wellenlange von 238
nm (UV-B) funf Minuten bestrahlt, um die Oberflache der PAA-Gele zu
aktivieren und damit das im nachsten Schritt aufgebrachte Kollagen haftet
(siehe Abbildung 2.1). Zum eigenen Schutz vor dem UV-B Licht wird ein Karton
der Uber den Aufbau gestulpt.

wahrend Bestrahlung
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~UV Licht Schutz - Karton
>4

-

T

-

|_ UV-Lampe |

24 Loch Platte mit PAA Gele

Abbildung 2.1: Aufbau der UV-Aktivierung der PAA-Gele.
(Quelle: Karsten Biiringer, Siegfried-Weller-Institut, Tiibingen).

Nach der funfminutigen Bestrahlung andert sich die Farbe der Sulfo-SANPAH
Reaktionslosung von rot zu einem transparenten braun; (siehe Abbildung 2.2).
Die Reaktionslosung wird mit einer Pipette abgezogen und die PAA-Gele

werden mit DPBS gewaschen, um das restliche Sulfo-SANPAH zu entfernen.

l| or Uv-B-Licht Behandlung

\| Nach UV-B-Licht Behandlung

Abbildung 2.2: PAA-Gele vor und nach der UV - Bestrahlung.
(Quelle: Karsten Biiringer, Siegfried-Weller-Institut, Tiibingen).

Anschlieliend werden die PAA-Gele bei vier Grad Celsius Uber Nacht oder bei
37 Grad Celsius fur 30 Minuten im Inkubator mit einer 200 pg/ml
Kollagenlosung inkubiert. Die kurze Inkubation wurde benutzt, wenn die Gele
direkt bendtigt wurden, die langere fur spater geplante Versuche.

Unterschiedliche Resultate zwischen den beiden Varianten gibt es nicht.
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Das uberschussige Kollagen wird vorsichtig abpippetiert und verworfen.
AnschlielRend werden die PAA-Gele zwei Mal mit DPBS gewaschen, um sie
von Kollagenresten zu befreien (38). Das fertige Modell als Skizze ist in
Abbildung 2.3 dargestellt.

Kollagenschicht |l

o 0 o 0 o o O Hepatozyten

Kollagenschicht |

|t

PAA Gel |

Abbildung 2.3: Aufbau der PAA-Gel-Modelle mit Collagen Sandwich.

Es gqilt anzumerken, dass die hier verwendeten PAA-Gele mit den
verschiedenen Steifigkeiten (3,5 kPa / 8,2 kPa / 24 kPa) lediglich von unten auf
die Hepatozyten wirken. Die von oben wirkende Steifigkeit entspricht der dem

Collagen Sandwich Modell, siehe Kapitel 4.

2.2.2 Herstellung des Collagen Sandwich und des Collagen Monolayer

Das Collagen Monolayer Modell (2D-Modell) und das Collagen Sandwich
Modell (3D-Modell) wurden entsprechend dem Laborprotokoll (39 / 40)
hergestellt.

Pro Loch einer 24-Loch-Platte werden 1000 pl einer 100 pyg/ml Collagenlosung
gegeben. Nach 10 Minuten wird die Losung abgesaugt und verworfen. Die

restliche Suspension trocknet und bildet eine milchig weilde Schicht.

Kollagenschicht

Hepatozyten

\|_elsiel®

Abbildung 2.4: Skizze des 2D-Modells (Collagen Monolayer).
Fur das Collagen Sandwich, im weiteren Verlauf auch als reines 3D-Modell

bezeichnet, wird eine Konzentration von 2000 pg/ml Kollagen eingestellt.
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Die Verdlinnung wird fur 150 ul pro Loch bei einer Gesamtmenge von zwei
Milliliter wie folgt hergestellt:

1330 pl Kollagen

200 pl 10x DMEM (mit Phenolrot)

470 yl DPBS
Da das Kollagen polymerisieren soll, ist eine Einstellung des pH-Wertes auf 7,2
bis 7,4 mit Hilfe von NaOH notwendig.
Danach werden 150 Mikroliter pro Loch ausplattiert und die Polymerisation
erfolgt fur mindestens 30 Minuten im Inkubator bei 37°C.
Schematisch dargestellt ist das Collagen Sandwich Modell (3D-Modell) in
Abbildung 2.5.

Hepatozyten

Kollagenschicht |l

——

ejofofe

Kollagenschicht |

Abbildung 2.5: Skizze des 3D-Modells (Collagen Sandwich).

2.3 Zellbiologische Methoden

Die PAA-Gele wurden an insgesamt drei verschiedenen Zellarten evaluiert. Im
ersten Schritt erfolgte die Uberpriifung der Vertraglichkeit der PAA-Gele anhand
einer Zelllinie, die im Jahr 1982 aus einem Leberzelltumor (41/42) enthommen
wurde, die Leberkrebszelllinie HuH-7. Diese Leberkrebszelllinie mit dem
entsprechendem Zell-Medium stellt eine sehr vielseitige, proliferierende und
bestandige Zelllinie dar (41) und eignet sich sehr gut flr die Evaluation neuer
Zellkulturmodelle. Es wurden nicht von Beginn an primar humane- oder primare

Rattenhepatozyten verwendet, da deren Verfugbarkeit knapp ist (43 / 44).
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2.3.1 Herstellung der Zellkulturmedien fir HuH-7 Zellen, primare
Rattenhepatozyten und primare humane Hepatozyten

Die Zellkulturmedien wurden entsprechend dem Laborprotokoll hergestellt (41).

Tabelle 2.5: Zellkulturmedien HuH-7 Zellen und primarer Hepatozyten.

Zellkulturmedium fiir Zellkulturmedium fiir primare
HuH 7 — Zellen humane- und Rattenhepatozyten
500 ml DMEM 500 ml Williams Medium E
5 ml Penizillin / Streptomycin 5 ml Penizillin / Streptomycin
50 ml Fetal Bovine Serum 50 ml Fetal Bovine Serum

5 ml L-Glutamine

8 ul Hydrocortison

7,5 ml HEPES

5 ml Sodium Pyruvat

0,25 pyl Human Insulin

5 ml Nicht-Essentielle Aminosauren

Das fertige Medium wird im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt und fur die

Experimente auf jeweils 37°C erwarmt.

2.3.2 Kultivierung von HuH-7 Zellen (39 / 41 / 45 | 46)

Zellen auftauen

Die aufgetauten HuH-7 Zellen werden nach Zugabe von DPBS in ein 50 ml
Falconrohrchen  gegeben. Nach  10-minutigem  Zentrifugieren  bei
Raumtemperatur wird der Uberstand abgesaugt und das Pellet mit 5 ml des auf
37°C erwarmten HuH-7- Kulturmediums vermischt. Die Zellldsung wird in eine
Zellkulturflasche umgefullt und mit 15 ml HuH-7-Kulturmedium aufgefullt. Die
HuH-7 Zellen kdnnen im Inkubator bei 37°C und 5% CO; fur drei Tage gelagert

werden.

Zellen splitten

Das HuH-7-Kulturmedium, siehe Tabelle 2.5, und das Trypsin/EDTA wird auf
eine Temperatur von 37°C im Wasserbad erwarmt. Das Medium aus der
Zellkulturflasche wird abgesaugt und die Zellen werden mit 15 ml DPBS

gewaschen. Die Zellen werden mit 2 ml Trypsin Uberschichtet und fur 5-10
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Minuten in den Inkubator gestellt. Mikroskopisch wird das Ablosen der Zellen
uberpruft. Die Inaktivierung des Trypsins erfolgt mit FCS-haltigem
Kulturmedium. Die entstehende Losung wird in ein 50 ml Falconréhrchen
uberfuhrt. Die Zelllosung wird fur 10 Minuten bei 4° C bei 600 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wird bis zum Zell-Pellet vorsichtig abgesaugt und dann mit 10 ml
Kulturmedium vermischt. Fur die Durchfihrung eines Experimentes werden die
Zellen, wie unter 2.3.4 dargestellt, ausgezahlt und danach ausplattiert, siehe
2.3.3.

Nicht verwendete Zelllosung wird mit 25 ml Kulturmedium in eine
Zellkulturflasche umgefullt und in den Inkubator zurtckgestellt (41 / 45 / 46 /
47).

2.3.3 Aufarbeitung und Plattieren der verschiedenen Hepatozyten -
Gewinnung und Isolation primarer Human- und
Rattenhepatozyten

Die in dieser Arbeit verwendeten pHH wurden aus Leberresektionen gewonnen.
Die Patienten litten unter verschiedenen Lebererkrankungen, die jeweils eine
Operation notwendig machten. Sowohl die Entnahme als auch die Weiterleitung
des Spendergewebes wurden nach den Richtlinien des Ethikantrags mit der
Nummer 3681/2012B02 der medizinischen Fakultat der Eberhard-Karls-
Universitat Tubingen durchgefuhrt.

Die Rattenhepatozyten wurden von der Firma Pharmacelsus GmbH in

Saarbrucken bereitgestellt.

Die im Folgenden beschriebenen Schritte (47 / 48) werden alle unter der Steril
Bank durchgefuhrt.

Tabelle 2.6: Benodtigte Losungen fiir die Aufarbeitung und Plattieren der
verschiedenen Hepatozyten.

1. Hepatozyten Medium Siehe Kapitel 2.3.1

2. Percoll-Lésung Cinal
15ml  PBS 25%
5mi Percoll

Die Zellen werden nach der Isolation auf Eis gelagert. Aus den Eppendorf-

Reaktionsgefallen wird die Zellsuspension in ein Falconrohrchen mit 4°C kalten
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DPBS transferiert. AnschlieRend wird das Falconrohrchen bei 4°C mit 80-facher
Gravitationsbeschleunigung (80 x g) fur 5 Minuten zentrifugiert. Das
Uberschussige DPBS wird vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet wird zweimal
mit DPBS gewaschen und anschliefend in 20 ml Nahrmedium transferiert. Aus
dieser Suspension werden mit Hilfe der Trypan-Blau-Methode, siehe Kapitel
2.3.4, die Zahl der Hepatozyten und die Viabilitat bestimmt.

Im Falle einer Viabilitat unter 50% in der Suspension erfolgt die Trennung in
lebende und tote Zellen mit Hilfe einer Percolldichtezentrifugation. Eine 25%ige
Percoll-Losung wird vorsichtig mit 4 bis 5 ml Zellsuspension Uberschichtet und
bei 4°C mit 1278 x g fur 12 Minuten ohne Bremse zentrifugiert. Durch die
Zentrifugation entsteht eine obere Schicht mit toten Zellen und ein Zellpellet das
die lebenden Zellen enthalt. Der Uberstand wird vorsichtig abgesaugt, das
Zellpellet in Nahrmedium resuspendiert und die Zellen werden ausgezahlt und
anschlie3end ausplattiert (47 / 48).

Ausplattieren der Zellen in 24-Loch-Platten

Pro Loch werden 250.000 Zellen ausgesat, die zuvor in 500 pyl Medium
resuspendiert wurden. Die insgesamt bendtigte Zellzahl wird vorher berechnet
und mit dem entsprechenden Medienvolumen versetzt. AnschlieRend werden
die Zellen auf die verschiedenen Modelle, 2D (Collagen Monolayer), PAA-Gele

und 3D (Collagen Sandwich) ausplattiert.

Bei den Hepatozyten bestehen keinerlei Spezies-spezifische Unterschiede

bezuglich Prozessierung und Ausplattieren.

2.3.4 Bestimmung der Lebendzellzahl mit der Trypan-Blau-Methode

Die Neubauer Zahlkammer wird mit 70% Ethanol gereinigt und das Deckglas
aufgesetzt, so dass die Newtonschen Ringe sichtbar werden.

Die Zellsuspension wird 1:1 mit Trypanblau gemischt. Zehn pl der
Zellsuspension werden zwischen Deckglas und Zahlkammer pipettiert. Die
Membran toter Zellen ist fir den Farbstoff durchlassig und erscheinen unter

dem Mikroskop blau, wohingegen die viablen Zellen nicht permeabel fur den
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Farbstoff sind und somit braun erscheinen. Beide Zelltypen werden ausgezahlt

und anschlief3end die Viabilitat berechnet (40), siehe Formel 1.

Formel 1: Berechnung der Gesamtanzahl an Zellen und ihrer Viabilitat.

Gesamtanzahl an Zellen=n *V;*V * 10*

Anzahl lebender Zellen=m *V;*V * 10*

Viabilitdt = Anzahl lebender Zellen / Gesamt-Zell-Zahl * 100 =m /n * 100

n: Mittelwert an gezahlten Zellen m: Mittelwert an lebenden Zellen
V¢:  Verdlinnungsfaktor (in diesem Fall zwei) V:  Volumen der Zelllésung

10* Faktor der Zahlkammer

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Messung von Glykolyse und Gluconeogenese

Tabelle 2.7: Benodtigte Loésungen zur Messung von Glykolyse und
Gluconeogenese.

1. Reaktionslosung Chinal
19 mg MgCl, 1 mM
2 ml Natrium Pyruvat Lésung (100 mM) = 1 mM
200 ml DPBS

2. L-Laktat-Lésung Cinal
1mg Lakat pro ml Reaktionslésung 11 mM

3. Glukose Standard Lésung Cinal
10,9 mg D-Glukose 600 uM
100 ml demin. H,O

4. TRIS Puffer (pH = 8.0) Cinal
12,2 g TRIS (hydroxymethyl)- 1™

aminomethan

60 ml demin. H,O

5. Gesattigte o-Dianisidin Lésung Cinal
10 mg o-Dianisidine 1%
1 ml 99,9% Ethanol
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6. GLOX Lésung Cinal

15,5mg Glukose Oxidase 0.04%

2,8 mg Peroxidase 0.007%

10 ml 1 M TRIS Puffer 250 mM

31,7mg EDTA 0,2 mM

40 ml ddH,0

400 pl Gesattigte o-Dianisidine 0.01%
Lésung

Die oben aufgefuhrten Losungen werden vor der Stimulierung frisch zubereitet
und steril filtriert (49).

Um die Zellen zu stimulieren werden zwei verschiedene Losungen bendtigt: Die
Reaktionslosung, im weiteren Text mit RS abgekurzt, bestehend aus
Magnesiumdichlorid, Natrium-Pyruvat und DPBS und die Stimulationslosung
bestehend aus RS plus Laktat, im weiteren Text mit LS abgekurzt. Mit Hilfe der
RS untersuchen wir die Glykolyse der Hepatozyten, wohingegen mit der LS die
Gluconeogenese analysiert wird.

Die Stimulationen werden jeweils an Tag 1 und Tag 3 fur 24 Stunden im
Inkubator bei 37°C und 5% CO, durchgefuhrt. Von den Zellen wird das
Kulturmedium vorsichtig abgezogen und die Hepatozyten werden mit DPBS
gewaschen. Danach werden 400 pl RS oder LS auf die Zellen gegeben. Nach
24 Stunden werden die Uberstande der Duplikate vorsichtig in ein Eppendorf
Rohrchen dberfuhrt (49). Zur spektroskopischen Messung werden 100 ul der
Uberstande in eine 96-Loch-Platte pipettiert. Diese werden mit 150 yl GLOX
Losung (Inhaltsstoffe siehe oben) bedeckt. Die 96-Loch-Platte muss nun fur
eine Stunde bei 37°C und 5% CO, inkubiert werden, bevor die Uberstande mit
dem Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 420 nm vermessen werden.
Anhand einer Glukosestandardkurve (0, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150 nmol/ml)

erfolgt die Konzentrationsbestimmung in den einzelnen Lochern.

2.4.2 Messung des Harnstoffumsatzes (Urea)

Um die Fahigkeit der Hepatozyten zur Neutralisierung von Ammoniak beurteilen

zu konnen (Harnstoffumsatz), werden die Zellen mit der Standard-
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Reaktionslosung (U1) (siehe Tabelle 2.8) stimuliert und der Grundumsatz, im
nachfolgenden auch als Basalstimulation bezeichnet, bestimmt (50). Auf der
nachsten Stufe der Stimulierung wird zur Standard-Reaktionslosung Ammoniak
hinzugegeben, um eine mogliche gesteigerte Hepatozyten-Aktivitat durch die
groRere Menge an Ammoniak zu messen, in den Ergebnis-Abbildungen als
Ammoniumchlorid (U2) zusammengefasst. Die letzte Stimulationsstufe wird
neben Ammoniak zusatzlich durch die Aminosaure Ornithin erganzt. In den
Abbildungen als Ammoniumchlorid plus Ornithin (U3) bezeichnet. Das Ornithin
ist ein wichtiger Bestandteil des Harnstoffzyklus. Durch die Hinzugabe wird die

Aktivitat der Hepatozyten bei der Detoxifikation unterstitzt (50).

Tabelle 2.8: Benoétigte Losungen zur Messung des Harnstoffumsatzes (Urea).

1. Reaktionslésung = U1 Cinal
19 mg MgCl, 1 mM
2ml Natrium-Pyruvat Lésung 1mM
200 ml DPBS
2. NH4CI Lésung Cinal
(17mg/ml) = U2 17 mg NH.CI 300 mM
1000 pl Reaktionslésung
3. L-Ornithine Lésung Cinal
10 mg/ml = U3 10 mg L-Ornthine 100 mM
17 mg NH.CI 300 mM
1000 pl Reaktionslésung
4. Harnstoff Standard Lésung Cinal
(fir die Standard Kurve) 10 mg Harnstoff 100 pg/mL
100 ml  ddH,O
5. 10% Brij 35 Lésung Cinal
(far die NED Losung) 5¢g BriJ 35 30 %
50 ml  ddHO
(bei 50°C Aufldsen)
6. o-Phthalaldehyd-Lésung Cinal
800 ml  ddH O 74 %
74 ml konzentrierte Schwefelsaure 0,0002 %
200 mg o-Phthalaldehyd 0,03 %

3ml 30 % Brij 35 Losung
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7. NED-L6sung Cinal
600 ml  ddH,0O
222 ml  konzentrierte Schwefellésung 222 %
59 Borsaure 0,5 %
600 mg N-(1-napthyl)- 0,0006 %
ethylenediamin- dihydrochlorid
3ml 30 % Brij Lésung 0,03 %

Fir die Bestimmung des Harnstoffs mussen zunachst alle bendétigten Losungen
hergestellt werden, wobei die Losungen U1 — U3 vor jedem Versuch frisch
hergestellt und steril filtriert werden. Die Zellen werden mit DPBS gewaschen
und mit 400 pl der Losungen U1 — U3 versetzt.

Die Inkubation erfolgt an Tag 1 und 3 fur funf Stunden bei 37°C und 5% COs,.
Die Uberstande werden in sterilen Eppendorf-Réhrchen gesammelt. 80 pl pro
Uberstand werden in einer 96-Loch-Platte zur Vermessung pipettiert. Danach
werden jeweils 60 pl der o-Phthalaldehyde-Losung und der NED-LG6sung
(Inhaltsstoffe siehe oben) auf die Uberstande pipettiert. Die 96-Loch-Platte wird
fur eine Stunde bei 37°C und 5% CO, inkubiert bevor die Uberstande mit dem
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 460 nm vermessen werden (40).
Anhand einer Harnstoffstandardkurve (0; 1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25, 50, 100

pg/ml) erfolgt die Konzentrationsbestimmung in den einzelnen Lochern.

243 Messung von Laktatdehydrogenase (LDH) und
Aspartataminotransferase (AST)

Tabelle 2.9: Bendtigte Lésungen zur Messung von LDH und AST.

Name: Firma: Artikelnummer:

Kit Fluitest LDH-L Analyticon 2222
Biotechnologie AG

Kit Fluitest AST Analyticon 1167
Biotechnologie AG

Beide Werte werden photometrisch ermittelt (51 / 52). LDH und AST sind
intrazellulare Enzyme und liefern einen Vergleichswert fir das Uberleben der
Zellen unter den jeweiligen Kultivierungsbedingungen. Die Aktivitat dieser
Enzyme im Kulturiberstand gilt als Mal} fur erlittenen Zellschaden. LDH ist ein

Enzym, das in der Klinik als Hamolyse-, Herzparameter gilt und generell
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Zellschaden im Korper anzeigen kann (3). Wohingegen AST als leber-
spezifischer Wert gilt.

LDH katalysiert die Oxidation von Laktat zu Pyruvat. Wahrend dieser Reaktion
wird NAD" zu NADH + H" (siehe Abbildung 2.6). Dieses NADH kann durch die
photometrische Messung detektiert werden. Der Anstieg von NADH+H" ist

proportional zu LDH in der Probe.

o

oH
)\rAO + NaD'T ——- c/u\*(/o 4+ NADM + M
HyC = S — 3
o OH
Lactic Acid Pyruvic Acyd

Abbildung 2.6: LDH-Katalisation mit Entstehung des detektierbaren
NADH+H"und Strukturformel fiir Laktat und Pyruvat (38).

AST katalysiert die Reaktion von Aspartat zu Oxalacetat und Glutamat. Diese
Reaktion ist elementar, um das NADH fur die Atmungskette zu generieren (3).

Hier wird ebenfalls die photometrische Methode zur Detektion des NADH

verwendet.

Tabelle 2.10: Mischung der Arbeitslésungen vom LDH- und AST-Assay.
1. Arbeitslésungen R1 und R2 werden in einem Verhaltnis von | Cgnal
(,Working“-Lésungen) 5:1 gemischt 5:1

LDH und AST werden jeweils aus den Medien der Uberstande von Tag 1 und 3
bestimmt (51 / 52). Das Medium wird vor der Stimulation der Zellen abpipettiert
und in sterile Eppendorf-Rohrchen gegeben.

40 ul des Zell-Uberstandes werden in eine 96-Loch-Platte gegeben. Danach
werden die beiden ,Working“ — Losungen R1 und R2 in einem Verhaltnis von
5:1 miteinander vermischt. SchlieRlich werden 145 yl der gemischten Losung in
jedes Loch pipettiert, wodurch das Volumen der Gesamtlésung pro Loch 185 pl

betragt, (siehe Formel 2).

Formel 2: Gesamtvolumen der LDH- und AST-Messungen.

Volumen (185 pl) = 145 ul ,Working“ Losungen + 40 ul Probe

Die Vermessung erfolgt luftblasenfrei mit dem Spektralphotometer bei einer
Wellenlange von 340 nm (51 / 52).
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2.4.4 Messung des Resazurinumsatzes (Alamar-Blau-Umsatz)

Die Messung von Resazurin dient der Bestimmung der Anzahl lebender Zellen
anhand der mitochondrialen Aktivitat (53 / 54). Lebende Zellen haben die
Fahigkeit, das nicht fluoreszenzierende Resazurin in das sehr stark

fluoreszierende Resorufin zu reduzieren (siehe Abbildung 2.7). Die entstehende

Fluoreszenz ist proportional zur Anzahl lebender Zellen.
Viable Cell

Reduction
Reactions

Resazurin Resorufin
Emils fluorescence al 590nm

BEGINAY 24

Abbildung 2.7: Reduktion von Resazurin zu Resorufin und Strukturformel
fir Resazurin und Resorufin (41).

Das Medium wird auch hier fur spatere Versuche zunachst in sterile Eppendorf-
Roéhrchen pipettiert. Nach dem Waschen der Zell-Modelle mit DPBS werden
500 ul Resazurin (Alamar-Blau) auf die Modelle pipettiert. Nach jeweils 20, 40,
60, 80, 100, und 120 Minuten wird die Aktivitat direkt in der 24-Loch-Platte mit
Hilfe des Spektralphotometers bei 590 nm vermessen (53 / 54).

Zur Berechnung der gesuchten Aktivitat wird die Hintergrund-Aktivitat von den

gemessenen Werten abgezogen.

2.4.5 Messung der MDR-1 / MRP-1-Transporter Aktivitat

Die Transporterleistung wird mit Hilfe eines modifizierten Fluoreszein Assays
bestimmt (55). Von den sogenannten ABC — Transportern wird zum einen der
Multi-Drug-Resistance-1 (MDR-1) - Transporter und zum anderen der Multi-

Drug-Resistance-Related-Protein-1  (MRP-1) -  Transporter gemessen.
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Die MDR-1-Transporter Aktivitat wird mit Hilfe der Umwandlung des P-
Glycoprotein-Rhodamine 123, die MRP-1-Transporter Aktivitat mit Hilfe der
Umwandlung von 5-Carboxy-dichlorofluorescein-diacetat (CFDA) in 5-

Carboxyfluorescein (5-CF) bestimmt.

Tabelle 2.11: Benotigte Losungen zur Messung der MDR-1- / MRP-1-
Transporter Aktivitat.

1. 5-Carboxy-2",7'- Cinal
dichlorofluorescein diacetat (CFDA) 5mg CFDA 40 mM

236 pl Dimethylsulfoxid

2. 5-Carboxyfluorescein (CF) Cinal
5mg CF 40 mM
332 yl  Dimethylsulfoxid

3. Rhodamine-123 Cinal
2mg Rhodamine 123 30 mM
175 ul  Ethanol

4. Glukoseldsung Cinal
19,8 mg Glukose 11 mM
10 ml DPBS

Die Transporteraktivitat wird direkt in der 24-Loch-Platte mit Hilfe des
Spektralphotometers vermessen. Fur spatere Versuche werden das Medium in
Eppendorf-Réhrchen eingefroren und die Zell-Modelle mit DPBS gewaschen.
Pro Loch werden 500 pul der verdunnten CFDA- oder Rhodamine-123-Losung
pipettiert. Die Losungen haben eine Konzentration von 40 mM bei CFDA und
30 mM bei Rhodamin. Damit werden 1,1 yl CFDA oder Rhodamine-123 in
10989 ul Medium geldst. Die Zellen werden mit dem Substrat im 2D-Modell fr
30 Minuten und im 3D-Modell fur eine Stunde bei 37°C und 5% COz inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit DPBS werden die Hepatozyten mit 500 pl
DPBS bei 520 nm im Spektralphotometer vermessen. Diese Messung
entspricht dem Gesamtwert an CFDA / Rhodamine-123, der von den Zellen
aufgenommen wurde. AnschlielRend wird das DPBS aspiriert und auf die Zellen
werden 550 pl der Glukoseldsung (Konzentration von 100 mol) gegeben. Dies
stimuliert die Freisetzung der fluoreszierenden Farbstoffe und wahrend der
einstundigen Inkubation bei 37°C und 5% CO2 werden nach 15, 30 und 60
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Minuten jeweils 100 pl der Uberstande im Spektralphotometer vermessen. Die
gemessenen Werte entsprechen der Abgabe-Aktivitat (Efflux) der Transporter.
Die Standardkurve wurde mit Hilfe von 5-Carboxyfluorescein und Medium in
einer Verdunnungsreihe (0,0015625 / 0,003125 / 0,00625 / 0,0125 / 0,025 /
0,05/0,1/0,2 und 0,4 Nanomol pro 100ul) erstellt (55).

246 Messung der Albumin-Konzentration mit Hilfe des
,Human Albumin - ELISA-Quantitation-Set“

Das von den pHH produzierte Albumin wird aus dem Uberstand des
Kulturmediums mit Hilfe des ,Human Albumin-Elisa-Quantitation-Set* bestimmt
(56). Das Prinzip dieses Assays besteht darin, dass mit Hilfe von Antikdrpern

das geloste Albumin im Medium detektiert werden kann.

Tabelle 2.12: Benotigte Losungen zur Messung der Albumin Konzentration
mit Hilfe des Elisa-Quantitation-Set.

1. Puffer Cfinal
Lésung 1 NaHCO; + H,0O 4,2g/Hy0
Lésung 2 Na,CO3; + H,O 5,3g/H0
Mit Hilfe von Lésung 2 wird der pH-Wert
von Lésung 1 auf 9,6 eingestellt

2. Waschldésung 1g Tween 20 0,5g/1TBS
21 TBS

3. TBS 12,11 g Tris 12,11 g/ 2l
16,36 g NaCl 16,36 g/ 2
21 dest. H,O

4. Puffer zum Blocken 1049 Albumin 10g/1
11 TBS

5. Proben-Konjugat-Basispuffer 1049 Albumin 10g/1
059 Tween 20 0,59/l
11 TBS

6. TRIS Puffer 12,19 Tris 100 mM
800 ml dest. H,O

7. Luminol Lésung 0,88g Luminol 250 mM
20ml  DMSO

8. p-Cumaraure Lésung 0.15g p-Cumar 90 mM
10 ml DMSO
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9. Lésung A 2,5ml 100 mM TRIS
25yl 250 mM Luminol Lésung 2.5 mM
11yl 90 mM p-Cumarsaure 0,4 mM
Lésung
10 Lésung B 25ml 100 mM TRIS
3-5pl  30% H,O, Lésung 0,06 %
11. ECL Lésung 25ml Lésung A+ B
fur die Lumineszenz Messung

Alle Lésungen werden mit Hilfe von NaOH und HCL auf den pH Wert 8
eingestellt. Zunachst wird 1 pl Human-Albumin-Coating-Antibody auf 100 pl
Coating-Buffer pro Loch einer 96-Loch-Platte verdinnt und hineinpipettiert,
gefolgt von einer einstundigen Inkubation bei Raumtemperatur.

Danach wird die Platte 5-mal mit 100 pl Waschlésung gewaschen und
ausgeklopft, um nicht gebundene Antikorper zu entfernen. Pro Loch werden
nun 200 pl Blocking-Losung pipettiert und erneut fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, gefolgt von funfmaligem Waschen mit 100 upl
Waschlosung. In Reihe 1-3 werden 100 uyl Standardlésung pro Loch, bestehend
aus  Human-Referenz-Serum  und  Konjugat-Puffer  pipettiert.  Die
Verdinnungsreihe des Standards ist exponentiell. In die restlichen Reihen
werden 100 pl der Proben hineinpipettiert. Anschlielend wird erneut fur eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Auf die Proben und dem Standard
werden 100 ul HRP-Detektionsantikorper pipettiert. Der Antikorper wurde vorab
mit Hilfe des Probe-Konjugat-Puffers verdunnt. Nach 1-stindigem Inkubieren
bei Raumtemperatur wird die Platte erneut 5-mal gewaschen und ausgeklopft.
Die ECL-L6sung wird aufgetragen und anschliel3end die Albuminkonzentration

mit Hilfe des Spektralphotometers bei 450 nm vermessen (56).
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 RNA-Isolierung aus primaren humanen Hepatozyten (57)

Tabelle 2.13: Bendtigte Losungen zur RNA-Isolierung aus pHH.
1. DEPC—HQO Cfinal

1ml  DEPC 0,1%
11 dd H,O
- 1h bei 37°C Inkubieren dann
autoklavieren
2. 70% Ethanol Cfinal
(zum Waschen) 35ml 99 % Ethanol 70%
15ml DEPC H,O

3. Glykogen

Die RNA-Isolation erfolgt in den 24-Loch-Platten. Pro Loch werden 500 ul
TriFast auf die Zellen gegeben, um sie zu lysieren. AnschlieBend werden sie
bei minus 20° C fur einen Tag eingefroren.

Im nachsten Schritt wird das aufgetaute Zelllysat in ein steriles Eppendorf-
Roéhrchen pipettiert und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die
RNA, DNA und Proteine zu trennen, werden 100 ul Chloroform pro Rdhrchen
hinzugegeben. Nach Vermischung und 10-mindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur wird das Lysat fur 20 Minuten bei 4°C mit 14.000 x g
zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation werden frische Eppendorf-Rohrchen
mit 375 pl Isopropanol vorbereitet. Durch die Zentrifugation trennen sich RNA,
DNA und Proteine in drei verschiedene Schichten. In der obersten klaren Phase
befindet sich die RNA, in der Zwischenphase die DNA und in der untersten
triben Phase sind die Proteine gelost. Die oberste Phase wird nun vorsichtig in
die mit Isopropanol befullten Rohrchen pipettiert, durchmischt und mit 1 pl
Glykogen versetzt. Anschlielfend werden die Rohrchen fur 24 Stunden bei
minus 20°C erneut eingefroren.

Die Rohrchen werden nach 24 Stunden auf Eis aufgetaut und fur 60 Minuten
bei 4°C und 14.000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird das RNA-

Pellet von der Flussigkeit getrennt und dreimal mit 70%igem Ethanol
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gewaschen. AbschlieBend wird das Zellpellet mit 20 — 50 yl DEPC-H,O
aufgeldst.
Zur Konservierung bis zur weiteren Verarbeitung wird die RNA bei minus 20°C

eingefroren.

2.5.2 Photometrische Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

Bei einer Wellenlange von A= 260 nm / A =280 nm liegt die Ratio bei gut
gereinigter RNA zwischen 1,8 und 2. Je kleiner die Ratio, umso starker

verunreinigt ist die RNA.

Tabelle 2.14: Benodtigte Losungen zur Photometrischen Bestimmung der
Nukleinsdurekonzentration.
1. DEPC—HQO Cfinal

1ml DEPC 0,1%
11 dd H,O
- 1h bei 37°C inkubieren dann

autoklavieren

Vermessen wird die RNA im Spektralphotometer mit Hilfe der ,LVis Plate®. Vor
der Messung wird die Platte mit Ethanol gereinigt und mit DEPC-H,O als
Grundwert vermessen. Anschliefend werden das DEPC-H,O entsorgt und
jeweils 2 pl der zu vermessenden Proben auf die entsprechenden Positionen

gegeben. Die Konzentration ist in pg/ul angegeben (58).

2.5.3 Agarosegelelektrophorese / RNA-Integrity-Check

Horizontale Agarosegele werden zur analytischen Trennung von Nukleinsauren
eingesetzt. Dabei werden der GrofRe nach die einzelnen Bestandteile der RNA
und DNA getrennt. Nach Anlegen einer Spannung wandern die negativ
geladenen Nukleinsauren im TBE-Puffer durch die Poren des Gels zum
positiven Pol.

Das hinzugefugte Ethidiumbromid interkaliert zwischen den Basen der
Nukleinsaure und dient der Visualisierung der DNA/RNA unter der UV-Licht-
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Kamera. Konzentration und Grof3e der zu analysierenden Nukleinsauren
werden mit Hilfe eines aufgetragenen GroRenmarkers bestimmit.

Vor der c-DNA-Synthese, siehe Kapitel 2.5.4, wird Uberpruft, ob RNA in der
Probe vorhanden ist. Dies wird mit Hilfe des sogenannten RNA-Integrity-Check
uberpruft (59).

Tabelle 2.15: Benodtigte Losungen zur Agarosegelelektrophorese / RNA-
Integrity-Check.
1. DEPC-H,0 Chinal

1 ml DEPC 0,1%
11 dd H,O
- 1h bei 37°C inkubieren dann

autoklavieren

2.10 X TBE Cinal
540g TRIS 0,89 M
275g  Borsaure 0,89 M
37,3g EDTA 20 mM

1. Herstellung des Agarosegels:

Zunachst wird die Elektrophoresekammer mit dem eingelegten Gel-Kamm
vorbereitet. Dann werden zwischen 1,5 — 2 g Agarose abgewogen in ein
hitzebestandiges Gefaly gegeben, anschlieend 100 ml 1X TBE hinzugegeben
und fur maximal drei Minuten in der Mikrowelle bei ca. 600 Watt aufgekocht bis
die Agarose sich komplett aufgeldst hat. Danach werden 7 pl Ethidiumbromid
hinzugegeben und das flussige Gel direkt in die Kammer gegossen. Nach ca.
20-30 Minuten ist das Gel polymerisiert, so dass der Kamm entfernt und das

Gel in die mit TBE gefullte Kammer Uberfihrt werden kann.

2. Durchfiihrung des Integrity Check:

Um die vorhandene RNA zu uUberprifen, werden direkt nach Bestimmung der
Nukleinsaurekonzentration die RNA Proben mit Hilfe des Agarosegels,
aufgetrennt, wobei der GrolRenstandard in die erste Geltasche pipettiert wird.
Durch Anlegen einer Spannung von 90 Volt an die geschlossene
Elektrophoresekammer fur 45 Minuten werden die Nukleinsauren entsprechend
ihrer GroRRe aufgetrennt. Die entstandenen Nukleinsaurebanden werden unter
einer UV-Kamera (312 nm) sichtbar gemacht und fotografiert (59 / 60).
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2.5.4 c-DNA-Synthese

Bei der c-DNA-Synthese wird die RNA in den komplementaren DNA-Strang
umgeschrieben. Dies geschieht mit Hilfe der Oligo- und Random-Primer, die die
komplementaren Abschnitte auf der RNA binden. Das Enzym Reverse-
Transkriptase komplettiert mit Hilfe der Nukleotide (ANTPs) den DNA-Strang.
Durch die Zugabe von Ribolock, eines RNAse Inhibitor, werden Enzyme
gehemmt, die die RNA verdauen (59 / 60).

Tabelle 2.16: Bendtigte Losungen fiir die c-DNA-Synthese.
1. DEPC—HQO Cfinal

1ml DEPC 0,1%
11 dd H,O
- 1h bei 37°C inkubieren dann

autoklavieren

2. Mastermix cDNA 44 ul  Reaktion Buffer
(fir 11 Proben) 22 I dNTP Mix
22yl MNCV

11ul  Ribolock

Es wurde das ,First Strand c-DNA-Synthesis-Kit* der Firma Thermo Scientific
(K1621 [ K1622) verwendet (60). Nach Bestimmung der
Nukleinsaurekonzentration und des RNA-Integrity-Check wird die RNA in c-
DNA umgeschrieben (59 / 60). Dann wird zunachst die Konzentration der
Proben berechnet, um eine Endkonzentration von 10 ng/ml einzustellen (siehe

Formel 3).

Formel 3: Berechnung der Proben-Konzentration fiir die c-DNA-Synthese.
C
—— =Vl ——=V2 - V2Xx20=Vges > Vges —Pges =A
Pges 10 ng/ml g g g
C = Konzentration Nukleinsaure
Pges. = Probe Gesamtvolumen
- 9 uyl Probe + 1 pyl Random- und Oligo-Primer + 9 yl MasterMix c-DNA
Vges. = Gesamtvolumen - Probe + DEPC-H20
A = Anteil DEPC-H20 =zur Verdiinnung
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Danach werden aus jeder Probe 9 pl aspiriert und in ein frisches Eppendorf-
Rohrchen gegeben und je Probe werden 1 pl Random-Primer und 1 pl Oligo-
Primer hinzugegeben. Die Eppendorf-Rohrchen werden fur finf Minuten in den
Cycler bei 95 Grad Celsius inkubiert (siehe Abbildung 2.8). AnschlieRend
werden 9 ul des MasterMix der c-DNA hinzupipiettiert und erneut in den Cycler
gegeben (siehe Abbildung 2.8 — Quelle: Siegfried-Weller-Institut (SWI)).

95°C 95°C

72°C | 72°C

\ XX °C
5:00 00:XX /

00:XX | 05:00 4°C

00:XX

o0

Abbildung 2.8: Cycler-Grundschema: In den rot markierten Felder werden,
abhangig von den Primern, die Temperatur und Durchldufe eingetragen. Die
im schwarzen Kasten markierten Zyklusphasen wiederholen sich
entsprechend dem Primer (SWI).

In den rot markierten Feldern werden, abhangig von den Primern, die
Temperatur und Durchlaufe eingetragen. Die jeweiligen Werte sind in Kapitel
2.1.2 und 2.5.6 dargestellt. Die im schwarzen Kasten markierten Zyklusphasen
wiederholen sich entsprechend dem Primer.

Im ersten Schritt des Cycler-Schemas kommt es zur Denaturierung der RNA bei
95 Grad Celsius. Danach lagern sich die Primer komplementar an die
entsprechende Ziel-Sequenz an, ,primer annealing® genannt. Bei der
Elongation oder auch Transkription fullt die Polymerase die fehlenden Strange
mit freien Nukleotiden auf. Der letzte Schritt, die Amplifikation, bezeichnet die

Vermehrung der gewonnenen Abschnitte (61).

2.5.5 PCR des Housekeeping-Gens GAPDH und Cytochrom P 450

Anhand der c-DNA werden mit Hilfe von Primern das Housekeeping-Gen

GAPDH und die verschiedenen Cyp-Gene sequenziert.
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Folgende Cytochrome P 450 wurden detektiert:
Cyp 1A1/Cyp 1A2 / Cyp 3A4 / Cyp 2B6 / Cyp 2C8 / Cyp 2C9 / Cyp 2E1

Tabelle 2.17: Bendétigte Lésungen fiir die PCRs.
1. DEPC—HQO Cfinal

1ml DEPC 0,1%

11 dd H,O

- 1h bei 37°C inkubieren dann
autoklavieren

2.10x TBE 108 g Tris Base

559 Borsaure

40ml EDTA->pHS8 0,5M

852 ml ddH,0O

3. 1x TBE 100 ml 10x TBE

900 ml  ddH O

Nach der c-DNA-Synthese werden die Proben durch Vorlage von DEPC-H,0
auf 10 ng/ul verdunnt (siehe Formel in Kapitel 2.5.4). Insgesamt werden 10
Messproben plus eine Negativkontrolle, hier DEPC-H,O, und eine
Positivkontrolle, hier c¢-DNA, von unbehandelten primaren humanen
Hepatozyten vermessen.

Je Messung werden 10 pyl ReadyMix, je 1 pl Forward- / Reverse-Primer, 6 pl
DEPC-H,0 und jeweils 2 ul der zu messenden Probesubstanz hinzugegeben.
Die Rohrchen werden in den Thermocycler gegeben (siehe Kapitel 2.5.4). Die
Proben werden bei den jeweiligen Temperaturen und Cycles (siehe Tabelle
2.18 - Quelle: Siegfried-Weller-Institut (SWI)) sequenziert.

Nach Sequenzierung werden in die erste Tasche des vorbereiteten Gels (siehe
Kapitel 2.5.3) 3 pl des GrolRenmarkers (PUC 19) und in die restlichen Taschen
jeweils 9 uyl der verschiedenen Proben pipettiert. Bei geschlossener
Elektrophoresekammer wird eine Spannung von 90 Volt Uber 45 Minuten
angelegt. Die entstandenen Nukleinsaurebanden werden unter der UV-Kamera
(312 nm) visualisiert und fotografiert (59 / 60).
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Tabelle 2.18: PCR-Daten der getesteten Cytochrom P 450-Enzyme (SWi).

Cyp Template (uL) T (°C) Cycles Grole (BP)
1A1 3 55 35x 15'/15'/10° 302
1A2 3 60 35x 15'/15'/10° 180
2B6 3 62 35x 15'/15'/10° 283
2C8 3 60 35x 15'/15'/10° 147
2C9 3 59 35x 15'/15'/10° 308
2E1 8 59 35x 15'/15'/10° 296
3A4 8 64 35x 15'/15'/10° 314

Alle Cyp-Genexpressionen werden bei 10 ng/ul auf das Housekeeping-Gen
GAPDH normalisiert (60).

2.6 Immunfluoreszenz - Farbung zur Charakterisierung der
Zellmorphologie

Die Immunfluoreszenz-Farbung ist eine Technik zur Darstellung biologischer
Strukturen mit Hilfe eines Immunfluoreszenzmikroskops. Diese Technik nutzt
die Spezifitat von Antikorpern, um damit Antigene, also biomolekulare Ziele, zu
detektieren (62).
In diesem Projekt dient die Immunfluoreszenz—Farbung der Charakterisierung
der Zellmorphologie. Diese Methode wurde sowohl an der Leberkrebszelllinie
HuH-7, auf dem 2D-, 3D-, 8,2 kPa- und 24 kPa Modell, als auch an den
primaren humanen Hepatozyten, auf den vier genannten Modelle plus dem
Modell der gesunden Leber (3,5 kPa), durchgefuhrt. Genaueres zur

allgemeinen Funktionsweise dieser Methode ist in Kapitel 3.2.3 ausgefuhrt.

Tabelle 2.19: Bendtigte Losungen zur Immunfluoreszenz — Farbung (62).

1. Paraformaldehyd Lésung Cinal
12ml  37% ige Formaldehyd Lésung 4%
88 ml DPBS

2. BSA - Puffer zum Blocken 059 BSA 1%
50 ml DPBS

3. Antikorper LOsung 1ml 1%ige BSA Lésung 1:500
2yl jeweiligen Antikoérper

40



Material und Methoden

Die Hepatozyten werden mit 4%iger Paraformaldehydlosung (PFA) fixiert (2D
fur 5 Minuten, 3D far 30 Minuten) und anschlieBend werden die Hepatozyten
mit DPBS in drei Durchgangen jeweils fur 5 Minuten beim 2D-Modell und fur 30
Minuten bei den 3D-Modellen gewaschen. Die Lagerung kann anschlie3end bei
4°C fur bis zu vier Wochen erfolgen.

Fir eine Detektion mit Antikorpern werden die Hepatozyten in einer 1%igen
BSA-LOsung fur eine Stunde inkubiert. Dieser Schritt verhindert unspezifische
Antikorperbindungen. AnschlieBend wird der erste Antikdrper (ZO-1 oder
Vimentin) in einer Verdunnung von 1:500 in 1%iger BSA-Losung auf die
Hepatozyten pipettiert und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 24 Stunden
werden die Modelle erneut in drei Durchgangen gewaschen (siehe oben).
AnschlieRend wird der Zweit-Antikdrper, Anti-Rabbit, Phalloidin oder Hoechst
(DAPI), ebenfalls in einer Verdunnung von 1:500 auf die Hepatozyten pipettiert
und fur eine Stunde erneut bei 4°C auf den Zellen belassen. Nach dem
erneuten Waschgang konnen die Proben auf einem Objekttrager eingedeckelt
werden (62+eigene Erganzung). Visualisiert und fotografiert werden die Proben

mit Hilfe des Immunfluoreszenz-Mikroskops, ausgewertet mit Hilfe von ImageJ.
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2.7 Statistische Auswertung der Versuche

Sowohl die rechnerische Auswertung als auch die Darstellung der Ergebnisse
wurden mit Hilfe des Softwareprogramms Microsoft Excel 2011 durchgefuhrt.
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistik-Programm GraphPad-
Prism. Dazu wurden die Ergebnisse mittels einfaktorieller Varianzanalyse
(ANOVA) untersucht. Zur Uberprifung méglicher Signifikanzen wurden der
Kruskal-Wallis-Test oder der Test ,One-Way Analysis of variance® angewendet.
Damit wurden die Ergebnisse auf signifikante und nicht signifikante
Unterschiede hin getestet. Die statistische Auswertung geht von einer
Nullhypothese aus, bei der die unterschiedlichen Ergebnisse nur als
Zufalligkeiten betrachtet werden. Die Signifikanzen geben an, wie
unwahrscheinlich die Nullhypothese ist. GraphPad-Prism gibt dabei drei

unterschiedliche P-Werte an.

P-Wert (*)<0,05  P-Wert (**)<0,01  P-Wert (**) < 0,002

Falls eine Signifikanz vorliegt, wird dies beim jeweiligen Graph durch die zu den

P-Werten gehorige Anzahl der Sterne gekennzeichnet.

Auswertung und Bearbeitung der Immunfluoreszenz-Bilder und PCR-Daten
erfolgte mit ImagedJ. Bei den Immunfluoreszenz-Bildern wurde mit Hilfe von
Imaged jeweils ein Overlay von drei Einzelbildern gebildet. Die PCR-Daten

wurden auf das Housekeeping-Gen GAPDH normalisiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Literaturrecherche und Evaluation der Polyacrylamidgele mit Hilfe
der Atomic-Force-Mikroskopie

Zunachst wurde durch eine Literaturrecherche die Steifigkeit einer gesunden,
einer fibrotischen und einer zirrhotischen Leber evaluiert. Beispielhaft sind in
Abbildung 3.1 die mittels Micro-Fiber-Scan gemessenen Werte dargestellt. FO
entspricht einer gesunden, F2 einer fibrotischen Leber, Grad 2, und F4 einer

zirrhotischen Leber.
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Abbildung 3.1: Beispiel einer Micro-Fiber-Scan Messung (47).

Bei diesem Verfahren werden durch einen, der herkdmmlichen Sonographie
ahnlichen, Schallkopf mechanische StolRwellen Uber die Thoraxwand in die
Leber abgegeben. Gemessen wird die Ausbreitungsgeschwindigkeit. ,Je steifer,
d.h. fibrotischer, das Lebergewebe ist, desto rascher ist die
Ausbreitungsgeschwindigkeit der StoRwelle. Hohere Geschwindigkeit (Vg)
entspricht einer hoheren Steifigkeit, die in kPa gemessen wird“ (63).

Die hergestellten Gele, die fur die durchgefuhrten Versuche verwendet wurden,
haben fur die gesunde Leber eine Steifigkeit von 3,5 kPa, fur die fibrotische 8,2
kPa und fur die zirrhotische 24 kPa.

Diese drei Steifigkeiten wurden gewahlt, da sie neben dem gesunden Zustand
(3,5 kPa) auch die beiden Steifigkeiten der haufigsten morphologischen
Veranderung der Leber, der Fibrose (8,2 kPa) und der Zirrhose (24 kPa)
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widerspiegeln. Gemal Literaturrecherche wurden die zugehdrigen Entitaten am
haufigsten genannt (47 / 1). Im Vergleich hierzu zeigt das Standardkulturmodell
2D eine Steifigkeit im Bereich von Gigapascal und das herkdmmliche 3D Modell
ohne PAA Gel eine Steifigkeit von ca. 0,7 kPa.

Die Steifigkeit der Gele wurde in Zusammenarbeit mit dem Physikalischen
Institut der Universitat Tubingen mit Hilfe eines ,Atomic-Force-Mikroscope®
(AFM) uberpruft (1). Insgesamt wurden fur die Vermessung der Gelsteifigkeit
zweimal (N=2) drei Gele hergestellt und mit dem AFM untersucht. Jedes Gel
wurde mit Hilfe eines Gitternetzes mit einer Flache von 32 x 32 Punkten
(insgesamt n=1024 Messpunkte pro Gel) vermessen.

Die Ergebnisse der Messungen sind nachfolgend in Abbildung 3.2 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 3.2: Messungen mit dem AFM. Jedes Gel wurde mit einer Flache
von 32x32 Punkten (insgesamt 1024 Messpunkte pro Gel) vermessen.

3.2 Uberpriifung der Zellkulturkompatibilitit der Polyacrylamidgele
anhand der HuH-7 Zelllinie

Zur Prufung der Zellkulturkompatibilitat wurden verschiedene standardisierte
Assays an der HuH-7 Zelllinie eingesetzt, und zwar nach Tag 1 und 3 sowohl
an den beiden fur Vergleichszwecke verwendeten Standardmodellen 2D und
3D wie auch am Modell der gesunden (3,5 kPa), fibrotischen (8,2 kPa) und der
zirrhotischen (24 kPa) Leber.
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3.2.1 Messung der HuH-7 Viabilitat auf den Polyacrylamidgelen

Zur Evaluation der HuH-7 Viabilitat wunter den verschiedenen
Kultivierungsbedingungen (2D, 3D, 3,5 kPa, 8,2 kPa, 24 kPa) wurde die
Aktivitat der Laktatdehydrogenase und der Aspartataminotransferase im
Zellkulturiberstand bestimmt. Die Parameter wurden in drei verschiedenen

Versuchspassagen der HuH-7 Zelllinie an Tag 1 sowie an Tag 3 gemessen.

Laktatdehydrogenase-Aktivitat

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein intrazellulares Enzym, das nach einer
Zellschadigung im extrazellularen Raum vorliegt. In der Klinik wird dieser
Parameter als Indikator fur das Vorliegen einer Zellschadigung, zum Beispiel
bei Hamolyse oder Myokardinfarkt, gewertet (Normwert: 135 — 235 Units pro
Liter) (64). In vitro wurde dieser Parameter verwendet, um eine Aussage
beziglich der Uberlebensrate der Zellen und der Zellschadigung auf den
Polyacrylamidgelen zu treffen (51). Die LDH-Aktivitat wird in Prozent angeben.

Der 100%-Wert gilt als der Wert, bei dem alle Zellen im vermessenen Lysat

geschadigt sind.
Tag 1 Tag 3
LDH-Aktivitat aus dem Zelllysat LDH-Aktivitat aus dem Zelllysat
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Abbildung 3.3: Gemessene LDH-Aktivitdt im Zellkulturiberstand an Tag 1
(links) und Tag 3 (rechts) von HuH-7 Zellen, angegeben in Prozent. Der 100%-
Wert gilt als der Wert, bei dem alle Zellen im vermessenen Lysat tot sind.
Dieses Lysat wird als Nullwert genommen. Standard 3D-Modell: ca. 0,7 kPa.
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An Tag 1 zeigen sich unter den 3D-Kultivierungsbedingungen mehr
geschadigte Zellen als beim 2D-Modell (Abbildung 3.3). Das Modell der
fibrotischen Leber (8,2 kPa) zeigt den starksten Zellschaden mit fast 30%.

Die Modelle der gesunden (3,5 kPa) und der zirrhotischen Leber (24 kPa)
zeigen einen ahnlich hohen Zellschaden, wohingegen das 2D-Modell den
geringsten Zellschaden verursacht. Uber die Dauer der Kultivierung bis Tag 3
sinkt die Zellschadigung bei allen Modellen, beim 2D-Modell am wenigsten
(Abb. 3.3 — Tag 3). Die hochste Zellschadigung weist das 3D-Modell auf, bei
signifikantem Unterschied zum 2D-Modell. Die Modelle der gesunden und der
fibrotischen Leber haben tendenziell das gleiche Ausmal an Zellschadigungen.
Im Vergleich zu Tag 1 ist eine Reduzierung >10% zu beobachten. An Tag 3
zeigt das Modell der zirrhotischen Leber den geringsten Zellschaden unter den
3D-Modellen.

Da jedoch die Beurteilung der Leberzellschadigung allein durch die Messung
der LDH als leberspezifischem Parameter nicht akzeptiert wird, wurden die
erzielten Ergebnisse nochmals durch die Messung der

Aspartataminotransferase validiert.

Aspartataminotransferase-Aktivitat

Die Aspartataminotransferase (AST) ist ein Enzym, das zur Gruppe der
Transaminasen gehort und speziell bei Leberzellschadigungen erhoht ist. AST
ist wie LDH ein Wert, der auch in der Klinik eine wichtige Rolle bei
Zellschadigungen spielt (Normwert 1-50 Units pro Liter) (65). Neben der
Hepatozyten-Schadigung  gilt dies auch bei  Herzmuskel- und

Skelettmuskelschadigungen.
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Tag 1 Tag 3
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Abbildung 3.4: Gemessene AST-Aktivitat im Zellkulturiiberstand an Tag 1
(links) und Tag 3 (rechts) von HuH-7 Zellen, angegeben in Prozent. Der 100%-
Wert gilt als der Wert, bei dem alle Zellen im vermessenen Lysat tot sind.
Dieses Lysat wird als Nullwert genommen. Standard 3D-Modell: ca. 0,7 kPa.

An Tag 1 besteht die geringste Zellschadigung im 2D-Modell (Abb. 3.4). Die 3D-
Modelle weisen alle tendenziell den gleichen Zellschaden auf. Bei Tag 1 LDH
(Abb. 3.3) und Tag 1 AST (Abb. 3.4) ist die Zellschadigung fast identisch. Die
AST-Aktivitat reduziert sich an Tag 3 im Vergleich zu Tag 1 in allen funf
Modellen (Abb. 3.4), wohingegen unter 2D-Bedingungen und dem Modell der
gesunden Leber (3,5 kPa) fast keine Zellschadigung mehr
nachweisbar ist. Die starkste Zellschadigung ist im Modell der fibrotischen
Leber messbar. Interessanterweise zeigt sich bei den Messungen der AST-
Aktivitat eine geringere Zellschadigung als bei der LDH-Aktivitat.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die weiterentwickelten 3D — Modelle
zumindest im Vergleich zum Standard 3D-Modell keinen groferen Zellschaden

bewirken.

3.2.2 Evaluierung der metabolischen Aktivitat

Nach der Uberpriifung der HuH-7 Biokompatibilitét, stellt sich die Frage nach
der metabolischen Aktivitat der HuH-7 Zellen unter den verschiedenen
Bedingungen. Als Parameter wurden hierfur die Fahigkeit der Hepatozyten zur
Glykolyse, Gluconeogenese und Detoxifikation durch die Messung der

Harnstoffneubildung herangezogen.
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Messung des Glukosemetabolismus

Zum Einen wurde der Abbau der vorhandenen Glukose, die sogenannte
Glykolyse, bestimmt und zum Anderen der Anteil neuproduzierter Glukose, die
sogenannte Gluconeogenese. Durch die Glykolyse wird der Abbau von Glukose
in Pyruvat sichergestellt und Adenosintriphosphat (ATP), als Energiequelle des
Korpers, gebildet (66). Wohingegen bei der Gluconeogenese aus
verschiedenen Substraten neue Glukose hergestellt wird. Die Glykolyse- und
Gluconeogenese-Aktivitdt der HuH-7 Zellen wurde an drei verschiedenen

Zellpassagen jeweils nach einer 24-stindigen Stimulation an Tag 1 und Tag 3

bestimmt.
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Abbildung 3.5: Gemessene Glykolyse an Tag 1 (links) und Tag 3 (rechts) von
HuH-7 Zellen, angegeben in Nanomol Glukose pro Stunde und pro 10.000
Zellen. Mit Hilfe der Reaktionslosung (siehe Kapitel 2.4.1) wurde iiber 24
Stunden stimuliert. Standard 3D-Modell: ca. 0,7 kPa.
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Abbildung 3.6: Gemessene Gluconeogenese an Tag 1 (links) und Tag 3
(rechts) von HuH-7 Zellen, angegeben in Nanomol Glukose pro Stunde und
pro 10.000 Zellen. Mit Hilfe der Laktatlésung (siehe Kapitel 2.4.1) wurde iliber
24 Stunden stimuliert. Standard 3D-Modell: ca. 0,7 kPa.
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Es ist hoch signifikant, dass an beiden Tagen (Tag 1 und Tag 3) sowohl bei der
Glykolyse als auch bei der Gluconeogenese alle vier 3D-Modelle eine hohere
Aktivitat aufweisen als das 2D-Modell (Abb. 3.5 und 3.6).

An Tag 1 weist das Modell der gesunden (3,5 kPa) und der fibrotischen (8,2
kPa) Leber zusammen mit dem 3D-Modell die héchste Glykolyse-Aktivitat auf
(Abb. 3.5). Das Modell der zirrhotischen Leber hat unter den 3D-Modellen die
schwachste Aktivitat. An Tag 3 der Glykolyse-Aktivitat ist tendenziell eine
Absenkung der Aktivitat proportional zum Anstieg der Steifigkeit feststellbar
(Abb. 3.5). Das reine 3D-Modell hat unter allen 3D-Modellen die schwachste
Aktivitat. Die starkste Glykolyse-Aktivitat an Tag 3 zeigt das Modell der
gesunden Leber (3,5 kPa).

An Tag 1 der Gluconeogenese ist zwischen den Kultivierungsmodellen kaum
ein Unterschied zu detektieren (Abb. 3.6). Das Modell der fibrotischen Leber
zeigt unter den 3D-Modellen die starkste Aktivitat an Tag 1.

Am dritten Tag der Gluconeogenese ist bei allen vier 3D-Modellen kaum ein
Unterschied messbar. Jedoch hat das Modell der gesunden Leber (3,5 kPa) bei
der Gluconeogenese-Aktivitat eine minimal hohere Aktivitdt zu den restlichen
3D-Modellen und ist damit das Modell mit der hochsten Aktivitat (Abb. 3.6),

wenngleich auch keine Signifikanz zu erkennen ist.

Messung des Harnstoffmetabolismus

Die Basalstimulation, Ammoniumchlorid-Stimulation und die Ammoniumchlorid
plus Ornithin-Stimulation wurden an vier verschiedenen Zellpassagen jeweils
nach einer funfstindigen Stimulation an Tag 1 und Tag 3 bestimmt. Sie wurde