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Development of a cell culture model to assess the impact of pollutants on harbour
seals (Phoca vitulina)

Within the Trilateral Monitoring and Assessment Program for the Wadden Sea
harbour seals (Phoca vitulina) are considered as sensitive indicators for the status of
the Wadden Sea ecosystem. Due to their position as top predators in the marine food
web and their long live spans, harbour seals are particularly burdened with persistent
pollutants like polychlorinated biphenyls (PCBs) and perfluorooctane sulfonate
(PFOS). These pollutants accumulate in the food web and numerous studies are
indicating that they can cause severe effects on the health of chronically exposed
organisms.

The present study contributes to current efforts undertaken to identify novel
biomarkers for pollutant exposure of wild-ranging seals. For the early diagnosis of
disorders caused by anthropogenic pollutants, pollutant-induced up- or down-
regulation of protein expression in hepatocytes presents a potential marker. The aim
of the present work was the elaboration of a cell culture model that enables the
identification of proteins suiting those biomarker properties. For this purpose primary
seal hepatocytes were incubated with pollutants in environmental relevant
concentrations. Cells for a control group were only incubated with the respective
solvent (isooctane for PCBs; DMSO for PFOS).

So far no description of an isolation procedure of hepatocytes from marine mammals
has been published. In consequence, the initial aim of this thesis was to set up an
appropriate isolation method for seal hepatocytes. Different methods of cell isolation
have been established and compared within the scope of this study. Only the liver
biopsy perfusion method turned out to be useful.

Successful application of the cell culture model requires the maintenance of the
hepatocytes in vivo functions and viability during the three days of cultivation. Three
viability assays were applied to assess overall functional cell viability (XTT assay),
the hepato-specific urea synthesis and the membrane integrity (LDH assay). By
means of these cell assays, the viability of the hepatocytes was examined and the
impact of the pollutant's incubation was analysed. The applied pollutant’s
concentration should not have any detectable influence on the cell’'s general viability
or morphology.

The results of the three viability tests showed that isooctane and the applied PCB
concentrations had no negative impact on the cell’s viability. Conclusions on the
impact of the incubation with PFOS on urea synthesis and overall functional cell
viability could not be made due to the high DMSO concentrations in the samples. The
incubation with PFOS had no detectable effect on the membrane integrity as
indicated by the LDH assay.

The functionality of the cell culture model was assessed through a preliminary series
of tests conducted within our workgroup. Therefore proteome analyses of seal
hepatocytes which were incubated with 1 yM, 50 uM or 100 uM PCB were performed.
First results showed that the protein expression level of some proteins were
significantly up-regulated. Sequence analyses suggested that these proteins belong
to the cytochrome P450 enzyme complex. This enzyme complex is known to be
involved in the degradation of xenobiotics, particular PCBs. Due to pollutant impact,
the production of these proteins increases and an up-regulation of the expression
level is expected. Therefore, the functionality and applicability of the cell culture
model seems to be a valid approach for the identification of potential biomarker.



Entwicklung eines Zellkulturmodells zur Untersuchung des Schadstoffeinflusses auf
Seehunde (Phoca vitulina)

Der Seehund wird in Monitoring-Programmen zum Zustand des Okosystems Watten-
meer (z.B. TMAP) als ein Indikatororganismus genutzt. Aufgrund der Position im
Nahrungsnetz (Top-Pradatoren) und der langen Lebensspanne sind Seehunde
besonders stark mit Schadstoffen belastet, u.a. mit Polychlorierten Biphenylen (PCB)
und Perfluoroctansulfonat (PFOS). Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass die
Schadstoffbelastung die Gesundheit der Seehunde beeintrachtigt. Das Ziel unserer
Arbeitsgruppe ist die Identifizierung neuer Biomarker, die im Lebendmonitoring von
Seehunden eingesetzt werden kénnen. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Aus-
arbeitung und Etablierung eines Zellkulturmodells, welches in weiterfUhrenden
Arbeiten die ldentifizierung der Biomarker ermoglicht. Als Biomarker sollen Protein-
muster verwendet werden, die eine Fruherkennung von schadstoffbedingten Ver-
anderungen in der Seehundpopulation erméglichen. Da Hepatozyten an der Meta-
bolisierung von Xenobiotika beteiligt sind, werden sie fur das Zellkulturmodell ver-
wendet. Von den Hepatozyten werden in vivo Plasmaproteine synthetisiert, die bei in
vitro Experimenten im Zellkulturmedium nachweisbar sind. Diese Proteine konnten
anschlie3end als Biomarker in einem Lebendmonitoring (Blutproben) an Seehunden
eingesetzt werden.

FUr das Zellkulturmodell wurden primare Seehund-Hepatozyten mit Schadstoffen
(PCB, PFOS) in umweltrelevanten Konzentrationen inkubiert. Als Kontrolle dienten
Zellen, die nur mit dem jeweiligen Lésungsmittel inkubiert wurden (Isooctan fur PCB;
DMSO fur PFOS). Da in der Literatur bisher keine Isolierung von Hepatozyten aus
marinen Saugern beschrieben wurde, musste eine geeignete Isolierungsmethode
etabliert werden. Die Methode musste die Isolierung vitaler Hepatozyten aus bereits
verstorbenen Tieren in ausreichend hoher Menge ermdglichen. Es wurden ver-
schiedene Isolierungsmethoden getestet von denen sich nur die Leberbiopsie
Perfusion eignete. Samtliche Parameter muissen mit den sich anschlielfienden
Proteomanalysen kompatibel sein. Die Hepatozyten mussen ihre Vitalitat nach der
Isolierung und wahrend der Kultivierung beibehalten. Zur Analyse der Vitalitat
wurden der XTT- und LDH-Test (allgemeiner Stoffwechsel und Membranintegritat)
angewendet sowie die Harnstoffsynthese (leberspezifischer Stoffwechsel) beurteilt.
Mit Hilfe der Zelltests wurde die Vitalitat der Hepatozyten im Verlauf einer dreitagigen
Kultivierung untersucht und der Einfluss einer Schadstoffinkubation auf die Zell-
vitalitat analysiert. Die Schadstoffe sollen in den eingesetzten Konzentrationen
keinen Einfluss auf die Zellvitalitat oder Morphologie haben. Die Ergebnisse aus den
Vitalitatstests zeigten, dass die verwendeten PCB-Konzentrationen keinen
signifikanten Einfluss auf die Vitalitat hatten. Eine Aussage zum Einfluss einer PFOS-
Inkubation auf die Zellen (XTT- und Harnstoff-Test) konnte nicht gemacht werden, da
die DMSO-Konzentration in den Proben zu hoch gewahlt wurde. Die PFOS-
Inkubation hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Membranintegritat.

Anhand erster Testreihen, die in unserer Arbeitsgruppe realisiert wurden, konnte die
Funktionalitat des Zellkulturmodells Uberpruft werden. Hierzu wurden Proteomana-
lysen von Seehund-Hepatozyten durchgefuhrt, die mit PCB inkubiert wurden. Erste
Ergebnisse zeigten, dass es zu einer signifikanten Hochregulierung der Expressions-
level einiger Proteine kam, die am Schadstoffabbau beteiligt sind. In der vorliegen-
den Arbeit wurde erfolgreich ein Zellkulturmodell mit primaren Seehund-Hepatozyten
entwickelt, welches die Identifizierung neuer Biomarker fur Seehunde ermdglicht.
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Einleitung und Problemstellung

1 Einleitung und Problemstellung

Das Wattenmeer ist ein einzigartiges, sensibles Okosystem, welches besonders
erhaltenswert ist. Es dient unter anderem Seehunden (Phoca vitulina) sowie
zahlreichen Fischarten als Lebensraum und Kinderstube und stellt aufgrund seines
aulRerordentlichen Nahrungsreichtums ein wichtiges Rast- und Fortpflanzungs-
habitat fur viele Vogel dar. Aufgrund seiner Einzigartigkeit wurde das Wattenmeer am
27.06.2009 zum UNESCO Weltnaturerbe ernannt. Um das Wattenmeer Uber die
Landesgrenzen hinaus wirksam schutzen zu kénnen, haben sich Danemark, die
Niederlande und Deutschland zusammengeschlossen und halten hierzu seit 1978
regelmaldig (alle 3-4 Jahre) eine Trilaterale Regierungskonferenz ab. Im Zuge
dessen wurde 1991 ein gemeinsames, wissenschaftliches Beobachtungsprogramm
(Trilateral Monitoring and Assessment Program = TMAP) verabschiedet, das seit
1994 durchgeflhrt wird. Ziel des TMAP ist es, eine wissenschaftliche Beurteilung des
Zustandes und der Entwicklung des Okosystems Wattenmeer zu ermdglichen. Als
Parameter fur diese Beurteilung werden u.a. Organismen aus verschiedenen
Ebenen des Nahrungsnetzes erforscht. Fur die Untersuchungen werden
Phytoplankton, Makroalgen, Makrozoobenthos, Végel und marine Saugetiere
herangezogen (CWSS, 2008). Drei Arten mariner Saugetiere sind in der Nordsee
heimisch: der Seehund (Phoca vitulina, Linnaeus 1758), die Kegelrobbe (Halichoerus
grypus, Fabricius 1791) und der Schweinswal (Phocoena phocoena, Linnaeus 1758).
Marine Sauger sind besonders geeignet, um mittel- und langfristige Anderungen im
Okosystem zu erfassen, da sie eine lange Lebensspanne haben, als Top-Pradatoren
am oberen Ende der Nahrungskette stehen und daher persistente Schadstoffe
akkumulieren (Ross 2000).

Da Seehunde auch Sandbanke und Strande als Lebensraum nutzen, kdnnen sie im
Lebendmonitoring (s. u.) eingesetzt werden. Dies trifft auch auf die Kegelrobben zu.
Allerdings ist die Seehundpopulation derzeit noch deutlich groRer als die Population
der Kegelrobben (21.571 vs. 2194; TSEG, 2009a,b) was die Aussagekraft der
Seehunde als Indikatororganismus erhoht. Ziel unserer Arbeitsgruppe ist die

Entwicklung geeigneter Biomarker, die im Lebendmonitoring eingesetzt werden
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konnen. Aus diesen Griunden wurde in der vorliegenden Arbeit der Seehund fur die
Untersuchungen gewabhilt.

Neben dem TMAP wurde 1991 das ,Abkommen zum Schutz der Seehunde im
Wattenmeer“ (Seal Agreement) verabschiedet. In diesem Abkommen ist u. a. ein
Erhaltungs-, Hege- und Nutzungsplan fir die Seehundpopulation im Wattenmeer
enthalten. Ferner sind MafRnahmen zur Erforschung und Uberwachung der Tiere
festgelegt, sowie die Entnahme aus der Natur geregelt. Aullerdem wird sowohl der
Schutz von Lebensstatten, als auch die Analyse und Einddmmung von
Verschmutzungen bertcksichtigt (CWSS, 1990). Im Seehundmanagementplan
(CWSS, 2007) werden diese Vereinbarungen konkretisiert.

Die Beurteilung des Zustands der Seehundpopulation erfolgt anhand verschiedener
Parameter. So werden z.B. demographische Aspekte wie Populationsgrofde,
Altersstruktur ~ (Verhaltnis  zwischen  juvenilen und adulten Tieren),
Geschlechterverteilung, Reproduktions- und Mortalitatsrate erfasst. Dartuber hinaus
werden zusatzlich medizinische Parameter erhoben (CWSS, 2003; Siebert et al.,
2007). Seit 1975 werden im Rahmen des TMAP im gesamten Wattenmeer jedes
Jahr im Juni und August Zahlungen per Flugzeug vorgenommen (Reijnders et al.,
2003a). Dadurch konnen Aussagen zur Populationsgrofle und zum Anteil der
Neugeborenen gemacht werden (Reijnders et al., 2003a). Diese Ergebnisse werden
in Schleswig-Holstein seit 1992 mit Daten aus einem Lebend- und Totfundmonitoring
erganzt. Die Monitoring Programme werden am Forschungs- und Technologie-
zentrum Westkuste (FTZ) der Universitat Kiel in Busum durchgefuhrt. Diese Arbeiten
erfolgen in der Arbeitsgruppe von PD. Dr. U. Siebert und werden vom Land
Schleswig-Holstein beauftragt. Die Ergebnisse aus den beiden Programmen flie3en
in das TMAP ein.

Im Rahmen des Lebendmonitorings werden jahrlich mindestens zwei
Wildfangaktionen durchgefuhrt (im Fruhjahr und Herbst). Bei den Wildfangaktionen
wird das Geschlecht der hierfur kurzzeitig eingefangenen Tiere, ihre Lange und das
Gewicht bestimmt, sowie das Alter geschatzt (Hasselmeier et al., 2008). Zusatzlich
werden Blut-, Kot- und Haarproben sowie Abstriche aus After und Maul genommen.

Diese Proben werden unter immunologischen, mikrobiologischen, virologischen,
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serologischen, toxikologischen und parasitologischen Aspekten untersucht (Siebert
et al., 2003).

Das Totfundmonitoring dient dazu, Erkrankungs- und Todesursachen tot
aufgefundener Tiere zu erfassen, sowie Veranderungen im Auftreten von Erregern
zu dokumentieren. Die Kadaver werden je nach Erhaltungszustand vollstandig bzw.
teilweise seziert und beprobt. Die entnommenen Proben werden mit
immunologischen, mikrobiologischen, virologischen, serologischen, toxikologischen
und parasitologischen Methoden analysiert (Siebert et al., 2007).

Neben der allgemeinen Beurteilung des Gesundheitszustandes von Seehunden und
anderer mariner Sauger wird in den letzten Jahrzehnten verstarkt der Einfluss von
Schadstoffen auf die Gesundheit der Tiere untersucht (Olsson et al., 1993; Nyman et
al., 2003). In zahlreichen Studien wird ein Zusammenhang zwischen der
Schadstoffbelastung und einer Verschlechterung des Gesundheitszustandes
hergestellt (Jepson et al., 1999, 2005; Ross, 2002; Reijnders, 2003b; Reijnders et al.,
2007; Hall et al., 2009). Allerdings ist es schwierig, eine direkte Kausalitat zwischen
Schadstoffeinfluss und Verschlechterung des Allgemeinzustandes bei frei lebenden
Tieren herzustellen, da diese einer Vielzahl von Einflissen gleichzeitig ausgesetzt
sind, in der Regel nur wenige Tiere untersucht werden konnen und die
Untersuchungsmethoden begrenzt sind. Eine Moglichkeit zur Analyse der Kausalitat
sind Fressexperimente an Tieren in Gefangenschaft, die unter kontrollierten
Bedingungen durchgefihrt werden kénnen (Reijnders, 1986; De Swart et al., 1994).
Solche Experimente sind jedoch aus ethischer Sicht umstritten und zudem in der
Durchfuhrung sehr aufwendig.

Als Ersatz bieten sich Zellkulturexperimente an. Hierfur kdbnnen beispielsweise Zellen
aus der zu untersuchenden Tierart isoliert und mit Schadstoffen versetzt werden.
Dies wird u. a. an Zellen aus marinen Saugern und Fischen durchgefihrt (Marsili et
al., 2000; Fossi et al., 2006; Wise et al., 2009; Braathen et al., 2009). Zellkulturen
spiegeln den in vivo Zustand wider und bieten im Vergleich zu Tierversuchen
zahlreiche Vorteile (Andersson et al., 2001; Lau et al., 2002; Nussler et al., 2001).
Die Testbedingungen sind einfach zu kontrollieren, es besteht eine groRere
Flexibilitat in der experimentellen Durchfuhrung und die bendtigte Menge der

Testsubstanzen ist geringer. Zudem konnen keine Interaktionen mit anderen
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Organen stattfinden, was die Interpretation der Daten vereinfacht. Einige der
genannten Vorteile stellen jedoch zugleich einen Nachteil dar. Die Tatsache, dass es
in einer Zellkultur nicht zu Interaktionen mit anderen Organen kommt, limitiert die
Ubertragbarkeit und damit die Aussagekraft eines Zellkulturmodells. Es ist nicht
mdglich, alle Reaktionen, die gleichzeitig in einem Organismus stattfinden, in der
Zellkultur zu simulieren. Dies erschwert die Ubertragung auf die in vivo Situation
(Blaauboer, 2008).

Ziel unserer Arbeitsgruppe ist es, Biomarker zu Identifizieren mit denen die
Auswirkungen eines Schadstoffeinflusses auf den Gesundheitszustand von
Seehunden moglichst nicht-invasiv analysiert werden konnen. In der vorliegenden
Arbeit sollte ein Zellkulturmodell ausgearbeitet werden auf dessen Grundlage in
weiterfUhrenden Arbeiten die Identifizierung der Biomarker erfolgen kann.

Hier bieten sich Proteine als Biomarker an, weil Xenobiotika (z. B. Schadstoffe,
Medikamente) unter anderem Auswirkungen auf den Proteinstoffwechsel haben, wo-
durch einige Proteine in ihrer Expression hoch- oder dereguliert werden konnen
(Fountoulakis et al., 2002; Farkas et al., 2005). Die Anderungen des Protein-
expressionsmusters lassen sich mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese (2D-
Gelelektrophorese) darstellen (Brenez et al., 2004; Gorg et al., 2004). Die in ihrer
Expression veranderten Proteine konnen anschliefend aus dem Gel ausgeschnitten
und mittels massenspektrometrischen Methoden (z. B. MALDI-TOF/TOF-MS; Matrix
Assisted Laser Desorption/lonisation time of flight mass sepctrometry) analysiert
werden. Proteine, deren Expression sich nach einer Inkubation mit einem
bestimmten Schadstoff spezifisch verandert, kdonnen als Biomarker verwendet
werden (Monsinjon und Knigge, 2007). Um diese Proteine spater als Biomarker im
Lebendmonitoring einsetzen zu kdénnen, muissen sie im Blut lebender Tiere
nachweisbar sein. Von der Leber werden in vivo Plasmaproteine synthetisiert
(Campbell und Reece, 2003). Analog zur in vivo Situation sind die von den
Hepatozyten gebildeten Plasmaproteine im Zellkulturmedium nachweisbar (Gémez-
Lechon et al., 1990; Farkas et al., 2005). Ein Vergleich der veranderten Proteine aus
dem Zellkulturmedium mit den Plasmaproteinen aus lebenden Seehunden soll eine
Identifizierung geeigneter Biomarker ermoglichen. Erste Untersuchungen hierzu
wurden in der Arbeitsgruppe bereits durchgefuhrt (Behr, 2008a; Behr et al., 2008b;
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Last, 2008; Holdt, 2009). Da mit Hilfe des Zellkulturmodells Aussagen zum
Fremdstoffwechsel gemacht werden sollen und die Leber an selbigem malfigeblich
beteiligt ist, wurden fur das Modell Leberzellen (Hepatozyten) verwendet. Damit die
in vivo Situation mdglichst gut widergespiegelt wird, wurden nicht Zelllinien, sondern
primare Hepatozyten eingesetzt (s. Kapitel 3.2) (Li, 1998; Donato et al., 1999). Der
Fremdstoffmetabolismus ist bei verschiedenen Arten unterschiedlich weshalb es
unerlasslich ist, artspezifische Untersuchungen vorzunehmen (Jover et al., 1992;
Dickens et al., 2008) (s.Kapitel 3.2.1). Aus diesem Grund wurden flr das
Zellkulturmodell primare Seehund-Hepatozyten verwendet. Eine Isolierung primarer
Hepatozyten aus marinen Saugern wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben,
weshalb in der vorliegenden Arbeit zunachst eine geeignete Methode zur Isolierung
der Hepatozyten etabliert werden musste. Eine Herausforderung bestand darin, die
Zellen aus bereits verstorbenen Tieren zu isolieren. Bei den in der vorliegenden
Arbeit beprobten Seehunden handelte es sich ausschliel3dlich um solche Tiere, die
eines naturlichen Todes gestorben sind oder aus tierschutzrechtlichen Grinden
getotet werden mussten (s. Kapitel 4.4). Bei der Wahl der lIsolierungsmethode
mussten einige weitere Rahmenbedingungen beachtet werden. So musste die
Methode ohne groRe Vorbereitungen durchfuhrbar sein, da der Zeitpunkt der
Isolierung nicht planbar war. Des Weiteren musste bertcksichtigt werden, dass fur
die Isolierung der Hepatozyten nicht die gesamte Leber zur Verfligung stand, da ein
Teil des Lebergewebes flr andere Fragestellungen bendétigt wurde (Pathologie,
Messung der Schadstoffbelastung). Zudem musste die Methode die Isolierung vitaler
Hepatozyten fur die nachfolgenden Proteomuntersuchungen in ausreichender Menge
erlauben (s. Kapitel 3.4).

Die Hohe der bendtigten Zellzahl wurde von zwei Faktoren beeinflusst. Zum einen
sollte die Zellzahl so gewahlt werden, dass flur die Zellen optimale Kulturbedingungen
herrschen und zum anderen musste gewahrleistet sein, dass die Zellzahl eine
ausreichend hohe Proteinmenge bei der Proteinextraktion ergibt (s. Kapitel 3.4).
Auch bei der Wahl des Kulturmediums musste bertcksichtigt werden, dass mit den
Proben nach Abschluss der Inkubationsexperimente Proteomanalysen durchgefiihrt

werden. Die Hepatozyten mussten aus diesem Grund in serumfreiem Medium




Einleitung und Problemstellung

kultiviert ~werden, um zu verhindern, dass Serumproteine in der
2D-Gelelektrophorese relevante Proteine Uberlagern (s. Kapitel 3.4).

Um die Hepatozyten erfolgreich flur das Zellkulturmodell einsetzen zu konnen,
mussten sie ihre Vitalitdt nach der Isolierung und wahrend der Kultivierung
beibehalten. Zur Beurteilung der Zellvitalitat kamen in der vorliegenden Arbeit
verschiedene Vitalitatstests zum Einsatz. Die Vitalitdtstests wurden dabei so
ausgewahlt, dass sie eine Analyse der Vitalitat auf unterschiedlichen Ebenen
erlauben (s. Kapitel 3.7). Zur Anwendung kamen der XTT-, Harnstoff- und LDH-Test.
Hierdurch konnten Aussagen zur allgemeinen Stoffwechselaktivitat (XTT-Test) sowie
zum spezifischen Metabolismus (Harnstoffsynthese) und zur Membranintegritat
(LDH-Test) getroffen werden (s. Kapitel 3.7). Zusatzlich zu den Experimenten mit
Seehund-Hepatozyten wurden Versuche mit primaren Schweine-Hepatozyten und
HepG2-Zellen durchgefihrt. Diese Experimente dienten zur Etablierung der
Vitalitatsassays.

Mit den Vitalitatstests sollte nicht nur untersucht werden, ob die Zellen nach der
Isolierung vital sind, sondern insbesondere die Reaktion der Hepatozyten auf eine
Schadstoffinkubation analysiert werden. Die Inkubationsexperimente sind der
zentrale Bestandteil des Zellkulturmodells. Die verwendeten Schadstoffe sollen in
den eingesetzten Konzentrationen keinen, mit den Vitalitatstests messbaren, Einfluss
auf die Zellvitalitat haben oder zu sichtbaren morphologischen Veranderungen fuhren.
Zugleich ware es wiinschenswert, dass die Schadstoffinkubation eine Anderung im
Proteinexpressionsmuster hervorruft. Dies soll in weiterfUhrenden Arbeiten mit Hilfe
der Proteomanalyse untersucht werden.

Als Schadstoffe fur die Inkubationsexperimente wurden Polychlorierte Biphenyle
(PCB) und Perfluoroctansulfonat (PFOS) eingesetzt. Die Schadstoffe wurden
ausgewahlt, da sie weltweit in Umweltproben nachweisbar sind und marine
Saugetiere als Endglieder der Nahrungskette besonders hohe Schadstoff-
konzentrationen aufweisen. Beide Schadstoffe stehen im Verdacht die Gesundheit
der marinen Sauger zum Teil erheblich zu beeintrachtigen. In zahlreichen Studien
wurden die Auswirkungen einer PCB-Belastung auf marine Saugetiere untersucht.
Es gibt Hinweise darauf, dass PCB bei marinen Saugern u.a. zu einer Be-

eintrachtigung des Immunsystems fuhrt und ein erhdhtes Tumorwachstum
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verursacht (Ross et al., 2000; Hammond et al., 2005; Martineau et al., 1987, 2002;
Sermo et al., 2009). Weitere mogliche Effekte werden in Kapitel 3.8 vorgestellt. Die
Auswirkungen einer PFOS-Belastung auf marine Saugertiere sind bisher noch nicht
weitreichend untersucht. Daten aus Experimenten an Labortieren zeigen jedoch,
dass PFOS endokrine Signalwege stort (Austin et al., 2003), zu einer Peroxisomen
Proliferation fuhrt (Berthiaume und Wallace, 2002; Martin et al., 2007) und
immunsupressiv wirkt (Fang et al., 2008; Keil et al., 2008; Peden-Adams et al., 2008)
(s. Kapitel 3.8). Ein weiterer Grund fur die Auswahl von PCB fur die Inku-
bationsexperimente ist die Tatsache, dass fur PCB der Toxizitdtsmechanismus
aufgeklart ist (Poland et al., 1976; Bandiera et al., 1982; Safe, 2001) (s. Kapitel 3.9).
Mit Hilfe der PCB-Inkubationsexperimente kann Uberpruft werden, ob die erwarteten
Veranderungen im Proteinexpressionsmuster auftreten (z. B. erhdhtes Expressions-
level von CYP1A1). Hierdurch liele sich die Funktionsweise des Zellkulturmodells
uberprufen. Die Schadstoffe wurden in den Inkubationsexperimenten in umwelt-
relevanten Konzentrationen eingesetzt (s. Kapitel 3.9 und 5.10). Die Schadstoff-
zugabe erfolgte an Tag 2 der Kultivierung, um den Zellen eine ausreichende
Akklimatisierung an die Kulturbedingungen zu erlauben (Guguen-Guillouzo et al.,
1983; Corlu et al., 1991; Maurel, 1996) (s. Kapitel 3.9) und wurde fur 24 h
durchgefuhrt. Alle Experimente wurden in dreifachem Ansatz durchgefuhrt (Ablauf
der Inkubationsexperimente s. Abbildung 3-8).

Nach Abschluss der Inkubationsexperimente erfolgte die Proteinextraktion (s. Kapitel
3.10). Bei der Etablierung der Proteinextraktion war es von entscheidender
Bedeutung, dass die extrahierten Proteine in einem Medium vorliegen, welches
direkt in der 2D-Gelelektrophorese eingesetzt werden kann und mit inr kompatibel ist
(s. Kapitel 3.10). Die Arbeiten auf Proteomebene werden in weiterflihrenden Studien
von Mitgliedern unserer Arbeitsgruppe (Analyse schadstoff-induzierter Protein-
expression, Helmholtz-Zentrum Geesthacht) durchgefuhrt. Zusatzlich zu den
Proteomanalysen werden Untersuchungen auf genetischer Ebene durchgefuhrt. Mit
Hilfe der mRNA Expression sollen schadstoffinduzierte Veranderungen in der
Genexpression detektiert werden, um so weitere Informationen zu den Auswirkungen

eines Schadstoffeinflusses zu erlangen.
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Die Entwicklung eines Zellkulturmodells zur Untersuchung des Schadstoffeinflusses
auf Seehunde in der Nordsee liefert einen wichtigen Beitrag zum TMAP. Neu
identifizierte potentielle Biomarker koénnten im Rahmen des Lebendmonitorings
eingesetzt werden und wirden somit ein weiteres Hilfsmittel zur Beurteilung des
Gesundheitszustandes  darstellen.  Mit  Hilfe von  Biomarkern  kdnnen
Beeintrachtigungen einzelner Individuen erfasst werden und eine mogliche
Schadigung der Population oder des Okosystems vorausgesagt werden. Das in der
vorliegenden Arbeit entwickelte Zellkulturmodell soll die Identifizierung neuer

Biomarker ermdglichen.
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2 Stand der Forschung

Zunachst wird zusammenfassend dargestellt, welche Zellkulturmodelle bisher bei
marinen Saugern etabliert sind und welche Biomarker zum Einsatz kommen.
Anschlie®end wird exemplarisch ein kleiner Teil der Arbeiten vorgestellt, welche an
Zellen aus marinen Saugern durchgeflihrt werden. Die Zusammenstellung soll vor
allem einen guten Uberblick Uber die vielfaltigen Einsatzmdglichkeiten geben und
erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit. Des Weiteren wird der Stand der

Technik hinsichtlich der Isolierungsmethode der Leberbiopsie Perfusion dargelegt.

Zellkulturmodelle werden u. a. zur Beurteilung der Effekte von Pharmazeutika und
Schadstoffen eingesetzt. Wird in diesem Zusammenhang der Fremdstoff-
metabolismus untersucht, kommen vorrangig primare Hepatozyten in den
Zellkulturmodellen zum Einsatz. Fur marine Saugetiere sind einige Zellkulturmodelle
in der Literatur beschrieben (Garrick et al., 2006; Fossi et al., 2008; Mollenhauer et
al., 2009) (s. auch Tabelle 2-1). Bislang wurde allerdings erst ein Zellkulturmodell
vorgestellt, welches dazu dient mit Hilfe von Proteomanalysen Biomarker zu
identifizieren. Brenez et al. (2004) entwickelten ein Zellkulturmodell, welches auf der
Inkubation von Lymphozyten aus dem Seehund mit polychlorierten Dibenzodioxinen
(PCDD) beruht. Die Schadstoffinkubation verursachte eine Veranderung im
Proteinexpressionsmuster und wurde mittels 2D-Gelelektrophorese analysiert.
Allerdings liegen bisher nur Ergebnisse aus Vergleichsexperimenten mit
Lymphozyten aus dem Rind vor (Brenez et al., 2004). Daten aus den Experimenten
an Lymphozyten aus dem Seehund wurden bisher nicht veroffentlicht.

Untersuchungen an Zellen aus marinen Saugetieren werden bevorzugt an leicht
zuganglichem Material wie z. B. Blut- oder Hautzellen durchgefuhrt. Nur in wenigen
Arbeitsgruppen erfolgen Studien an Zellen, die aus inneren Organen isoliert werden.
Anhand der Zellen aus marinen Saugetieren wird insbesondere der Einfluss von
organischen Schadstoffen, Metallen und Viren auf die Tiere untersucht. In der
folgenden Tabelle (s. Tabelle 2-1) wird ein exemplarischer Uberblick Uber die

Arbeiten aus den verschiedenen Gebieten gegeben.
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Tabelle 2-1: Exemplarische Ubersicht iiber die bereits durchgefiihrten Arbeiten an Zellen aus
marinen Saugetieren

Autor Jahr Titel Zelltyp

Effects of individual
polybrominated diphenyl ether
(PBDE) congeners on harbour
seal immune cells in vitro

Frouin, H. et al. 2010 Granulozyten

Particulate Hexavalent Chromium
is Cytotoxic and Genotoxic to the
Chen, T.L. et al. 2009 North Atlantic Right Whale
(Eubalaena glacialis) Lung and
Skin Fibroblasts

Lungen- und Haut-
Fibroblasten

Particulate and soluble hexavalent
chromium are cytotoxic and
genotoxic to Steller sea lion lung
cells

Wise, S.S. et al. 2009 Lungen-Fibroblasten

Mercury immune toxicity in
Das, K. et al. 2008 | harbour seals: links to in vitro Lymphozyten
toxicity

First detection of Cyp1A1 and
Cyp2B induction in Mediterranean
Fossi, M.C. et al., 2008 | cetacean skin biopsies and Haut-Fibroblasten
cultured fibroblasts by Western
blot analysis

Benzo[a]pyrene cytotoxicity in
Godard, A.C. et al. 2006 | right whale (Eubalaena glacialis)
skin, testis and lung cell lines

Haut-, Hoden und
Lungen-Fibroblasten

Immunological impact of metals in
Kakuschke, A. et al. 2005 | harbor seals (Phoca vitulina) of Lymphozyten
the North Sea

Contrasting changes of sensitivity
Lalancette, A.Y. etal. | 2003 | by lymphocytes and neutrophils to
mercury in developing grey seals

Granulo-, Lympho- und
Monzyten

Viral susceptibility of newly ;
, ; Epithelzellen und
established cell lines from the h .
Lu, Y.N. et al. 2003 .. Fibroblasten aus diversen
Hawaiian monk seal Monachus Organen

schauinslandi

In vitro development and
Sweat, J.M. et al. 2003 | characterization of a manatee Lungen-Epithelzellen
bronchial cell line

Effects of benzo(a)pyren and
tetrachlorodibenzo(p) dioxin on
Carvan, M.J. et al. 1995 | fetal dolphin kidney cells: Nieren-Epithelzellen
Inhibition of proliferation and
initiation of DNA damage
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Der Abbau von Schadstoffen erfolgt grof3tenteils in der Leber. Um die Auswirkungen
eines Schadstoffeinflusses auf marine Sauger bestmoglich analysieren zu kdnnen,
ware es von grofitem Interesse die Effekte direkt an den Hepatozyten untersuchen
zu konnen. Jedoch wurde bislang keine Isolierung primarer Hepatozyten aus
marinen Saugetieren publiziert. In der vorliegenden Arbeit ist es erstmals gelungen
Hepatozyten aus Seehunden zu isolieren und zu kultivieren. Dies ermoglicht zum
ersten Mal eine Untersuchung des Schadstoff-Einflusses auf Seehunde direkt am
Zielorgan (Leber).

Die Mehrzahl der Biomarker flir marine Saugetiere, die eine Belastung mit PCBs
anzeigen, beruht auf dem Nachweis von den Cytochrom P450 Enzymen Cyp1A1 und
Cyp2B (Troisi und Mason, 1997; Nyman et al., 2003; Angell et al., 2004; Miller et al.,
2005; Assuncéo et al., 2007; Wilson et al., 2007; Fossi et al., 2008). Der Nachweis
erfolgt hierbei in Biopsien aus Haut- oder Fettgewebe, in Plasma- oder in
Leberproben. Eine Belastung mit PCBs fuhrt zu einer vermehrten Induktion von
Cyp1A1 und Cyp2B. Allerdings muss die Verwendung von Cytochrom P450
Enzymen als Biomarker kritisch betrachtet werden, da viele Faktoren die Hoéhe
Cytochrom P450 Expression beeinflussen konnen. Die Héhe der Enzym-Expression
in Haut- und Fettproben ist u. a. abhangig von der Probennahme. Montie et al. (2008)
stellten beispielsweise bei der Untersuchung von Fettproben aus dem Grof3en
Tammler (Tursiops truncatus) fest, dass die Expression des Enzyms Cytochrom
P450 1A1 (Cyp1A1) in tiefer liegenden Fettschichten zunimmt. Diese Beobachtung
konnten auch Wilson et al. (2007) bei der Analyse von Hautproben aus dem Groflien
Tummler machen. Assuncgéo et al. (2007) postulieren, dass auch die Herkunft der
Probe (Korperregion, z. B. Rucken oder Flipper) einen Einfluss auf die Expression
haben koénnte. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass Alter, Geschlecht,
Reproduktions- und Erndhrungsstatus die Héhe der Enzym-Expression beeinflussen
konnen (Angell et al., 2004; Montie et al.,, 2008). Aus diesen Grunden ist es
notwendig weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet durchzufuhren, um die
Eignung der Cytochrom P450 Enzyme als Biomarker zu verifizieren.

Mit dem in der vorliegenden Arbeit entwickelten Zellkulturmodell sollen weitere
artspezifische Biomarker identifiziert werden, die erganzend zu bereits etablierten

Biomarkern eingesetzt werden konnen. Um die Auswirkungen des Schadstoff-
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einflusses mdglichst umfassend beurteilen zu kénnen ist es sinnvoll, ein Set von
verschiedenen Biomarkern zur Verfugung zu haben. Des Weiteren ist es notwendig
artspezifische Biomarker einzusetzen, da die Auswirkungen einer Schadstoff-
belastung bei verschiedenen Arten variieren kénnen (Nyman et al., 2003; Hammond
et al., 2005).

In der Regel werden fur Zellkulturmodelle, die fur pharmakologische und
toxikologische Studien verwendet werden, Hepatozyten aus Ratte, Schwein oder
Mensch eingesetzt. Zur Isolierung der Rattenhepatozyten kommt Ublicherweise die
von Seglen (1976) entwickelte zweistufige Collagenase-Perfusion zum Einsatz, diese
wird in vivo durchgefuhrt (Chimenti et al., 2007; Beigel et al., 2008; Kim et al., 2008).
Zur Isolierung porciner und humaner Hepatozyten wird haufig eine Leberbiopsie
Perfusion verwendet (Clement et al., 2001; Frohlich et al., 2005; Terry et al., 2005;
Sjogren et al., 2010). Dabei wird statt der gesamten Leber nur ein Stlck
Lebergewebe verwendet. Die Methode wurde von Reese und Byard (1981)
eingefuhrt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode erstmals zur Isolierung
primarer Seehund-Hepatozyten eingesetzt. Nach erfolgreicher Etablierung der
Leberbiopsie Perfusion fur Seehund- und Schweine-Hepatozyten wurde in unserer
Arbeitsgruppe eine Diplomarbeit zur Untersuchung der Hepatozyten-Vitalitat nach in
vitro Inkubation mit PCBs und PFOS angefertigt (Korff, 2010). Diese beiden Arbeiten
legen in der Arbeitsgruppe den Grundstein fur die Entwicklung artspezifischer

Biomarker fur den Seehund.
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3 Entwicklung des Zellkulturmodells

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein Zellkulturmodell zu entwickeln auf dessen
Grundlage die Identifizierung artspezifischer Biomarker fur den Seehund erfolgen
kann. Die Biomarker sollen anschliefend im Rahmen eines Lebendmonitorings zum
Einsatz kommen. Bei der Ausarbeitung des Zellkulturmodells mussten verschiedene
Fragestellungen geklart werden. Zunachst musste geklart werden, welches Tier als
Untersuchungsobjekt dienen soll und welches Organ am besten zur Fragestellung
passt, damit so die Zielsetzung am besten erflllt werden kann.

Der Seehund wurde als Studienobjekt gewahlt, da er aufgrund seiner Position im
Nahrungsnetz und seiner langen Lebensspanne persistente Schadstoffe akkumuliert.
Dies ermoglicht die Verwendung von Seehunden als Indikatororganismus fur den
Zustand des Okosystems Wattenmeer (s. Kapitel 1). Bedingt durch seine
Lebensweise (Nutzung von Stranden und Sandbanken als Lebensraum), kann er im
Lebendmonitoring eingesetzt werden. Mit Hilfe des Zellkulturmodells sollen
Aussagen zum Fremdstoffmetabolismus von Schadstoffen getroffen werden. Da der
groldte Teil des Schadstoffabbaus in der Leber stattfindet ist sie, im Hinblick auf
unsere Fragestellung, das Organ der Wahl. Hepatozyten sind mafRgeblich am Abbau
von Schadstoffen beteiligt und sind damit der am besten geeignete Zelltyp fur das
Zellkulturmodell. Um die in vivo Situation moglichst gut widerspiegeln zu kdnnen,
werden keine permanenten Zelllinien, sondern primare Hepatozyten verwendet. In
diesem Kapitel wird deswegen genauer auf die Unterschiede zwischen Zelllinien und
primaren Hepatozyten eingegangen und die Verwendungsmoglichkeiten dargestellt.
Bei der Metabolisierung von Fremdstoffen bestehen artspezifische Unterscheide
(s. Kapitel 3.2.1). Deshalb ist es unerlasslich, dass fur das Zellkulturmodell
Hepatozyten aus dem Seehund eingesetzt werden. Eine Isolierung primarer
Seehund-Hepatozyten wurde in der Literatur bisher noch nicht beschrieben, weshalb
in der vorliegenden Arbeit verschiedene Isolierungsmethoden evaluiert wurden, die in
diesem Kapitel vorgestellt werden (s. Kapitel 3.3). Damit das Zellkulturmodell
erfolgreich angewendet werden kann ist es entscheidend, dass die Hepatozyten vital
sind. Aus diesem Grund wurden drei verschiedene Vitalitatstests etabliert, deren

Funktionsweise in diesem Kapitel erlautert wird (s. Kapitel 3.7). Des Weiteren wird
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die Wahl der Schadstoffe begrindet und auf die eingesetzten Schadstoff-
konzentrationen fir die Inkubationsexperimente eingegangen (s. Kapitel 3.8). Zur
Etablierung der einzelnen Arbeitsschritte wurden zusatzliche Versuche mit primaren

Schweine-Hepatozyten und der humanen Zelllinie HepG2 durchgefuhrt.

Eine Ubergreifende Darstellung des Zellkulturmodells wird am Ende des Kapitels
gegeben. Zunachst werden in den folgenden Abschnitten die Hintergrinde der
verschiedenen Themenkomplexe (z.B. Zellkultur, Isolierungsmethoden etc.)
vorgestellt. AnschlieBend wird das jeweilige Thema mit dem Zellkulturmodell in
Beziehung gesetzt.

Im kommenden Kapitel wird naher auf die Biologie der Seehunde und lhre

Bestandsentwicklung im Wattenmeer eingegangen.

3.1 Der Seehund (Phoca vitulina)

Der Seehund wird in der Ordnung der Carnivora (Raubtiere) der Unterordnung
Pinnipedia (Flossenfiler) zugeordnet. Innerhalb der Uberfamilie Phocoidea gehort
er zur Familie Phocidae (Hundsrobben), zur Unterfamilie Phocinae und zu der
Gattung Phoca. Die Gattung Phoca umfasst sieben Arten: Phoca caspica, Phoca
fasciata, Phoca groenlandica, Phoca hispida, Phoca largha, Phoca sibirica, Phoca
vitulina (King, 1983).
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Abbildung 3-1: Juvenile Seehunde in der Seehundstation Friedrichskoog e. V.
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Mannchen und Weibchen der Seehunde (Phoca vitulina) unterscheiden sich im
Gegensatz zu anderen Robbenarten in Grofle und Gewicht nur geringfugig
voneinander. Die Mannchen erreichen eine Korperlange von 150-180 cm und ein
Gewicht von 50-130 kg. Weibliche Seehunde bleiben mit 120-150 cm Korperlange
und 45-105 kg Gewicht etwas kleiner als die Mannchen. Die Jungtiere sind bei der
Geburt zwischen 70-90 cm lang und wiegen 9-11kg. Seehunde werden mit
2-3 Jahren (Weibchen) bzw. mit 3-4 Jahren (Mannchen) geschlechtsreif. Die
Jungtiere werden nach einer Tragzeit von 11-12 Monaten zwischen Mai und Juli
geboren und etwa 3-5 Wochen gesaugt. Die Lebenserwartung von Seehunden
betragt etwa 40 Jahre (de Jong et al., 1997). Seit 1960 wird der Bestand der
Seehunde im Wattenmeer regelmafig durch Flugzahlungen ermittelt (Reijnders et al.,
1997). Vom Beginn der Bestandsermittiung bis zum Verbot der Seehundjagd im
gesamten Wattenmeer (1976), nahm die Populationsgrofie kontinuierlich ab. Erst seit
Ende der 1970er Jahre vergroBRerte sich der Bestand wieder kontinuierlich und
erreichte 1988 ein Maximum (s. Abbildung 3-2). In dem Jahr trat die erste
Seehundstaupeepidemie (Phocine Distemper Virus, PDV) auf und reduzierte den
Bestand um ca. 50% (Dietz et al., 1989). Im darauf folgenden Jahr war eine hohe
Geburtenrate festzustellen und die Population wuchs bis zum Auftreten einer neuen
PDV-Epidemie 2002 auf 20975 Tiere im gesamten Wattenmeer an (Abt et al., 2002).
Es kam zu einem erneuten Einbruch der Bestandszahlen, die seitdem wieder
gleichmalig ansteigen. 2009 konnten 21.571 Tiere (6.880 in Schleswig-Holstein,
25,3% der Tiere sind Jungtiere) gezahlt werden (CWSS, 2009a).
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Abbildung 3-2: Seehundpopulation im Wattenmeer 1975-2009 (CWSS, 2009a); Die Farben
kennzeichnen die verschiedenen Seehundpopulationen. Gelb: Niederlande; griin: Danemark; weif3:
Niedersachsen und Hamburg; blau: Schleswig-Holstein; rot: Gesamtbestand

Bedingt durch natlrliche Ursachen (z. B. stlirmisches Wetter) oder anthropogene
Einflisse (z. B. Stérung durch Touristen) kann es zu einer Trennung von Mutter und
Jungtier kommen. Wenn die Tiere dauerhaft den Kontakt zur Mutter verloren haben,
werden sie als Heuler bezeichnet. In Schleswig-Holstein gibt es eine autorisierte
Aufzuchtsstation (Seehundstation Friedrichskoog), die einen Teil der Heuler
aufnimmt. Aufgenommen werden nur Tiere, die als Uberlebensfahig eingestuft
werden. Die Heuler werden tierarztlich versorgt und konnen in der Regel nach 2-3
Monaten, wenn sie ein Mindestgewicht von 25 kg erreicht haben, wieder in der
Nordsee ausgewildert werden (T. Rosenberger, Leiterin der Seehundstation,

mundliche Mitteilung).

3.2 Zellkultur

In der Zellkultur unterscheidet man zwischen primaren, auch finite Kulturen genannt,
und permanenten Kulturen. Als primare Zellen bezeichnet man solche Zellen, die
direkt aus Organen oder Gewebe isoliert wurden und eine begrenzte Lebensdauer

haben (Freshney, 2005). Sie spiegeln am besten den Ausgangszustand des
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Gewebes wider, aus dem die Zellen isoliert wurden. Fur folgende Anwendungen ist
es unerlasslich, dass die Zellen maoglichst ihren in vivo Zustand auch nach der
Isolierung beibehalten: fur Studien des Zell- und Proteinstoffwechsels, der
Metabolisierung von Fremdstoffen oder der Zellmorphologie (Schmitz, 2009).
Besonders auf dem Gebiet des Fremdstoffmetabolismus kann die Verwendung von
Zellkulturen die Anzahl der Tierversuche verringern (Freshney, 2005; Lindl und
Gstrunthaler, 2008).

Permanente Zellen (Zelllinien) bieten den Vorteil, dass sie unter geeigneten
Bedingungen unbegrenzt kultiviert werden konnen. Zelllinien konnen entweder aus
Tumoren isoliert werden, sie weisen dann bereits eine Transformation auf, oder sie
werden mittels molekulargenetischer Methoden transfiziert. Es gibt Zelllinien, die
schon vor Jahrzehnten etabliert wurden und seitdem kultiviert werden. Ein Beispiel
stellt die haufig verwendete Zelllinie HepG2 dar, die in der vorliegenden Arbeit fur
Vergleichs-Experimente und zur Methodenetablierung eingesetzt wurde. Sie wurde
1975 aus einem humanen Lebertumor etabliert (Aden et al., 1979). Durch den
vergleichsweise langen Kultivierungszeitraum haben sich die Zellen der
permanenten Zelllinien in den meisten Fallen verandert und reagieren teilweise
anders als im in vivo Zustand. So sind in vielen Zelllinien u. a.
Chromosomenaberrationen oder Aneuploidien (Veranderungen in Struktur oder
Anzahl der Chromosomen) vorhanden (Schmitz, 2009). Deswegen sind sie nur
bedingt fur Experimente geeignet in denen Ruckschlisse auf die in vivo Situation
gezogen werden sollen.

Eine unterschiedliche Reaktion von HepG2-Zellen und primaren Hepatozyten sowie
artspezifische Unterschiede konnten beispielsweise Silkworth et al. (2005)
beobachten. Sie untersuchten den Einfluss von TCDD, PCB 126 und Aroclor 1254
auf HepG2-Zellen und primare Hepatozyten aus Menschen, Ratten und Affen.
Silkworth et al. (2005) stellten hierbei fest, dass die humanen Zellen (primare
Hepatozyten und HepG2-Zellen) wesentlich weniger empfindlich (Faktor 10-1000)
auf eine Schadstoffinkubation reagierten als die Ubrigen Zellen. Die HepG2-Zellen
zeigten sich von den humanen Zellen am wenigsten sensibel gegenuber der
Schadstoffinkubation.
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Es gibt eine weitere Moglichkeit, unsterbliche Zellen zu erhalten, bei der weitgehend
die in vivo Eigenschaften beibehalten werden. Hierbei handelt es sich um so
genannte Infinity-Zelllinien. Diese erlangen ihre Unsterblichkeit durch eine
Transfektion mit dem katalytisch aktiven Teil der Telomerase h-TERT (human
Telomerase Reverse Transcriptase). Sie weisen im Gegensatz zu den
,hormal® transfizierten Zellen keine Chromosomenveranderungen auf und zeigen
auch nach 150 Populationsverdopplungen keine Alterungserscheinungen. Ilhre
Kontakthemmung wird ebenso beibehalten wie ihre typische Morphologie (Schmitz,
2009).

Da mit Hilfe des Zellkulturmodells Proteomanalysen durchgefuhrt werden sollen ist
es unerlasslich, dass die Zellen den in vivo Zustand bestmdglich widerspiegeln. Aus
diesem Grund werden fir das Zellkulturmodell primare Hepatozyten und keine

Zelllinien verwendet.
3.2.1 Primare Hepatozyten

Die Leber ist entscheidend an Biotransformationsprozessen beteiligt und ist in der
Regel das Ziel- und Abbauorgan chemischer Giftstoffe. Mit Hilfe primarer
Hepatozyten lassen sich entsprechende in vivo Reaktionen gut widerspiegeln
(Andersson et al., 2001; Battle und Stacey, 2001; Ponsoda et al., 2001; Lau et al.,
2002). Aus diesem Grund eignen sie sich besonders gut fir Untersuchungen zum
Schadstoffmetabolismus und fur toxikologische Studien (Guillouzo et al., 1993;
Nussler et al., 2001; O’Brien et al., 2004). Primare Hepatozyten finden eine breite
Anwendung in der Forschung und werden vor allem fir die Untersuchung und
Entwicklung neuer Pharmazeutika, vorrangig im humanen Bereich, eingesetzt. Sie
werden zur Bestimmung von zytotoxischen und hepatotoxischen Eigenschaften
potentieller Wirkstoffe verwendet (Gémez-Lechoén et al.,, 2003; Kemp et al., 2004;
Bhandari et al., 2008) und konnen fur Interaktions- und Induktionsstudien eingesetzt
werden (Li, 1998; Hewitt et al., 2006). In den Interaktionsstudien kann z. B.
untersucht werden, ob bei der gleichzeitigen Anwendung verschiedener
Medikamente Wechselwirkungen auftreten. Mit Hilfe von Induktionsstudien kann
ermittelt werden, in welchem Malle Medikamente z. B. eine vermehrte Bildung von

Enzymen verursachen, die am Arzneistoff-Metabolismus beteiligt sind. Ein Anstieg
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der Synthese dieser Enzyme fuhrt zu einem schnelleren Abbau der Medikamente bis
hin zum Verlust der therapeutischen Wirkung. Die Induktion kann auch zu einer
gesteigerten Bildung von toxischen oder carcinogenen Metaboliten fuhren (Hewitt et
al., 2006).

Primare Hepatozyten kommen nicht nur in der medizinischen Forschung zum Einsatz,
sie werden auch in Studien zur Beurteilung von Umweltgiften, im Effektmonitoring
und zur Etablierung von Biomarkern verwendet (Pesonen et al., 1997). Viele
Chemikalien storen beispielsweise endokrine Signalwege (endocrine disruptors) und
uben damit einen erheblichen Einfluss auf die Organismen aus (z.B.
Beeintrachtigung der Reproduktion) (Navas und Segner, 2006). Diese Effekte
wurden z. B. von Braathen et al. (2008) anhand von primaren Hepatozyten aus dem
Atlantischen Lachs (Salmon salar) untersucht. Die Hepatozyten wurden mit
hydroxylierten PCB-Metaboliten inkubiert. Die untersuchten Gene und Proteine (u. a.
Ostrogen-Rezeptoren) zeigten eine konzentrationsabhangige Anderung auf Ebene
der mRNA-Transkription. Letcher et al. (2002) fUhrten eine Studie an primaren
Hepatozyten aus dem Karpfen (Cyprinus carpio) durch und inkubierten diese mit
Methylsulfon-Metaboliten von PCBs. In der Studie konnte eine antidstrogene
Wirkung der Substanzen nachgewiesen werden. Liu et al. (2007) evaluierten anhand
von primaren Hepatozyten aus dem Nil-Tilapia (Oreochromis niloticus) den Einfluss
von PFCs auf die Vitalitat der Zellen. Sie stellten eine dosisabhangige
Beeintrachtigung der Vitalitat fest. Die Inkubation mit PFOA und PFOS flhrte in den
Zellen zu oxidativem Stress, DNA-Fragmentierung und Apoptose.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass Hepatozyten aus verschiedenen
Tierarten unterschiedlich auf eine Inkubation mit Xenobiotika reagieren. Dickens et al.
(2008) untersuchten den Einfluss eines Krebsmedikamentes (cis-4-Hydroxy-L-Prolin)
auf humane Hepatozyten und verglichen die Ergebnisse mit denen aus
Tierexperimenten an Ratten und aus der Klinischen Phase |l an Menschen
(kontrollierter Einsatz neuer Medikamente an Patienten). Die Ergebnisse aus den
humanen Hepatozyten korrelierten mit denen aus der klinischen Studie an Menschen,
aber nicht mit denen aus den Tierexperimenten. Bei den humanen Hepatozyten und
in der Klinischen Studie wurden keine toxischen Effekte detektiert, wohingegen bei

den Rattenexperimenten toxische Effekte zu beobachten waren. Die Studie
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verdeutlicht, dass es notwendig ist artspezifische Unterschiede zu bertcksichtigen.
Ergebnisse aus Tierexperimenten konnen nicht pauschal auf eine andere Tierart
oder den Menschen ubertragen werden (Jover et al., 1992; Silkworth et al., 2005;
Dickens et al. 2008). Artspezifische Abweichungen werden u. a. durch Unterschiede
in den Metabolismuswege oder der Enzymausstattung hervorgerufen (Smith, 2000).
Jones et al. (2000) fanden beispielsweise artspezifische Sequenz-Unterschiede in
einem Rezeptor (pregnane X receptor), der eine Schlusselrolle  beim
Fremdstoffmetabolismus einnimmt. Des Weiteren unterliegen die Enzyme des
Cytochrom P450-Enzymkomplexes, uUber die ein Grofdteil des Schadstoffabbaus
erfolgt, haufig phanotypischen und genotypischen Veranderungen (Ingelman-
Sundberg, 2005). Dadurch werden individuelle oder artspezifische Reaktionen
hervorgerufen. Darlber hinaus konnten artspezifische Unterschiede in der Induktion
der Enzyme nachgewiesen werden (LeCluyse, 2001; Gibson et al., 2002; Vignati et
al., 2004; Graham und Lake, 2008).

Aus diesen Grunden ist es unerlasslich, zur Erforschung des Schadstoffeinflusses
auf Seehunde Seehund-Hepatozyten fur das Zellkulturmodell zu verwenden. Zu
diesem Schluss kommt auch Korff (2010), die in unserer Arbeitsgruppe Seehund-
und Schweine-Hepatozyten mit PCB bzw. PFOS inkubierte und den
Schadstoffeinfluss anhand von Vitalitatstests analysierte. Auf eine Inkubation mit
PCB und PFOS reagierten die Seehund-Hepatozyten z. B. mit einer verringerten
Harnstoffproduktion, wohingegen die Schweine-Hepatozyten verstarkt Harnstoff
bildeten.

Trotz der guten Ubertragbarkeit der in vitro Reaktion von primaren Zellen auf die in
vivo Situation muss beachtet werden, dass es sich um ein Model handelt. In der
Zellkultur lassen sich die in vivo Gegebenheiten nicht exakt nachahmen. Dies betrifft
besonders die dreidimensionale Struktur der Organe und den damit verbundenen
Zell-Zellkontakt sowie die Versorgung mit spezifischen Hormonen (Freshney, 2005).
Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene
Kultivierungsparameter (z. B. Wahl des Mediums) untersucht (s. Kapitel 3.4), um
optimale Bedingungen fur die Hepatozyten-Kultur zu ermdglichen und zugleich eine

Kompatibilitat mit der Proteomanalyse zu gewahrleisten.
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3.2.2 HepG2-Zellen

Die humane Zelllinie HepG2 wurde 1975 von Aden und Kollegen aus dem
Lebertumor eines Kindes etabliert (Aden et al., 1979). Die Zellen haben trotz ihrer
langen Kultivierungsdauer viele Funktionen beibehalten, die fur primare humane
Hepatozyten charakteristisch sind. Sie sezernieren u. a. Plasmaproteine wie z. B.
Albumin, Fibrinogen, a-Fetoprotein und Apolipoproteine (Knowles et al., 1980) und
sind in der Lage, bei ausreichend hoher Glucosemenge im Medium Glykogen und
Collagen I, Il und IV zu produzieren (Bouma et al., 1989). Hinsichtlich der
Expression verschiedener Enzyme, die am Fremdstoffmetabolismus beteiligt sind,
unterscheiden sich HepG2-Zellen zum Teil jedoch deutlich von primaren
Hepatozyten (Pascussi et al., 2001; Gerbal-Chaloin et al., 2006). HepG2-Zellen
wurden in der vorliegenden Arbeit als Vergleichszellen zu den primaren Seehund-
und Schweine-Hepatozyten verwendet und zur Methodenetablierung eingesetzt.
Aufgrund genereller Unterschiede zwischen permanenten Zelllinien und primaren
Hepatozyten (s. 0.) sowie artspezifischer Unterschiede lassen sich die Reaktionen

allerdings nicht direkt vergleichen.
3.3 Isolierung primarer Hepatozyten

Im folgenden Kapitel wird ein kurzer Uberblick Uber die Isolierung von Hepatozyten

gegeben und die in der Arbeit angewendeten Isolierungsmethoden vorgestelit.

Zwischen 1940 und 1965 wurden vermehrt Versuche zur Hepatozyten Isolierung
unternommen (Berry et al., 1997). Hierzu wurden Leberdunnschnitte aus Rattenleber
verwendet, die in einem calciumfreien Medium inkubiert wurden, jedoch war der
Groldteil der isolierten Hepatozyten stark geschadigt, was einen Verlust des Grolteils
der intrazellularen Enzyme zur Folge hatte. Erst 1967 gelang es Howard und seiner
Arbeitsgruppe, vitale Hepatozyten aus Rattenleber zu isolieren (Howard et al., 1967),
indem sie die Leber mit einer Enzymlésung aus Collagenase und Hyaluronidase
aullerhalb des Korpers entbluteten. Das Lebergewebe wurde anschliel3end in kleine

Stucke geschnitten und in der Enzymlésung unter Schutteln 60 min inkubiert. Die
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erhaltenen Zellen waren zu 75% vital. Die Ausbeute betrug jedoch nur 5% der in der
Leber enthaltenen Hepatozyten.

Eine Verbesserung der Methode wurde 1969 von Berry und Friend eingefuhrt. Sie
verwendeten keine Leberdinnschnitte, sondern vollzogen an der kompletten
Rattenleber in vivo eine einstufige Collagenase-Perfusion (Berry und Friend, 1969).
Mit Verwendung dieser Methode konnte die Zellausbeute versechsfacht werden. In
einigen Fallen konnten 50% der in der Leber vorhandenen Hepatozyten isoliert
werden.

Eine Weiterentwicklung der Methode erfolgte 1976 von Seglen (Seglen, 1976). Er
fuhrte die bis heute verwendete zweistufige Collagenase-Perfusion ein. Hierbei wird
der Tatsache Rechnung getragen, dass im ersten Schritt Calcium aus dem Gewebe
entfernt werden muss, um den Zell-Zellkontakt irreversibel zu |6sen. Da die
Collagenase flr ihre optimale Aktivitat Calcium bendtigt, wird die Leber in einem
zweiten Schritt mit einem Calcium- und Collagenase-haltigen Puffer perfundiert
(Seglen, 1972).

Da die Perfusion einer kompletten Leber in der Regel an narkotisierten Ratten und
Mausen direkt vor der Toétung vorgenommen wird, ist sie bei Schweinen
eingeschrankt und beim Menschen gar nicht moglich. Um in diesen Fallen dennoch
eine gute Ausbeute an vitalen Hepatozyten zu erhalten, wird die Perfusion an einem
Stlck der Leber in vitro durchgeflihrt und als Leberbiopsie Perfusion bezeichnet
(Reese und Byard, 1981; Clement et al., 2001, Bakala et al., 2003). Die Leberbiopsie
Perfusion wird in dieser Arbeit angewendet, um Hepatozyten aus Seehunden und
Schweinen zu isolieren. Prinzipiell ware es maoglich, die gesamte Leber zur Isolierung
zu verwenden, allerdings wurden dabei erhebliche Mengen Puffer bendtigt (ca. 30-
40 Liter). Eine Verwendung der kompletten Seehundleber kommt jedoch auch
deshalb nicht in Betracht, da alle Tiere pathologisch untersucht werden und dafir
ebenfalls Leberproben zur Verfugung stehen mussen. Des Weiteren werden
Leberproben zur Messung der Schadstoffbelastung bendtigt.

Es gibt zahlreiche weitere Methoden, um Hepatozyten und andere Zellen zu isolieren,
wobei man zwischen mechanischen und enzymatischen Methoden unterscheidet.
Einige der hier vorgestellten Methoden, kamen bei der Etablierung des

Zellkulturmodells zum Einsatz. Es sollte evaluiert werden, welche Methode sich am
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besten zur Isolierung der primaren Seehund- und Schweine-Hepatozyten eignet. Als
Kriterien wurden die Ausbeute und die Vitalitat zu Grunde gelegt.

Eine weitere Methode ist das Anlegen einer Explantatkultur. Dies ist eine schonende,
aber zeitintensive Methode, um Hepatozyten ohne Enzymbehandlung zu isolieren.
Das Lebergewebe wird hierzu in sehr kleine Stiicke (1 mm®) geschnitten und in
Petrischalen oder Gewebekulturflaschen ausgebracht. Die Sticke werden mit 1 ml
Medium Uberschichtet und im Brutschrank kultiviert (Freshney, 2005). Aus dem
Explantat wachsen nach mehrwoéchiger Kultivierung die Zellen aus (Freshney, 2005).
In der Regel werden zur Kultivierung von Hepatozyten keine Explantate, sondern
Zellsuspensionen verwendet. Diese konnen durch mechanische Desintegration des
Gewebes gewonnen werden. Das Lebergewebe wird daflr nacheinander sehr
vorsichtig durch Metallsiebe mit unterschiedlich gro’er Maschenweite gedrickt
(Kaltenbach, 1954; Freshney, 2005) und das erhaltene Filtrat in Medium
aufgenommen. Die Zellsuspension kann anschliefend in gewunschter Konzentration
ausgesat werden. Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dass die Suspension
einen hohen Anteil an geschadigten Zellen aufweist (Freshney, 2005).

Der Gewebeaufschluss kann enzymatisch auch ohne Perfusion erfolgen. Zur
Isolierung von Hepatozyten wird meist das Enzym Collagenase verwendet (Berry et
al., 1997). Teilweise werden auch andere Enzyme wie z. B. Trypsin oder Pronase zur
Isolierung verwendet. Sie fihren zu einer schnelleren und vollstandigen Zersetzung
des Gewebes, verursachen aber eine hohere Zellschadigung (Freshney, 2005). Aus
diesem Grund wurde in dieser Arbeit fur die Isolierung der Hepatozyten
ausschlieRlich Collagenase eingesetzt. Dafur wird die Leber zunachst in moglichst
kleine Stiicke geschnitten (1 mm?®). Die Stiicke werden in Zellkulturmedium
aufgenommen, welches mit Collagenase versetzt ist. In der Literatur werden
unterschiedlich lange Inkubationszeiten angegeben, die von 5 min bis 48 h reichen
(Integra Biosciences, 2003; Freshney 2005; Spotorno et al., 2006). In der
vorliegenden Arbeit wurden unterschiedlich lange Inkubationszeiten getestet. Nach
Abschluss der Desintegration wird die Zellsuspension filtriert, zentrifugiert und in

gewunschter Konzentration ausgesat.
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3.4 Kultivierung primarer Hepatozyten

Bei der Kultivierung der primaren Hepatozyten ist es je nach Fragestellung wichtig,
dass die in vivo Eigenschaften der Zellen moglichst gut konserviert werden. Vor
allem die Zusammensetzung des Zellkulturmediums ist dabei ausschlaggebend
(Skett, 1994; Dabos et al., 2004). Es muss eine ausgewogene Zusammensetzung
verschiedenster Komponenten vorliegen, um eine optimale Versorgung der Zellen zu
gewabhrleisten. Besonders die Verfugbarkeit von Aminosauren, Glucose und
Vitaminen ist von entscheidender Bedeutung. Aminosauren sind Ausgangsstoffe fur
die Proteinbiosynthese. Essentielle Aminosauren konnen von den Zellen nicht
synthetisiert werden und mussen deshalb dem Zellkulturmedium zugesetzt werden.
Glucose ist die Hauptenergiequelle des zellularen Stoffwechsels in Saugetierzellen.
Kommt es zu einer Glucose-Unterversorgung, hat dies einen erheblichen Einfluss auf
den Zellstoffwechsel. Vitamine fungieren als Katalysatoren im Zellstoffwechsel und
mussen ebenfalls dem Medium zugesetzt werden. Stoffwechselprodukte flihren
generell zu einer Versauerung des Zellkulturmediums. Um den pH-Wert konstant zu
halten, wird das Medium mit Phosphaten und Hydrogencarbonaten gepuffert (z. B.
NaH,PO4, NaHCO3) (Schmitz, 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Zellkulturmedien hinsichtlich
ihrer Eignung fur das Zellkulturmodell untersucht. Zur Kultivierung der primaren
Seehund-Hepatozyten wurden die Medien Opti-MEM®, Hepatozyme-SFM und
Williams Medium E (WME) verwendet. Damit die primaren Seehund-Hepatozyten im
Zellkulturmodell eingesetzt werden kdnnen, missen sie in serumfreiem Medium
kultiviert werden (s. Kapitel 1). Das Medium Hepatozyme-SFM wurde fir eine
serumfreie Hepatozyten-Kultivierung entwickelt (Invitrogen, 2001). Opti-MEM® erlaubt
nach Herstellerangaben eine Reduzierung des Serums um mindestens 50%
(bezogen auf das Volumen). Bei dem dritten Medium handelt es sich um WME,
welches mit speziellen Zusatzen angereichert wurde und ebenfalls fir die serumfreie
Kultivierung verwendet werden kann. Diese Rezeptur wurde bereits erfolgreich in
pharmakologischen Studien mit primaren Schweine-Hepatozyten eingesetzt
(Clement et al., 2001; Frohlich, 2004; Wundt, 2008). In den Studien konnte u. a.
nachgewiesen werden, dass die Hepatozyten ihre in vivo Eigenschaften, wie den

Cytochrom P450-Metabolismus, beibehielten. Das Cytochrom P450-Enzymsystem
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ist malRgeblich am Fremdstoffmetabolismus beteiligt (z. B. oxidativer Abbau von
PCBs) und aus diesem Grund fur das Zellkulturmodell von Bedeutung. Es ist somit
wichtig, dass die Aktivitat der Cytochrom P450-Enzyme wahrend der Kultivierung
aufrechterhalten wird.

Das WME wird mit folgenden Zusatzen versetzt: Glucagon, Prednisolon, Insulin,
L-Glutamin, Penicillin, Streptomycin und Fotales Kalberserum. (genaue
Konzentrationsangaben s. Tabelle 8-4 und 8-5 im Anhang). Glucagon ist ein
Peptidhormon, welches in Kombination mit Prednisolon (Glucocorticoid) und Insulin
spezifische  Stoffwechselfunktionen der Hepatozyten aufrechterhalt (z. B.
Albuminsynthese) (Dich et al., 1988). Insulin verbessert zudem das Adhérieren der
primaren Hepatozyten am Substrat (Berry et al., 1991). L-Glutamin ist eine
essentielle Aminosaure flr Hepatozyten und muss dem Zellkulturmedium zugesetzt
werden (Lindl und Gstrunthaler, 2008). Des Weiteren wird Fotales Kalberserum (FCS)
zugesetzt. Es wird aus dem Blut von Rinderfoten zwischen dem 3. und 7.
Trachtigkeitsmonat gewonnen (Lindl und Gstrunthaler, 2008). Bei dem Serum
handelt es sich um ein komplexes Gemisch aus verschiedensten Proteinen,
Hormonen und noch nicht naher charakterisierten Bestandteilen (Lindl und
Gstrunthaler, 2008). Im Serum sind verschiedene Wachstumsfaktoren enthalten, die
sich positiv auf die Kultivierung der Zellen auswirken. Allerdings gelangen beim
Einsatz von FCS ebenfalls eine Vielzahl unbekannter Komponenten in die Kultur. Die
in WME kultivierten Seehund- und Schweine-Hepatozyten, erhielten lediglich
wahrend der ersten 24 h FCS. AnschlieBend wurde ein Mediumwechsel mit
serumfreiem WME durchgefuhrt.

Um zu jedem Zeitpunkt eine optimale Nahrstoffversorgung der Hepatozyten zu
gewahrleisten, ist ein regelmaliger Mediumwechsel notwendig. Hierbei werden nicht
nur neue Nahrstoffe zugefuhrt, sondern =zugleich tote Zellen und toxische
Stoffwechselprodukte entfernt. Ist der Anteil an abgestorbenen Zellen in den Kulturen
zu hoch, verschlechtern sich die Bedingungen fur die vitalen Zellen (Freshney, 2005).
Aus diesem Grund, wird bei den primaren Seehund- und Schweine-Hepatozyten alle
24 h ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Um eine Verkeimung der Kultur mit Bakterien

zu verhindern, werden die Antibiotika Streptomycin und Penicillin eingesetzt.
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Die kritische Phase bei der Etablierung einer Kultur aus primaren Hepatozyten, ist
die Anheftung der Zellen an das Substrat. Um das Adharieren zu erleichtern, kdnnen
primare Hepatozyten z. B. in collagenbeschichtete Zellkulturgefale ausgesat werden
(Jauregui et al., 1986). Eine Kultivierung der primaren Hepatozyten auf
collagenbeschichteten Gefallen ermdéglicht eine langere Kultivierungsdauer und fuhrt
zu einer besseren Erhaltung leberspezifischer Prozesse wie z.B. der
Albuminsynthese (Michalopoulos und Pitot, 1975). Fir die Kultivierung der primaren
Seehund- und Schweine-Hepatozyten wurden in dieser Arbeit collagenbeschichtete
Zellkulturflaschen und Mikrotiterplatten verwendet.

Die verwendete Zellzahl sollte in der vorliegenden Arbeit zum einen gut fur die
Kultivierung der Hepatozyten sein und zum anderen eine ausreichend hohe
Proteinmenge fur die 2D-Gelelektrophorese liefern. Fur das Zellkulturmodell wurde
eine Zellzahl von 1,5x10°Zellen/cm? (3,8x10° pro Zellkulturflasche (25 cm?)) gewahit.
Die eingesetzte Zellzahl ermdglicht eine gute Kultivierung der Zellen, wie andere
Studien an primaren Schweine-Hepatozyten zeigen (Koebe et al.,, 1995,
(1,4x10°/cm?); Dabos et al., 2004 (1,5x10°/cm?), Frohlich 2004 (1,4x10%cm?).
Zugleich erlaubt diese Zellzahl die Extraktion einer ausreichend hohen Proteinmenge
(450 pg/Gel) fur die 2D-Gelelektrophorese. Die Schweine-Hepatozyten wurden in
zusétzlichen Experimenten mit einer Zellzahl von 1,6x10°Zellen/Zellkulturflasche
(6,4x10%Zellen/cm?) ausgesit. Diese geringere Zellzahl ermdglichte eine bessere
mikroskopische Betrachtung der Zellen.

Die primaren Seehund- und Schweine-Hepatozyten wurden fur insgesamt vier Tage
kultiviert. Wahrend der Kulturdauer wurde alle 24 h ein Mediumwechsel durchgefuhrt

und Aliquote des Mediums fur die Zelltests abgenommen (s. Kapitel 4.5).

3.5 Optimierungsversuche zur Leberbiopsie Perfusion

Zur Erhéhung der Zellausbeute und Vitalitat wurden Optimierungsversuche mit der
Leberbiopsie Perfusion an Schweinelebern durchgefihrt. Da einige Studien einen
Zusammenhang zwischen der verwendeten Collagenase und der Zellvitalitat
herstellen (Bakala et al., 2003), wurden im Rahmen der Doktorarbeit verschiedene
Collagenasen getestet. Die Etablierung der Leberbiopsie Perfusion erfolgte in der

vorliegenden Arbeit mit der Collagenase CLS IV. Fir die Optimierungsversuche
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wurden die Collagenasen (NB4, NB8) eingesetzt, die laut Hersteller gut fir die
Isolierung von Hepatozyten geeignet sind. Bei den drei gestesteten Collagenasen
handelt es sich um Enzymgemische, die sich hinsichtlich ihrer Zusammensetzung

unterscheiden.

Da die Transportdauer (Zeitspanne zwischen Leberentnahme und Beginn der
Zellisolierung) der Schweineleber mit durchschnittlich 90 min relativ lang war, sollte
getestet werden, ob sich Ausbeute und Vitalitat der Hepatozyten durch den Transport
in einer Konservierungsldosung erhéhen lassen. Verwendet wurde hierfir die
University of Wisconsin Losung (UW-LOsung), die zum Transport von humanen
Lebertransplantaten verwendet wird (Todo et al., 1989). Die positive Wirkung auf die
Vitalitdt der Hepatozyten wurde in zahlreichen Studien beschrieben (Southard und
Belzer, 1995; Abdennebi et al., 2002; Bakala et al., 2003; Franco-Gou et al., 2007).
Statt der in der Original-Rezeptur eingesetzten Starke (Viastarch) wird von einigen
Autoren die Verwendung von Polyethylenglykol (PEG) empfohlen, um die Viskositat
der Lésung herabzusetzen und damit das Risiko einer Zellschadigung weiter zu
verringern (Abdennebi et al., 2002; Franco-Gou et al., 2007, Teoh und Hartley, 2007).
In der vorliegenden Arbeit wurde aus diesem Grund statt Starke PEG verwendet
(s. Kapitel 4.8).

3.6 Kultivierung der HepG2-Zellen

HepG2-Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit zur Etablierung- und Optimierung
der Vitalitatstests eingesetzt. AuRerdem sollten sie dazu dienen, die Ergebnisse aus
den Tests mit primaren Hepatozyten besser einschatzen zu konnen. Die Zellen
wurden wie die Seehund- und Schweine-Hepatozyten mit 1,6x10° und 3,8x10°
Zellen/Zellkulturflasche ausgesét (Wachstumsflache: 25 cm?). Zur Kultivierung der
HepG2-Zellen wurde RPMI Medium verwendet, welchem Antibiotika und FCS
zugesetzt wurde. Das RPMI Medium wurde vom cell culture service (Bezugsquelle

der HepG2-Zellen) fur die Kultivierung der HepG2-Zellen empfohlen.
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3.7 Vitalitatstests

Die Vitalitat von Zellen kann mit Hilfe verschiedener Parameter ermittelt werden. Am
haufigsten wird die Zellintegritat oder die allgemeine Stoffwechselaktivitat bestimmt.
Auch der ATP-Gehalt einer Zelle kann Aufschluss Uber die Vitalitat geben.

Eine erste Einschatzung der Vitalitdt erlauben Tests, mit denen Aussagen zur
Integritat der Zellmembran getroffen werden kénnen (z.B. Trypanblau
Ausschlusstest, LDH-Freisetzung s. Kapitel 3.7.1 und 3.7.4) (Schmitz, 2009). Diese
Tests eignen sich zwar fur eine erste Einschatzung der Vitalitat, lassen aber keinen
Ruckschluss auf die Stoffwechselaktivitat zu. Es besteht die Mdglichkeit, dass die
Zellen eine intakte Zellmembran haben, der Stoffwechsel aber beeintrachtigt ist
(Schmitz, 2009). Der XTT-Test erlaubt eine Analyse der allgemeinen
Stoffwechselaktivitat von Zellen und wird in der vorliegenden Arbeit hierzu verwendet
(s. Kapitel 3.7.2). Da mit Hilfe des Zellkulturmodells Aussagen zum spezifischen
Fremdstoffmetabolismus gemacht werden sollen, ist es fir das Modell unerlasslich,
dass die Zellen ihren spezifischen Stoffwechsel aufrecht erhalten. Zur Beurteilung
des spezifischen Stoffwechsels stehen verschiedene Methoden zur Verfigung.
Beispielsweise konnen Tests angewendet werden, bei denen direkt der
Fremdstoffmetabolismus untersucht wird. Beim EROD- (Ethoxyresorufin-O-
Deethylase) und PROD (Pentoxyresorufin-O-Deethylase)-Assay wird das Mal} der
Induktion des Cytochrom P450-Systems bzw. der davon abhangigen
Monooxygenasen bestimmt. Diese Enzyme spielen eine entscheidende Rolle im
Fremdstoffmetabolismus nahezu aller Organismen und haben daher auch flr die
Okotoxikologie eine groRe Bedeutung (Fent, 2007). Trotz groRter Bemihungen ist es
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht gelungen die beiden genannten Assays zu
etablieren. Eine  weitere  Moglichkeit zur Analyse der spezifischen
Stoffwechselaktivitat bieten Tests, die die Synthese charakteristischer Stoffe
untersuchen. Fur Hepatozyten ist die Produktion von Albumin und Harnstoff
spezifisch (Dabos et al., 2004; Hamel et al., 2006) (s. Kapitel 3.7.3).

Im folgenden Kapitel werden die in der Arbeit verwendeten Vitalitatstests (XTT-,
Harnstoff- und LDH-Test) beschrieben. Mit Hilfe der Vitalitatstests sollte zum einen
ermittelt werden, ob die isolierten Zellen vital sind und zum anderen untersucht

werden, ob die verwendeten Schadstoffe in den applizierten Konzentrationen
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(Isooctan, 1 yM bzw. 50 yM oder DMSO, 30 nM bzw. 300 nM PFOS) zu einem
Verlust der Zellvitalitat in den drei Assays fuhren. Diese Zielsetzung wurde auch in
der Diplomarbeit von Korff (2010) verfolgt.

Zusatzlich wurde an primaren Schweine-Hepatozyten die Vitalitat in Abhangigkeit
von zwei verschiedenen Isolierungsmethoden (Gewebedissoziation in Medium;
Leberbiopsie Perfusion) und zwei unterschiedlicher Kulturmedien (Hepatozyme-SFM;
WME) evaluiert. Mit diesen Versuchen sollte ermittelt werden, ob die beiden
Isolierungsmethoden und die getesteten Medien einen Einfluss auf die Vitalitat der

Hepatozyten haben.
3.7.1 Bestimmung der Zellzahl (Trypanblau-Ausschlusstest)

Der Trypanblau-Ausschlusstest wird zur Ermittlung der Vitalitat von Zellsuspensionen
verwendet. Der Farbstoff Trypanblau kann nur in Zellen eindringen, deren
Zellmembran geschadigt ist und farbt diese blau an. Zellen mit intakter Zellmembran
bleiben ungefarbt. Der Trypanblau-Ausschlusstest ist kein Vitalitatstest im engeren
Sinne, da er keinen Rlckschluss auf den Stoffwechsel der Zellen zulasst (Seglen,
1976; Lindl und Gstraunthaler, 2008). Er detektiert jedoch abgestorbene Zellen und
wird als Standardmethode zur Beurteilung einer Zellsuspension nach der Isolierung
oder Subkultivierung verwendet, um eine erste Aussage zur Vitalitat der
Zellsuspension treffen zu kdnnen (Pappenheimer, 1917; Hoskins et al., 1956; Lindl
und Gstraunthaler, 2008; Schmitz 2009). Die genaue Durchfihrung des Tests wird in
Kapitel 4.6 beschrieben.

3.7.2 Bestimmung der Stoffwechselaktivitat (XTT-Test)

Der XTT-Test lasst Aussagen Uber die allgemeine Stoffwechselaktivitat der Zellen zu.
und ist eine Weiterentwicklung des MTT-Tests (Roehm et al., 1991). Er beruht auf
dem Prinzip, dass von metabolisch aktiven Zellen das gelbe Tetrazolium-Salz XTT
(Natrium  3’-[1-(Phenylaminocarbonyl)-3,4-Tetrazolium]-bis  (4-Methoxy-6-Nitro)-
Benzen-Sulfonsaurehydrat) zu orangefarbenem Formazan gespalten wird
(s. Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3: Spaltung von XTT zu Formazan (Scudiero et al., 1988)

Diese Reaktion lauft nur in vitalen Zellen mit aktiven mitochondrialen oder
cytosolischen Dehydrogenasen ab (Scudiero et al., 1988). Der Nachweis des
entstandenen Formazan erfolgt spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von
450 nm im Platten-Reader (die Farbintensitat ist proportional zur Aktivitat der Zellen).
Die Referenzwellenlange, zur Messung unspezifischer Reaktionen, betragt 650 nm.
Die Messwerte der Referenzwellenlange werden von den 450 nm-Werten subtrahiert.
Die genaue Durchfuhrung des XTT-Tests wird in Kapitel 4.9.1 beschrieben.

Der XTT-Test bietet gegentber vergleichbaren Vitalitatstests verschiedene Vorteile.
So kommen bei diesem Test beispielsweise keine radioaktiven Substanzen zum
Einsatz (z. B. Proliferationstest mit [°H]-Thymidin). Das im XTT-Test gebildete
Formazan ist wasserloslich. Dadurch muss, im Gegensatz zum MTT-Test, nach
Ende der Reaktion kein zusatzlicher Losungsschritt erfolgen. Der XTT-Test Iasst sich
dadurch schneller und einfacher durchflhren. Dies ist besonders wichtig, da in der
vorliegenden Arbeit haufig viele Proben (100-200 wells) gleichzeitig behandelt
werden mussten. Der XTT-Test liefert verlassliche Ergebnisse, wie Ponsoda et al.,
(1998) zeigen konnten. Ponsoda et al. (1998) zeigte bei der Kultivierung primarer
Ratten-Hepatozyten, dass die Ergebnisse sehr gut mit dem Protein- und DNA-Gehalt
der Zellen (Parameter zur Abschatzung der Zellzahl) sowie mit den Ergebnissen aus
dem MTT-Test korrelierten. In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass PCBs
die Vitalitat primarer Hepatozyten negativ beeinflussen, was mit Hilfe der
vorgestellten Testsysteme erfasst werden kann. Beispielsweise konnten Aly und
Doménech (2009) im MTT-Test eine signifikante Abnahme der Stoffwechselaktivitat
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primarer Ratten-Hepatozyten nach einer 24stundigen Inkubation mit 30 uM Aroclor

1254 nachweisen.

3.7.3 Nachweis spezifischer Stoffwechselaktivitat (Harnstoff-Test)

Um die primaren Hepatozyten fur das Zellkulturmodell einsetzen zu kdénnen, sind
neben Aussagen Uber die allgemeine Stoffwechselaktivitat solche zum spezifischen
Stoffwechsel der Zellen erforderlich.

Eine Moglichkeit, den charakteristischen Metabolismus primarer Hepatozyten zu
analysieren, ist ein Nachweis der Albuminsynthese (Hamel et al., 2006). Dieser
Nachweis erfolgt Uber eine spezifische Antikdrper-Reaktion. Da flur den Seehund
keine Albumin Antikérper zur Verfigung stehen, kommt diese Methode in der
vorliegenden Arbeit nicht in Betracht.

Zu den spezifischen Stoffwechselreaktionen der Leber gehort auch die Synthese von
Harnstoff (Dabos et al., 2004). Beim hepatischen Abbau von Aminosauren entsteht
Ammoniak, welches durch die Bildung von wasserléslichem Harnstoff Gber die Niere
ausgeschieden wird (Muller-Esterl, 2004). Das Testprinzip zum Nachweis von
Harnstoff ist in Abbildung 3-4 dargestellt.

1)

H,oN
2 >:o O Urease 2 NHj + CO,
H,N
Harnstoff
2.)
Natriumnitroprussid
NHj + OCI ™+ 2 @—OH g OGN @—O

Indophenol

Abbildung 3-4 Harnstoff-Nachweis

Das Enzym Urease katalysiert die Umwandlung von Harnstoff und Wasser zu

Ammoniak und Kohlendioxid. In Gegenwart von Natriumnitroprussid reagiert
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Ammoniak mit alkalischem Hypochlorit und Phenol zu dem blauen Farbstoff
Indophenol (Absorptionsmaximum: 570 nm). Die Intensitat der Blaufarbung lasst sich
spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von 570 nm bestimmen (Horn et al.,
1967).

Anhand des Harnstoff-Tests sollte ermittelt werden, ob die in den
Inkubationsexperimenten eingesetzten Schadstoffkonzentrationen einen Einfluss auf
die Harnstoffsynthese der primaren Seehund-Hepatozyten haben. Thomé et al.
(1995) stellten eine signifikante Abnahme der Harnstoffproduktion bei primaren
Ratten-Hepatozyten nach einer Inkubation mit 25 uM Aroclor 1254 fest. In der
Literatur werden unterschiedliche Angaben zur Veranderung der Harnstoffsynthese
im Verlauf einer mehrtagigen Kultivierungsdauer gemacht. Es werden sowohl eine
Abnahme der Harnstoffproduktion (Gémez-Lechon et al., 1990; Katsura et al., 2002)
als auch eine Zunahme (Dabos et al., 2004; Higuchi et al., 2006) derselbigen
beobachtet. In der vorliegenden Arbeit wurde die Harnstoffsynthese von primaren
Schweine-Hepatozyten im Verlauf einer 14tagigen Kultivierung untersucht, um zu

analysieren wie die mit der Leberbiopsie Perfusion isolierten Hepatozyten reagieren.

3.7.4 Beurteilung der Membranschadigung (LDH-Test)

Der Nachweis intrazellularer Enzyme im Zellkulturmedium wird ebenfalls als
Vitalitatstest angewandt. Die Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein intrazellulares
Enzym, welches sich bei vitalen Zellen im Cytoplasma befindet. Nur bei einer starken
Schadigung der Zellmembran tritt LDH aus der Zelle aus und lasst sich im
Zellkulturmedium nachweisen. Die Menge des Enzyms ist direkt proportional zum
Grad der Zellschadigung (Decker et al., 1988; Schmitz, 2009). Der Nachweis erfolgt
enzymatisch Uber die Bildung eines Formazan-Farbstoffes. Die Reaktion lauft in zwei
Schritten ab (s. Abbildung 3-5)
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Abbildung 3-5: LDH-Nachweis (Roche, 2006)

LDH setzt unter Verbrauch von NAD® Lactat zu Pyruvat um. Der Katalysator
Diaphorase Ubertragt die zwei Wasserstoffatome vom NADH+H" auf das gelbe
Tetrazoliumsalz INT (2-[4-lodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid),
das durch die Reduktion zum roten Formazan-Salz umgesetzt wird (Schmitz, 2009).
Der LDH-Test wurde als Vitalitatstest gewahlt, da er u. a. die Moglichkeit bietet, die
Integritdt der Zellen zu ermitteln ohne die Zellen direkt zu verwenden, da die
Messung nur anhand des Zellkulturmediums erfolgt. Dies ist besonders in Bezug auf
die Seehund-Hepatozyten von entscheidender Bedeutung, da hier das Zellmaterial
sehr begrenzt vorliegt.

Aly et al. (2009) stellten in ihrer Studie an primaren Ratten-Hepatozyten fest, dass
eine Inkubation der Zellen mit 30 uM Aroclor 1254 zu einer Membranschadigung
fuhrte (LDH-Test). Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden, ob die eingesetzten Schadstoffkonzentrationen zu einer Schadigung der
Zellmembran von primaren Seehund-Hepatozyten fuhren. In der Literatur wird eine
ansteigende LDH-Freisetzung mit zunehmender Kultivierungsdauer beschrieben
(Clement et al., 2001; Jasmund et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde die

LDH-Freisetzung von primaren Schweine-Hepatozyten im Verlauf einer 14tagigen
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Kultivierung untersucht, um festzustellen wie die mit der Leberbiopsie Perfusion

isolierten Hepatozyten reagieren.

3.8 Schadstoffe

Im folgenden Abschnitt werden die Schadstoffe vorgestellt, die im Zellkulturmodell
zur Anwendung kamen. Die primaren Seehund- und Schweine-Hepatozyten sowie
die HepG2-Zellen wurden mit polychlorierten Biphenylen (PCB) und Per-
fuoroctansulfonat (PFOS) inkubiert. Beide Schadstoffe sind persistent und reichern
sich dadurch in der marinen Nahrungskette an. Als Top-Pradatoren sind marine
Sauger stark mit diesen Schadstoffen belastet. Die Schadstoffbelastung hat zum Teil
erheblichen Einfluss auf die Gesundheit der Tiere. Die bisher bekannten Aus-
wirkungen werden in den folgenden Abschnitten naher erlautert. Da fur PCB der
Toxizitatsmechanismus aufgeklart ist, bieten Inkubationsexperimente mit PCB zudem
die Mdglichkeit die Funktionsweise des Zellkulturmodells zu Uberprifen (s. Kapitel
3.9).

3.8.1 Polychlorierte Biphenyle (PCB)

Als polychlorierte Biphenyle (PCB) werden alle chlorsubstituierten Biphenyle
bezeichnet (allgemeine Strukturformel s. Abbildung 3-6). Insgesamt gibt es 209

mogliche Kongenere.

(Cy (Cl),

Abbildung 3-6: Allgemeine Strukturformel fiir Polychlorierte Biphenyle
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3.8.1.1 Verwendung und Eigenschaften von PCB

PCBs zeichnen sich unter anderem durch ihre Stabilitdt, eine hohe
Temperaturbestandigkeit und eine geringe elektrische Leitfahigkeit aus. Aufgrund
dieser Eigenschaften fanden PCBs in der Industrie eine vielseitige Verwendung und
wurden beispielsweise als Hydraulikflussigkeiten, Industriefette und -Ole,
Warmeaustauscher, Dielektrika, Papierbeschichtungen, Flammschutzmittel sowie als
Weichmacher in Lacken eingesetzt (Landesamt flir Umweltschutz, Baden-
Wirttemberg, 1995; Fent 2007). PCBs wurden von vielen Herstellern als komplexe
Gemische vertrieben. Zu den bekanntesten Handelsnamen gehoren Aroclor
(Monsanto, USA), Chlophen (Bayer, Deutschland) und Kanechlor (Kanegafuchi,
Japan).

Seit 1978 ist der Einsatz von PCBs nur noch in geschlossenen Systemen, wie z. B.
in Hydraulik- oder Kihlsystemen zuldssig. Seit PCBs 2001 in die Stockholmer
Konvention aufgenommen wurden, ist die Herstellung und Verwendung von PCBs
verboten. Die Stockholmer Konvention ist ein Abkommen Uber rechtlich bindende
Verbots- und Beschrankungsmalinahmen flr bestimmte langlebige organische
Schadstoffe (persistent organic pollutants = POPs) (Stockholmer Konvention, 2009).
PCBs sind ubiquitar verteilt und kdnnen inzwischen auch in Umweltproben aus der
Arktis und Antarktis nachgewiesen werden (Muir et al., 1988; Modssner et al., 1997;
Skaare et al., 2002; Miranda et al., 2007; Kelly et al., 2009). Die Schadstoffe werden
in die Atmosphare freigesetzt, verteilen sich dadurch weltweit und gehen im (Meer-)
Wasser in Losung (Tanabe et al., 1994; Fent, 2007).

In  Umweltproben werden eine Vielzahl unterschiedlicher PCB-Kongenere
nachgewiesen (Fent, 2007), weshalb fir das Zellkulturmodell die Aroclor-Lésungen
1254, 1260 und 1262 eingesetzt werden. Die Ziffern 12 bezeichnen das Biphenyl-
gerust. Die beiden letzten Ziffern der Aroclor-Gemische geben den Chlorgehalt nach
Gewichtsprozenten an. Aroclor 1260 enthalt demnach 60% Chlor. Die Verwendung
der Aroclor-Gemische erlaubt die Konstruktion moglichst realistischer Versuchs-
bedingungen, da die Seehunde in der Nordsee ebenfalls mit zahlreichen PCB-
Kongeneren belastet sind (Vagts, 1992). Mit den drei ausgewahlten Aroclor-
Ldésungen wird ein breites Spektrum an PCBs mit einem unterschiedlichen

Chlorierungsgrad und sowohl coplanare als auch planare PCB-Kongenere erfasst
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(Landesamt flir Umweltschutz, Baden-Wiurttemberg, 1995). Des Weiteren wird
besonders Aroclor 1254 in zahlreichen Studien an primareren Hepatozyten
eingesetzt, was den Vergleich eigener Ergebnisse mit Angaben aus der Literatur
ermdglicht (Roelandt et al., 1994; Thomé et al., 1995; Silkworth et al., 2005; Aly et al.,
2009).

3.8.1.2 Auswirkungen von PCBs auf marine Saugetiere

Durch ihre lipophilen Eigenschaften und ihre hohe Stabilitat reichern sich PCBs in
der Nahrungskette an (Muir et al., 1988; Fisk et al., 2001; Sobek et al., 2010). In der
marinen Umwelt konnten folgende PCB-Mengen nachgewiesen werden: im
Meerwasser 107 - 10 mg/kg PCB; im Sediment 10°- 1 mg/kg PCB, im Plankton bis
zu 5mg/kg PCB; in Fisch bis zu 100 mg/kg PCB; in marinen Saugern bis zu
10® mg/kg (Kérpergewicht) (Fent, 2007). Diese Studien zeigen deutlich, dass marine
Saugetiere als Endglieder der Nahrungskette besonders stark mit PCBs belastet sind.
Diese Belastung hat u. a. einen Einfluss auf die Gesundheit der marinen Sauger. In
der Literatur werden immun- und reproduktionstoxische sowie kanzerogene
Wirkungen beschrieben. Des Weiteren werden DNA-Schadigungen und verminderte
Knochendichte mit einer PCB-Belastung in Zusammenhang gebracht. Im folgenden

Abschnitt wird eine Auswahl der Arbeiten vorgestellt.

Viele Studien untersuchen eine immuntoxische Wirkung von PCBs. Ross et al.
(1996a) konnten in einem Fressexperiment mit Seehunden einen Zusammenhang
zwischen PCB-Belastung und Immunsupression feststellen (De Swart et al., 1994;
Ross et al., 1996a). Die Aktivitat der natlrlichen Killerzellen und der T-Lymphozyten
war nach einer Futterung mit PCB-haltigem Fisch signifikant herabgesetzt. Beide
Zelltypen sind vor allem fur die Abwehr von Viruserkrankungen wichtig. Ein
Zusammenhang zwischen  PCB-Belastung und einer  Anfalligkeit  flr
Viruserkrankungen ist daher wahrscheinlich (Kannan et al., 1993; Aguilar et al., 1994;
De Guise et al., 1998; Harvell et al., 1999; Ross et al., 1996b, 2000, 2002; Sgrmo et
al., 2009). Diese Hypothese wird auch von einem in vivo Experiment mit Ratten

gestutzt (Ross et al., 1997). Die Autoren konnten zeigen, dass eine Exposition
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trachtiger Tiere mit PCBs zu einer verringerten Immunfunktion bei den Nachkommen
fuhrt. Dies ist besonders besorgniserregend, da PCBs auch in marinen Saugern von
der Mutter auf das Jungtier Ubertragen werden. Dieser Transport findet zum einen
plazentar und zum anderen Uber die Muttermilch statt. Wolkers et al. (2004) konnten
einen PCB-Transfer Uber die Muttermilch bei Seehunden nachweisen. Ein Vergleich
der PCB-Muster aus der Milch und dem Fett der Jungtiere lasst den Schluss zu, dass
die Jungtiere noch nicht in der Lage sind, die aufgenommen Schadstoffe zu
metabolisieren (Wolkers et al., 2004). Weitere Untersuchungen an Mutter-Jungtier-
Paaren bei anderen Spezies der marinen Saugetiere belegen den vertikalen PCB-
Transfer von Mutter zu Jungtier (Debier et al., 2003; Sgrmo et al., 2003; Borrell und
Aguilar, 2005; Wolkers et al., 2006; Miranda et al., 2007; Vanden Berghe et al., 2010).

Obwohl allgemein ein immunsupressiver Einfluss der PCBs auf marine Sauger
angenommen wird (Aguilar et al., 1994; De Guise et al., 1998; Sgrmo et al., 2009),
konnen die Auswirkungen bei verschiedenen Arten unterschiedlich stark sein.
Hammond et al. (2005) untersuchten den respiratorischen Burst (Freisetzung von
Sauerstoffradikalen von den Immunzellen wahrend der Phagozytose zur Beseitigung
von Krankheitserregern), die Phagozytoseaktivitat und die Aktivitat der Leukozyten
aus Seehunden und Kegelrobben. Die Leukozyten wurden mit Aroclor 1242 und
1260 inkubiert. Die Leukozyten aus den Seehunden reagierten empfindlicher auf die
Aroclor-Inkubation als die Leukozyten aus den Kegelrobben (Hammond et al., 2005).
Dies lasst vermuten, dass eine PCB-Belastung in Seehunden zu einer hdheren
Anfalligkeit gegenuber Krankheiten fuhrt als bei Kegelrobben.

Die Fahigkeit, PCBs zu metabolisieren und auszuscheiden, ist bei Robben und
Walen unterschiedlich stark ausgepragt. Hierin kdnnte eine ungleich hohe Anfalligkeit
fur Krankheiten begriindet sein, wie z. B. Tanabe et al. (1988) zeigten. Diese Studie
verglich das Vorkommen verschiedener PCB-Kongenere in diversen Wal- und
Robbenarten. In allen untersuchten Walarten war die Anzahl der PCB-Kongenere
héher als in den untersuchten Robben. Dazu gehdrten auch geringer chlorierte
Verbindungen, die leichter zu metabolisieren sind (Tanabe et al., 1988; Fent, 2007).
Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass Wale eine andere metabolische

Kompetenz haben als die ubrigen untersuchten Sauger. Zu demselben Ergebnis

37



Entwicklung des Zellkulturmodells

kommen auch Weijs et al. (2009a,b). Sie verglichen unter anderem die metabolische
Kompetenz von Seehunden (Phoca vitulina) und Schweinswalen (Phocoena
phocoena) hinsichtlich der Metabolisierung von PCBs und polybromierten
Diphenylethern (PBDEs). Es zeigte sich, dass die Seehunde in der Lage waren,
gering chlorierte PCBs effizienter zu metabolisieren und auszuscheiden, als die
Schweinswale. Der gleiche Trend konnte fur die PBDEs festgestellt werden. Dies ist
vermutlich auf weniger effiziente Enzyme des Cytochrom P450-Systems beim
Schweinswal zurtckzufuhren (Weijs et al., 2009a,b). Die genannten Untersuchungen
unterstreichen die Notwendigkeit, artspezifische Biomarker-Muster einzusetzen. Die
Entwicklung  artspezifischer = Biomarker, die die  Auswirkungen einer
Schadstoffbelastung bei Seehunden anzeigen, ist das Ziel unserer Arbeitsgruppe.
Hierfur liefert das in der vorliegenden Arbeit entwickelte Zellkulturmodell die
Grundlage.

Eine Belastung mit PCBs hat nicht nur Einfluss auf das Immunsystem der marinen
Sauger, sondern auch auf die Reproduktion. Ein Fressexperiment von Reijnders
(1986) an Seehunden, bei dem 24 Tiere zweieinhalb Jahre mit PCB belastetem
Fisch aus der westlichen Nordsee geflttert wurden, fihrte zu einem signifikant
geringeren Reproduktionserfolg im Vergleich zur Kontrollgruppe (Futterung mit
gering belastetem Fisch aus dem Atlantik) (Reijnders, 1986). Die genaue Ursache
konnte in der Studie nicht ermittelt werden. Es konnte keine Veranderung der
Hormonkonzentrationen im Blut festgestellt werden. Die Autoren nahmen an, dass
die Einnistung des Keimes die sensibelste Phase darstellt und PCBs diesen Prozess
beeinflussen. Diese Hypothese konnte mit einer Untersuchung an Kaninchen
gestutzt werden. Seiler et al. (1993) konnten in einer Studie an trachtigen Kaninchen
zeigen, dass PCBs embryotoxisch wirken. Untersucht wurde der Zeitraum von Tag 1
bis Tag 6 nach der Empfangnis. Dass PCBs den Reproduktionszyklus auf
hormoneller Ebene beeinflussen, konnte in =zahlreichen Studien an Ratten
demonstriert werden (z. B. Brezner et al., 1984; Sager et al., 1993; Muto et al., 2003;
Steinberg et al., 2008). Muto et al. (2003) verabreichten trachtigen Rattenweibchen
PCB-haltiges Futter am 13-19 Tag nach der Empfangnis und untersuchten
verschiedene Reproduktionsparameter bei den weiblichen Nachkommen. Die

Autoren stellten eine signifikante Verzogerung der Geschlechtsreife fest. Des
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Weiteren war die Zahl der Follikel reduziert, was zu einer verminderten Produktion
von Gelbkorperhormon, Estradiol und Progesteron fuhrte. Diese Hormon-
veranderungen konnen die Wahrscheinlichkeit eines Aborts erhdhen oder eine
Trachtigkeit verhindern. Eine pranatale Exposition mit PCBs kann somit erhebliche
Auswirkungen auf die Reproduktion der Nachkommen haben (Muto et al. 2003). Fur
verschiedene PCB-Kongenere konnten sowohl dstrogene und androgene als auch
antiostrogene und antiandrogene Wirkungsweisen detektiert werden (Ulbrich und
Stahlmann, 2004).

PCBs greifen nicht nur auf hormoneller Ebene in den Reproduktionszyklus der Tiere
ein, sondern verursachen moglicherweise auch pathologische Veranderungen, die zu
einem geringeren Reproduktionserfolg fuhren (Helle et al., 1976). Bereits 1976
stellten Helle und Kollegen einen Zusammenhang zwischen der PCB-Belastung und
pathologischen Veranderungen im Uterus von Ringelrobben (Pusa hispida) her
(Helle et al., 1976). Von 109 untersuchten Weibchen wiesen 64% einen Uterus-
Verschluss auf. Aullerdem konnten sie eine hohe Fehlgeburtenrate feststellen. In
einer anderen Studie konnte bei Kegelrobbenweibchen allerdings kein signifikanter
Zusammenhang zwischen einer PCB-Belastung und Wucherungen in der
Gebarmuttermuskulatur (Leiomyom) festgestellt werden (n=257) (Bredhult et al.
2008).

In der Literatur werden weitere Effekte einer PCB-Belastung bei marinen Saugetieren
beschrieben. So stellten Martineau et al. (1987, 2002) ein erhdhtes Auftreten von
Tumoren bei Belugawalen (Delphinapterus leucas) fest, die stark mit PCBs, PAHs
und DTT belastet waren. Gauthier et al. (1999), konnten eine Schadigung der DNA
nach PCB-Exposition bei Lymphozyten aus Belugawal, GroRem Tummler, Kegel-
und Sattelrobbe (Phoca groenlandica) nachweisen. Sonne et al. (2004) fanden einen
Zusammenhang zwischen verminderter Knochendichte und hoher PCB-Belastung

bei Eisbaren (Ursus maritimus).

Die vorgestellten Studien zeigen, dass PCBs die Gesundheit der marinen Sauger
beeintrachtigen und sich die Effekte auf unterschiedlichen Ebenen zeigen. Es
konnten u.a immunsupressive, reprokutionsschadigende und kanzerogene

Wirkungen festgestellt werden.
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3.8.2 Perfluoroctansulfonat (PFOS)

PFOS (CsF17S03") gehort zur Stoffklasse der perfluorierten Verbindungen (Lau et al.,
2007, Thieme R&mpp online, 2006). Bei perfluorierten Verbindungen sind die
Wasserstoffatome am Kohlenstoffgerust vollstandig durch Fluoratome ersetzt. Als
Perfluortensid besteht PFOS aus einer hydrophoben Kohlenstoffkette und einer
hydrophilen Sulfonat-Gruppe (s. Abbildung 3-7).
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Abbildung 3-7: Strukturformel von PFOS

3.8.2.1 Verwendung und Eigenschaften von PFOS

Aufgrund der energiereichen, kovalenten Bindung zwischen den Kohlenstoff- und
Fluoratomen, sind perfluorierte  Verbindungen thermisch und chemisch
aulRerordentlich stabil. Zudem sind sie, bedingt durch ihren amphipatischen
Charakter, sowohl stark wasser- als auch fettabweisend. Diese Eigenschaften
machen perfluorierte Verbindungen flr viele Anwendungen in der Industrie
interessant. Verwendung finden sie z. B. in Feuerldschschaumen, Beschichtungen
fur Lebensmittelverpackungen, Impragniermitteln von Textilien, Insektiziden,
Schmiermitteln und Antihaftbeschichtungen (Teflon®) (Fent, 2007).

Bedingt durch ihre hohe Stabilitat lasst sich ein Grofteil der perfluorierten
Verbindungen nicht durch herkommliche Abwasserbehandlung in Klarwerken
entfernen (Schultz et al., 2006; Vecitis et al., 2008). Dies trifft vor allem fur PFOS und
die Perfluoroctansaure (PFOA) zu. Sie werden nicht durch Bakterien abgebaut und
konnen weder durch Photo- noch durch Hydrolyse gespalten werden (Key et al.,
1998; Hatfield, 2001a,b; Schroder et al., 2005). Sie gelangen somit ungehindert in

den Wasserkreislauf und werden mittlerweile weltweit in Wasser-, Sediment-, und
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Biotaproben nachgewiesen (Giesy und Kannan, 2001; Kannan et al., 2001; Houde et
al., 2006, Ahrens et al., 2010).

Die aulerordentlich hohe Persistenz von PFOS und die damit verbundene
Bioakkumulation sowie die toxischen Eigenschaften fihrten 2009 zur Aufnahme von
PFOS in die Stockholmer Konvention und damit zu einer Restriktion der Produktion

und Verwendung (Stockholmer Konvention, 2009).

3.8.2.2 Toxizitat von PFOS

Perfluorierte Verbindungen reichern sich aufgrund ihrer Persistenz in der
Nahrungskette an (Martin et al., 2004; Tomy et al., 2004; Powley et al., 2008; Butt et
al., 2010). So fanden Kelly et al. (2009) fur verschiedene Verbindungen Werte von
0,01-0,1 ng/g Trockengewicht in Sedimentproben und 0,1-40 ng/g Nassgewicht in
Biotaproben aus der Arktis. Van de Vijver et al. (2005) detektierten in einer Studie an
Seehunden aus dem niederlandischen Wattenmeer PFOS-Belastungen in der Leber
von 2724 ng/g Nassgewicht. Ahrens et al. (2009a) wiesen mit 1665 ng/g
Nassgewicht geringere PFOS-Werte flir Seehunde aus der Deutschen Bucht nach.
Da perfluorierte Verbindungen aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften an
Blutproteine binden (Jones et al., 2003) und sich nicht im Fettgewebe anreichern,
werden die hochsten Konzentrationen in Blut- und Leberproben gefunden (Ahrens et
al., 2009a; Kelly et al., 2009). Die Konzentrationen von PFOS Ubertreffen in
samtlichen Biota-Proben die Konzentrationen der Ubrigen perfluorierten Ver-
bindungen (Kannan et al., 2002; Ahrens et al., 2009b; Shaw et al., 2009).

Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften und der moglichen Toxizitat analysieren
viele Arbeitsgruppen den Einfluss von PFOS auf Organismen. Der Groliteil der
Studien wird an Labortieren in vivo oder in vitro auf zellularer Ebene durchgefiihrt.
Die Datenerhebung bei marinen Saugern beschrankt sich bisher hauptsachlich auf
Konzentrationsmessungen von perfluorierten Verbindungen. Um den Einfluss der
Schadstoffe auf den Organismus besser abschatzen zu kdnnen, besteht auch in
diesem Zusammenhang ein dringender Bedarf flr die Entwicklung artspezifischer
Biomarker (Letcher et al., 2010). Bisher wurden erst vereinzelt Arbeiten in der
Literatur beschrieben, die sich mit der Identifizierung von Biomarkern hinsichtlich des

Einflusses von perfluorierten Verbindungen auf marine Saugetiere befassen.
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Ishibashi et al. (2008) zeigten, dass in Baikalrobben (Pusa sibirica) perfluorierte
Verbindungen das Expressionslevel des PPARa (peroxisome proliferator-activated
receptor a) beeinflussen und postulieren eine Eignung als Biomarker.

Im folgenden Abschnitt werden einige Arbeiten vorgestellt, die den Einfluss von
PFOS auf die Gesundheit von Organismen untersuchen. Die Literaturstellen geben
ein breites Spektrum der durchgefiihrten Studien wieder. PFOS gilt als endocrine
disruptor also als Substanz, die den Hormonhaushalt beeinflusst. Dies konnten
Austin et al., (2003) mit Experimenten an Ratten nachweisen. Nach 14tagiger PFOS-
Gabe wurde in 66% der Ratten eine Stérung des Sexualzyklus festgestellt. Des
Weiteren konnten sie eine Anreicherung von PFOS im Hypothalamus der Ratten
beobachten. PFOS ist in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu Gberwinden (Austin et
al., 2003; Cui et al., 2009).

In Inkubationsexperimenten konnte eine zelltoxische Wirkung von PFOS gezeigt
werden. Liu et al, (2007) inkubierten primare Hepatozyten aus Buntbarschen
(Oreochromis niloticus) mit PFOS. Bedingt durch die Inkubation kam es in den Zellen
zu oxidativem Stress und gesteigerter Apoptose.

Ein weiteres Anzeichen flr eine cytotoxische Wirkung von Schadstoffen ist die
Peroxisomen-Proliferation. Peroxisomen sind Zellorganellen, die Zellgifte abbauen.
Wird nach einer Schadstoff-Inkubation von Zellen eine starke Erhohung der
Peroxisomen-Anzahl (Peroxisomen-Proliferation) festgestellt, wird dies als Hinweis
gewertet, dass die applizierte Substanz zytotoxisch ist. Sowohl Berthiaume und
Wallace (2002) als auch Martin et al. (2007) wiesen in in vivo Experimenten an
Ratten nach, dass PFOS und PFOA Peroxisomen-Proliferation in der Leber ausldsen.
PFOS verursacht zudem Veranderungen in der Genexpression. Mollenhauer et al.
(2009) inkubierten isolierte Hautzellen aus dem GrofRen Tummler (Tursiops truncatus)
mit PFOS. Bereits nach einer einstliindigen Inkubation konnten signifikante
Anderungen in der Genexpression festgestellt werden. Die veranderte
Genexpression ging einher mit einer Abweichung des Zellzyklus, einer
verlangsamten Zellproliferation und fihrte zu einer reduzierten Proteinsynthese. Die
Autoren vermuten, dass derartig einschneidende Veranderungen des Zellzyklus, wie
sie in der Studie beobachtet wurden, Einfluss auf die Gesundheit der Tiere haben
(Mollenhauer et al., 2009).
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Eine kanzerogene Wirkung von PFOS wiesen Hu et al. (2002) in Versuchen an einer
Leberepithelzelllinie (WB-F344) aus der Ratte und einer Zelllinie aus
Nierenepithelzellen (CDK) aus dem Grofen Tummler nach. Sie untersuchten den
Einfluss einer PFOS-Inkubation auf die interzellulare Kommunikation (gap junctional
intercellular communication = GJIC) der Zellen. Schon nach kurzer Inkubationszeit
konnte ein Ruckgang der GJIC festgestellt werden. Ein Verlust der GJIC wird mit der
Induktion von Tumorwachstum in Verbindung gebracht (Upham et al., 1998).

Es gibt des Weiteren Hinweise darauf, dass eine Belastung mit PFOS zu einer
erhohten Infektanfalligkeit fuhrt. Kannan et al. (2006) untersuchten 80 weibliche
Seeotter (Enhydra lutris nereis), die zwischen 1992 und 2002 an der kalifornischen
Kiste (USA) tot aufgefunden wurden wund stellten einen signifikanten
Zusammenhang zwischen hoher PFOS- sowie PFOA-Belastung und dem Auftreten
von Infektionskrankheiten fest. Eine immunsupressive Wirkung von PFOS konnten
ebenfalls sowohl Fang et al. (2008) als auch Peden-Adams et al. (2008) in in vivo
Experimenten an Ratten nachweisen. Keil et al. 2008 gelang der Nachweis einer
Immunsupression nach PFOS-Gabe an Mausen. Trachtigen Mausen wurde PFOS-
haltiges Futter verabreicht und die Funktion der naturlichen Killerzellen der
Nachkommen vier bzw. acht Wochen nach der Geburt untersucht. Die Autoren
konnten eine signifikante Abnahme der Aktivitat der natirlichen Killerzellen
detektieren.

Die oben genannten Studien zeigen, dass eine PFOS-Belastung vielfaltige
Auswirkungen auf den Organismus haben kann. Um den Einfluss von PFOS auf die
Gesundheit mariner Saugetiere besser beurteilen zu konnen, bedarf es weiterer
Anstrengungen (Letcher et al., 2010). Es besteht ein grof3er Bedarf an Studien, in
denen der Einfluss von PFOS an marinen Saugern statt an Labortieren untersucht
wird (Letcher et al., 2010). Eine Ubertragung der Ergebnisse von Labortieren auf
marine Saugetiere ist wie bereits erwahnt schwierig, da die meisten Reaktionen
artspezifisch sind. Aus diesem Grund liefert das in der vorliegenden Arbeit
entwickelte Zellkulturmodell einen wichtigen Beitrag =zur Beurteilung der

Auswirkungen einer PFOS-Belastung auf Seehunde.
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3.9 Inkubationsexperimente

Wesentlicher Bestandteil des Zellkulturmodells sind die Inkubationsexperimente. Zur
Untersuchung der Auswirkungen des Schadstoffeinflusses wurden in der
vorliegenden Arbeit primare Seehund- und Schweine-Hepatozyten sowie HepG2-
Zellen mit PCB bzw. PFOS inkubiert. Die beiden Schadstoffe wurden ausgewahlt, da
allgemein ein Zusammenhang zwischen einer Belastung mit PCB bzw. PFOS und
der Beeintrachtigung der Gesundheit mariner Saugetiere hergestellt wird (Ross,
2002; Kannan et al., 2006; Mollenhauer et al., 2009; Sermo et al., 2009). Sie reichern
sich in der Nahrungskette an (Tanabe et al., 1984; Powley et al., 2008; Butt et al.,
2010; Sobek et al., 2010) und werden auch in Seehunden aus der Nordsee
nachgewiesen (Vagts, 1992; Van de Vijver et al., 2005; Ahrens et al., 2009a).

Ein weiterer sehr entscheidender Grund fur die Auswahl von PCB als Schadstoff fur
die Inkubationsexperimente begrindet sich in der Tatsache, dass der Toxizitats-
mechanismus von PCB aufgeklart ist (Poland et al., 1976; Bandiera et al., 1982; Safe,
2001). Dieser Umstand bietet die Mdglichkeit, die Funktionsweise des Zellkultur-
modells zu Uberpriufen. Koplanare PCBs binden an den Arylhydrocarbon Rezeptor
(Ah-Rezeptor) und l6sen dadurch eine ganze Reihe biochemischer und zellularer
Reaktionen aus. Es kommt u. a. zu einer vermehrten Bildung von Cytochrom P450-
Enzymen in der Leber. Wenn es moglich ist, nach der Inkubation mit PCB, eine
Veranderung der Expressionslevel der Cytochrom P450-Enzyme mittels 2D-
Gelelektrophorese nachzuweisen, wirde das die Funktionalitat des Zellkulturmodells
bestatigen.

Fir die Inkubationsexperimente wurden die Schadstoffe in umweltrelevanten
Konzentrationen eingesetzt (genaue Durchfiihrung s. Kapitel 4.10). Da das Zell-
kulturmodell der Identifizierung von Biomarkern dienen soll ist es wichtig, dass die
eingesetzten Schadstoffmengen in derselben GréRenordnung liegen wie die tat-
sachliche Belastung der Tiere. Bei den in der Literatur angegebenen Schadstoff-
konzentrationen in Seehunden aus der Nordsee handelt es sich um Konzentrations-
bereiche (Vagts, 1992; Ahrens et al., 2009a). Fur die Inkubationsexperimente sollten
die Schadstoffmengen so gewahlt werden, dass die obere und die untere Grenze der
nachgewiesenen Konzentrationen abgedeckt wird. Um feststellen zu kénnen, ob die

Schadstoffinkubation eine Veranderung im Proteinexpressionsmuster hervorruft
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muissen Referenzzellen zur Verfigung stehen. Als Referenzzellen dienten
Hepatozyten, die mit den LOsungsmitteln der Schadstoffe inkubiert wurden. Alle
Inkubationsexperimente (Losungsmittel, niedrige und hohe Schadstoffkonzentration)
wurden in dreifacher Ausfihrung (je drei Zellkulturflaschen) durchgefuhrt. Daraus
ergab sich eine bendtige Zahl an Zellkulturflaschen von neun (Abbildung 3-8 und
Kapitel 4.10). Es ware durchaus wiinschenswert gewesen alle Experimente in einer
hdheren Stickzahl durchzufihren oder weitere Schadstoffkonzentrationen zu
untersuchen. Eine Aufstockung der Experimente war jedoch zum einen dadurch
begrenzt, dass in der 2D-Gelelektrophorese lediglich zwodlf Gele gleichzeitig
behandelt werden konnten und zum anderen durch die Zellausbeute bei der
Isolierung. Um pro Gel eine ausreichend hohe Proteinmenge fur die 2D-
Gelelektrophorese einsetzen zu kénnen, musste jedes Gel mit einer Proteinmenge
von 450 ug beladen werden. Diese Proteinmenge wurde bei einer Zellzahl von
3,8x10° Zellen pro Zellkulturflasche (Wachstumsflache: 25 cm?) erreicht. Fiir einen
vollstandigen Inkubationsansatz, bestehend aus neun Zellkulturflaschen, wird somit
eine Zellzahl von 3,5x107 Zellen benétigt. Diese Zellausbeute ist realistisch. Mit einer
héheren Ausbeute wurde in der vorliegenden Arbeit nicht gerechnet, da fir die
Isolierung der Seehund-Hepatozyten lediglich eine limitierte Menge an Lebergewebe
zur Verfugung stand.

Die Schadstoffgabe erfolgte an Tag 2 nach der Isolierung, um den Zellen zuvor eine
ausreichende Akklimatisierung an die Kulturbedingungen zu ermaoglichen. Eine
hinreichende Gewohnung der Zellen und die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten sind
notwendig fur den Erhalt des differenzierten Phanotyps sowie fur die Expression und
Induktion von Enzymen des Cytochrom P450-Enzymkomplexes (Guguen-Guillouzo
et al., 1983). Als Dauer fur die Akklimatisierung wird bei humanen Hepatozyten eine
Zeitspanne von 24-48 h angegeben (Corlu et al., 1991; Maurel, 1996). Mit
fortschreitender Kultivierungsdauer konnte in der Literatur eine Verringerung der
Enzymaktivitat bei Hepatozyten festgestellt werden (Géméz-Lechdn et al., 1990;
Skett, 1994; Bayliss und Somers, 2005). Durch den Verlust von Enzymaktivitat
kommt es zu einem Abweichen der Zellen von der in vivo Situation, was fur die

Fragestellung in der vorliegenden Arbeit nicht erwtnscht ist.
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Der mogliche Verlust der Enzymaktivitat spielte ebenfalls eine Rolle bei der Wahl der
Inkubationsdauer. Als Dauer fur die Schadstoffinkubation wurde ein Zeitraum von
24 h festgesetzt. Durch die insgesamt kurze Kultivierungszeit von 72 h (von der
Isolierung bis zur Proteinextraktion) sollte ein Absinken der Enzymaktivitat verhindert
werden. Eine Inkubationszeit von 24 h wird in zahlreichen Studien an HepG2-Zellen
und primaren Hepatozyten eingesetzt, um die Auswirkungen eine PCB-Inkubation zu
analysieren. In den Studien wurde sowohl die Zytotoxizitat der PCBs evaluiert als
auch die Induktion von Cytochrom P450 Enzymen untersucht (Thomé et al., 1995;
Sanderson et al.,, 1998; Zhou et al., 2006; Aly und Domenech, 2009; Yuan et al.,
2009). Eine Inkubationszeit von 24 h wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit als

geeignet angesehen.
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Abbildung 3-8: Ubersicht iiber einen volistindigen Inkubationsansatz mit PCB (nach Behr
2008a)
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3.9.1 Inkubationsexperimente mit PCB

Die von Vagts (1992) gemessenen PCB-Mengen (48-51.900 ug/kg Fett, Vagts, 1992)
bei Seehunden aus der Nordsee dienten als Grundlage flr die Berechnung der
eingesetzten Schadstoffmengen (genaue Berechnung s. Kapitel 4.10). Fir die Inku-
bationsexperimente wurden die Konzentrationen 1 yM und 50 uM PCB verwendet.
Die gewahlten PCB-Konzentrationen sind damit zwar etwas hdher als die berech-
neten Schadstoffmengen (0,023 uM bzw. 24,9 uM), sie liegen aber in einer vergleich-
baren Gro3enordnung. Zudem ermoglichen sie eine bessere Vergleichbarkeit der
Ergebnisse mit Werten aus der Literatur, da diese Konzentrationen haufig in
Toxizitatsstudien an primaren Hepatozyten eingesetzt werden (Kremers et al., 1993;
Dubois et al., 1995; Aly et al., 2009).

3.9.2 Inkubationsexperimente mit PFOS

Die Inkubationsexperimente mit PFOS wurden mit 30 nM bzw. 300 nM PFOS durch-
gefuhrt, da die mittleren PFOS-Werte in Seehundlebern aus der Nordsee 100-
1000 ng/g Nassgewicht (Ahrens et al., 2009a) betragen (genaue Durchfihrung und.
Rechnung s. Kapitel 4.10).

3.10 Proteinextraktion

Im Anschluss an die Inkubationsexperimente erfolgte die Proteinextraktion. Bei der
Wahl der Methode kam es u. a. darauf an, dass die Extraktion in moglichst wenigen
Schritten ablauft, um das Risiko potentieller Veranderungen des Proteoms zu mini-
mieren (Gorg et al., 2004). Des Weiteren war es wichtig, dass die Proteine in einem
Extraktionspuffer extrahiert wurden, der direkt ohne weitere Behandlung fur die 2D-
Gelelektrophorese verwendet werden konnte. Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe er-
gaben, dass der Rehydrierungspuffer, der ebenfalls fur die 2D-Gelelektrophorese
eingesetzt wird, flur die Proteinextraktion am besten geeignet ist (Behr, 2006;
Kurenbach, 2008).
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Die Bestandteile des Rehydrierungspuffers sind: Harnstoff, Ampholyte, CHAPS (3-
[(3-Cholamidopropyl)dimethyl-ammonio]-1-propansulfonat) und Bromphenolblau (Zu-
sammensetzung des Rehydrierungspuffers s. Tabelle 8-6 im Anhang). Harnstoff und
CHAPS dienen dazu, die Proteine zu denaturieren und in Lésung zu bringen.
Ampholyte stabilisieren wahrend der isoelektrischen Fokussierung, dem ersten
Schritt der 2D-Gelelektrophorese, den pH-Gradienten. Um den Fortschritt der iso-
elektrischen Fokussierung zu verfolgen, wird dem Puffer Bromphenolblau hinzu-
gefugt (O’Farrell, 1975; Goérg et al., 2004). Die genaue Durchfihrung der

Proteinextraktion wird in Kapitel 4.11 beschrieben.

3.11 Zusammenfassung des Zellkulturmodells

Ziel unserer Arbeitsgruppe ist es, artspezifische Biomarker fur Seehunde zu
identifizieren, die die Auswirkungen einer Schadstoffbelastung anzeigen. Um
artspezifische Biomarker ermitteln zu kénnen, wurde in der vorliegenden Arbeit das
vorgestellte Zellkulturmodell entwickelt.

Das Prinzip des Zellkulturmodells begriindet sich darauf, dass Schadstoffe zu
Veranderungen im Proteinexpressionsmuster fuhren, die mittels 2D-Gelelektro-
phorese dargestellt werden konnen (Brenez et al., 2004). Die Proteine, deren
Expression nach Schadstoffeinfluss verandert ist, kdnnen mittels massenspektro-
metrischer Methoden (MALDI-TOF/TOF-MS, 4000 QTrap) analysiert werden. Die
Arbeiten auf Proteomebene waren nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit,
sondern erfolgen in weiterfuhrenden Studien in der Arbeitsgruppe.

Mit Hilfe des Zellkulturmodells sollen Aussagen zum Fremdstoffmetabolismus
getroffen werden. Hierflr ist es wichtig, dass die verwendeten Zellen den in vivo
Zustand moglichst gut widerspiegeln. Deshalb wurden im Zellkulturmodell primare
Seehund-Hepatozyten eingesetzt (s. Kapitel 3.2.1). Da in der Literatur bisher noch
keine Isolierung primarer Seehund-Hepatozyten beschrieben wurde, musste
zunachst eine geeignete Isolierungsmethode etabliert werden (s. Kapitel 3.3). An die
Isolierungsmethode waren einige Bedingungen geknupft. Sie musste die Isolierung
vitaler Hepatozyten aus frischtoten Seehunden in ausreichender Menge ermdglichen,
wobei flr die Isolierung keine ganzen Organe sondern nur Leberproben zu

Verfligung standen (s. Kapitel 3.3). Des Weiteren musste die Isolierungsmethode gut
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vorzubereiten und schnell einsatzbereit sein, da die Beprobungen der Seehunde
nicht planbar war. Die Parameter bei der Kultivierung der Hepatozyten mussten so
gewahlt sein, dass zum einen eine optimale Kultivierung der Zellen moglich war und
zum anderen mussten die Proben mit der sich anschlieBenden Proteomanalyse
kompatibel sein. Aus diesem Grund wurden die Zellen mit einer Zellzahl von 3,8x106
Zellen pro Zellkulturflasche kultiviert (Wachstumsflache: 25 cm?) (s. Kapitel 3.3). Die
Kultivierung der Zellen musste in serumfreiem Medium erfolgen, damit die Proteine
aus dem Serum nicht zu einer Uberlagerung relevanter Proteine in der 2D-
Gelelektrophorese flihren. (s. Kapitel 3.3). Um die Hepatozyten fur das Zellkultur-
modell einsetzen zu kdnnen, mussen sie ihre Vitalitdt auch nach der Isolierung und
wahrend der Kultivierung beibehalten. Dies wurde mit den drei Vitalitatstests XTT-,
Harnstoff- und LDH-Test Uberprift. Mit den genannten Vitalitatstests sollte
aulRerdem untersucht werden, ob die in den Inkubationsexperimenten eingesetzten
Schadstoffkonzentrationen die Vitalitat der Zellen beeinflussen. Fur das Zellkultur-
modell ist es entscheidend, dass die Schadstoffe zwar eine Anderung auf Protein-
ebene hervorrufen, es aber nicht zu einem Absterben der Zellen oder anderen
sichtbaren morphologischen Veranderungen kommt. In den Inkubationsexperimenten
wurden die primaren Seehund-Hepatozyten mit PCB und PFOS in umweltrelevanten
Konzentrationen inkubiert (s. Kapitel 3.9 und 4.10). Die Verwendung von PCB fur die
Inkubationsexperimente ermdglicht eine Uberpriifung der Funktionsweise des Zell-
kulturmodells (s. Kapitel 3.9). Nach Abschluss der Inkubationsexperimente erfolgte
die Proteinextraktion. Hierbei war es wichtig, dass die extrahierten Proteine in einem
Medium vorlagen, welches mit der 2D-Gelelektrophorese kompatibel ist (s. Kapitel
3.10).

Der zeitliche Ablauf der Hepatozyten-Kultivierung und der Vitalitatstests ist in
Abbildung 3-9 schematisch dargestellt. Die Hepatozyten wurden insgesamt fir 72 h
kultiviert (Tag 0 — Tag 3). In dieser Zeit wurde alle 24 h ein Mediumwechsel durch-
gefuhrt, bei dem Aliquote des Zellkulturmediums fur den Harnstoff- und den LDH-
Test abgenommen wurden (genaue Durchfihrung s. Kapitel 4.5). Begleitend wurde
in einer Mikrotiterplatte der XTT-Test durchgeflhrt. Die Schadstoffinkubation der
Zellen wurde an Tag 2 durchgefiihrt. Nach 24 h wurden die Hepatozyten geerntet

und die Proteine isoliert.
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Das Zellkulturmodell weist einige Limitationen auf. Die Anzahl der Tiere, die pro Jahr
beprobt werden kdnnen ist recht gering (ca. 10 Tiere). Bei den Tieren handelt es sich
fast ausschlielBlich um erkrankte Tiere, was die Daten mdglicherweise beeinflussen
kann. Trotzdem konnen mit Hilfe des Zellkulturmodells wichtige Aussagen zum
Schadstoffeinfluss auf Seehunde gemacht werden. In der vorliegenden Arbeit
konnten zum ersten Mal Hepatozyten aus einem marinen Saugetier isoliert werden.
Dadurch ist es erstmals moglich Studien durchzufuhren, die die Auswirkungen einer
Schadstoffbelastung direkt am Zielorgan (Leber) untersuchen.

Basierend auf der in der vorliegenden Arbeit etablierten Leberbiopsie Perfusion,
wurde in der Arbeitsgruppe eine Diplomarbeit (Korff, 2010) durchgefihrt. Im Rahmen
der Diplomarbeit wurde die Eignung des Zellkulturmodells evaluiert. Hierfur wurden
primare Seehund- und Schweine-Hepatozyten mit PCB und PFOS in unterschied-
lichen Konzentrationen inkubiert und mogliche toxische Effekte auf zellularer Ebene
untersucht. In der vorliegenden Arbeit werden die eigenen Ergebnisse mit denen von
Korff (2010) in Beziehung gesetzt.

Harnstoff- und

Kultivierung der Zellen L DH-Test
Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3
Isolierung Inkubation mit  Zellernte und
der Hepatozyten PCBs/PFOS Proteinextraktion
XTT-Test;

Probenahme vom Medium

Abbildung 3-9: Schematische Darstellung der Hepatozyten Kultivierung (nach Korff, 2010)
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Chemikalien

Substanz

Adenosin

Allopurinol

Antibiotika (10.000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin)
Aroclor high concentration mixture (1254, 1260, 1262)
BioLyte

Bromphenolblau
Calciumchlorid

CHAPS

Cytotoxicity Detection Kit™""® (LDH-Test)
Collagen

Collagenase NB4 und NB8
Collagenase CLS IV
DMSO

DNase

EDTA

EMEM

Ethanol

Fotales Kalberserum
Glucagon

Glucoronidase

Glucose

Glutamin

Harnstoff
Hepatozyme-SFM

HEPES

Hypochlorid Lésung
Insulin

Isooctan

Isopropanol

Kaliumchlorid

KOH

K;HPO,

Hersteller
Sigma
Sigma
Sigma
Supelco
Biochrom
Sigma
Sigma
Fluka
Roche Diagnostics
Serva
Serva
Biochrom
Merck
Sigma
Sigma
Lonza
Merck
PAA
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Gibco
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
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Lactobionsaure
MgSO,

NaOH
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Nitroprusside Lésung
Opti MEM

PBS

PEG

PFOS

Prednisolon

Pursept A

Raffinose

RPMI 1640
Trypanblau
Trypsin-EDTA 25%
Urease

WME

XTT-Kit

Fluka

Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Gibco
Gibco
Sigma
ABCR
Sigma
Merz

Sigma
Lonza
Fluka

Gibco
Sigma
Lonza

Roche Diagnostics
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4.2 Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterial

4.2.1 Verwendete Gerate in Geesthacht

Gerite Hersteller
Analysenwaage AG285 Mettler Toledo
Aquarienpumpe Elite 801 Elite
Arbeitsbank mit Abzug ABB
Aufrechtmikroskop BX51/BX52 Olympus
Autoklav Systec
Dampfsterilisator Varioklav Thermo scientific
Blockthermostat TCR 200 Roth
Bichner Trichter Schott Duran
COs-Inkubator Sanyo
Magnetrihrer MR 3001 Heidolp
Mehrkanalpipette Plastibrand
Mikrobiologische Sicherheitswerkbank der Biowizard
Klasse Il
Minishaker MS 2 Ika®
pH-Meter Knick
\F;Iattenphotometer 1420 Multilabel Counter Perkin Elmer
ictor

Reinstwasser-Systeme SG Wasseraufbereitung u. Regenerierstation,

Millipore
Schlauchpumpe Ismatec
Ultraschalldesintegrator Heinemann
Umkehrmikroskop IX71/1X51 Olympus

4.2.2 Verwendete Gerate in Bisum

Gerate Hersteller
Autoklav 3850 EL Systec
Analysenwaage R300 S Sartorius
COs-Inkubator MCO-17AC Sanyo
Camedia Digital Camera C4040Z0O0M Olympus
Mikroskop CKX41 Olympus
Reinstwasser-System Milli-Q Biocel A10 Millipore
pH-Meter inoLab
Sterilbank der Klasse Il Nuaire
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Gerite

Photometer Multiscan Ascent (Model Nr. 354)
Vortex-Mixer 7-2020

Wasserbad (DC1)

Mehrkanalpipette

Zentrifuge Multifuge 3 S-R
Ultraschalldesintegrator

Umkehrmikroskop IX71/1X51

Hersteller
Labsystems
NeolLab
Haake
Plastibrand
Heraeus
Heinemann

Olympus

Variable Eppendorf-Pipetten der Volumina 0,1-2,5ul, 1-104l, Eppendorf

10-100ul, 100-1000pl

4.3 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial
Mikrotiterplatten (96 wells, steril, PE)
Petrischalen (& 60mm, steril, PE)
Reaktionsgefalie: 0,5; 1; 2 ml
Sterilfilter Express Plus (0,22 ym)
Serologische Pipetten (5; 10; 25 ml)

Zellkulturflaschen (unbehandelt und cell’,
25 cm?, PE)

Zellsiebe (Maschengrofie 100 um, Nylon)
Zentrifugenréhrchen (15; 50 ml)

Hersteller

Sarstedt

Sarstedt

Eppendorf, Sarstedt
Milipore

TPP

Sarstedt

BD
Sarstedt
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4.4 Probenahme
4.4.1 Seehunde

Alle in dieser Arbeit untersuchten Seehunde stammten aus der deutschen Bucht.
Insgesamt wurden 23 Tiere beprobt. Davon wurden 16 Tiere an verschiedenen
Stellen im Nationalpark Schleswig-Holsteinisches Wattenmeer gefunden. 7 Tiere
kamen von der Insel Helgoland. Bei allen Tieren handelte es sich ausschlie3lich um
solche Individuen, die aufgrund ihres sehr schlechten Gesundheitszustandes von
Seehundjagern oder vom Tierarzt getdtet werden mussten (Amtsblatt Schleswig-
Holstein, 1997). Im Nationalpark Schleswig-Holsteinisches Wattenmeer gibt es vom
Nationalparkamt beauftragte Seehundjager, die kranke und verletzte Seehunde
tierschutzgerecht téten, wenn eine Uberlebenschance nicht gegeben ist. In Fallen, in
denen das nicht zweifelsfrei entschieden werden kann wird ein Tierarzt
hinzugezogen, der die Tiere ggf. einschlafert. Als Uberlebensfahig eingestufte Heuler
werden zur Rehabilitation in die Seehundstation Friedrichskoog gebracht. Da sie sich
haufig in einem schlechten gesundheitlichen Zustand befinden, versterben vereinzelt
Tiere wahrend der Rehabilitation. Solche Tiere wurden ebenfalls in der vorliegenden
Arbeit zur Isolierung der Seehund-Hepatozyten verwendet. Die Leberentnahme und
samtliche Zellkulturarbeiten wurden in den Laboren des FTZ in Busum durchgeflihrt.
Eine Ubersicht Uber die beprobten Tiere gibt die Tabelle 4-1. Alle Tiere wurden am
FTZ in der Arbeitsgruppe von PD Ursula Siebert ,Okologie der Végel und
Saugetiere” vollstandig seziert (Siebert et al., 2007) und in Zusammenarbeit mit der
Tierarztlichen Hochschule in Hannover pathologisch untersucht (Ubersicht Gber die
Befunde s. Tabelle 5-2 und Tabelle 5-3).

95



Material und Methoden

Tabelle 4-1: Beprobte Seehunde 2006-2008

Tier- Datum Geschlecht Alter Fundort Todes- Isolierungs-
nummer (geschitzt) umstinde methode
in in Seehundst
Pv 1 13.06.2006 Q <1 Monat | Seehundst. b ' EpK, GdP
geboren gestorben
St. Peter- | in Seehundst.
Pv 2 22.06.2006 3 <1 Monat Ording gestorben EpK, GdP
nicht nicht . . GdS, EpK,
Pv 3 23.06.2006 Q bestimmit bekannt eingeschlafert GdP
Eider- . . GdS, EpK,
Pv 4 27.06.2006 Q < 1 Monat sperrwerk eingeschlafert GdP
Eider-
Pv 5 03.01.2007 IS 8 Monate sperrwerk geschossen GdM
Pv 6 15.02.2007 IS 9 Monate Helgoland geschossen GdM
Pv7 12.03.2007 IS 11 Monate Helgoland geschossen GdM
Pv8 | 17.06.2007 0 1 Monat Homum | " Seehundst. GdM
gestorben
Pv 9 27.06.2007 IS 1 Monat Pellworm eingeschlafert GdM
Pv10 | 11.07.2007 g 1 Monat List in Seehundst. GdM
gestorben
Pv 11 26.11.2007 IS 5 Monate Helgoland geschossen GdM
Pv 12 05.12.2007 Q 6 Monate Helgoland geschossen GdM
Pv 13 05.12.2007 i) 6 Monate Helgoland geschossen GdM
Pv 14 29.01.2008 Q 7 Monate Helgoland geschossen LbP
Pv 15 29.01.2008 3 7 Monate Helgoland geschossen LbP
Pv16 | 31.01.2008 g 7 Monate F”i‘(’)g‘;hs' eingeschlafert LbP
Pv 17 14.02.2008 3 8 Monate List geschossen LbP
. in Seehundst.
Pv18 | 13.06.2008 d <1 Monat Blsum gestorben LbP

GdS: Gewebedissoziation mittels Sieb; EpK: Explantat Kultur; GdP: Gewebedissoziation in PBS;
GdM: Gewebedissoziation in Medium; LbP: Leberbiopsie Perfusion
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Fortsetzung Tabelle 4-1: Beprobte Seehunde 2006-2008

Tier- Alter Todes- Isolierungs-
nummer Datum Geschlecht (geschatzt) Fundort umstinde methode

Norder- in Seehundst.

Pv 19 14.06.2008 3 <1 Monat heverkoog gestorben LbP
Pv20 | 17.06.2008 0 <1 Monat | StPeter | i deschisfert

Y Ording LbP

Pv 21 18.06.2008 3 <1 Monat Pellworm | eingeschlafert LbP
. in Seehundst.

Pv 22 27.06.2008 ) <1 Monat Blsum gestorben LbP

Pv 23 02.09.2008 d 3 Monate Siideroog | geschossen LbP

GdS: Gewebedissoziation mittels Sieb; EpK: Explantat Kultur; GdP: Gewebedissoziation in PBS;
GdM: Gewebedissoziation in Medium; LbP: Leberbiopsie Perfusion

Zur Entnahme der Leberproben wurden die Tiere ausgestreckt auf den Rucken

gelegt und die Bauchseite mit Desinfektionsmittel gereinigt. Auf der rechten

Korperhalfte wurde ca. 2 cm rechts von der gedachten Mittellinie aus Brustbein und

Nabel unterhalb der Rippen mittels Skalpell vorsichtig (ohne das Bauchfell zu

verletzen) ein ca. 20 cm langer Schnitt gesetzt (s. Abbildung 4-1). Vor dem

Durchtrennen des Bauchfells wurde eine neue, sterile Skalpellklinge verwendet. Der

Schnitt wurde so erweitert und mit sterilen Klemmen gespreizt, dass die Leber gut

sichtbar war. Mit einer neuen, sterilen Skalpellklinge und einer sterilen Pinzette

wurde das Ende eines Leberlappens entnommen und in eiskaltes Zellkulturmedium

oder Praperfusionspuffer (Zusammensetzung s. Tabelle 8-2 im Anhang) Uberfuhrt.

\
\

Schnitt

Y,

g

M,
)
\ -
\

Brustbein

' \ ' Rippenbogen

/"~ gedachte Mittellinie

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der Leberentnahme
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4.4.2 Schweine

Zur Isolierung der Schweine-Hepatozyten wurde Leber von frisch geschlachteten, ca.
4 Monate alten Kreuzungsschweinen (DanBred x Piétran) verwendet. Die Leber
wurde in einer Schlachterei bezogen und direkt nach der Schlachtung abgeholt. Der
Transport erfolgte in Medium, Praperfusionspuffer oder in UW-Lésung auf Eis
(s Tabelle 4-2). Die Tabelle 4-2 gibt einen Uberblick tiber die beprobten Schweine.

Tabelle 4-2: Beprobte Schweine

Zeitspanne
Tiernummer Datum Geschlecht zwischen Trans_port- Isolierungs-
Leberentnahme medium methode
und Perfusion
S1 27.11.2006 n.b. 90 OptiMEM GdMm
S3 07.05.2007 n.b. 95 OptiMEM GdMm
S4 21.05.2007 n.b. 100 OptiMEM GdMm
S6 10.09.2007 n.b. 95 OptiMEM GdMm
S8 07.01.2008 n.b. 90 Praperfusions- LbP
puffer
S9 14.01.2008 n.b. 90 Praperfusions- LbP
puffer
S10 21.01. 2008 nb. 90 Praperfusions- LbP
puffer
S 11 28.01. 2008 Q 90 Praperfusions- LbP
puffer
S12 25.02. 2008 Q 90 Praperfusions- LbP
puffer
S15 14.04. 2008 3 80 Préperfusions- LbP
puffer
S 20 01.09. 2008 Q 120 Praperfusions- LbP
puffer
S21 27.10. 2008 Q 90 Praperfusions- LbP
puffer
S22 03.11. 2008 a 105 Préperfusions- LbP
puffer
S23 10.11. 2008 a 100 Préaperfusions- LbP
puffer
S24 17.11. 2008 a 90 Préperfusions- LbP
puffer
S25 08.12. 2008 Q 95 Praperfusions- LbP
puffer
S 26 15.12. 2008 Q 105 Praperfusions- LbP
puffer
S 27 12.01. 2009 Q 95 Praperfusions- GdM, LbP
puffer
S 28 19.01. 2009 Q 80 Praperfusions- GAM. LbP
puffer
S 29 26.01. 2009 a 100 Praperfusions- GdM, LbP
puffer

n.b.= nicht bestimmt
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4.5 Isolierung und Kultivierung primarer Hepatozyten

Zur |solierung der primaren Hepatozyten wurden verschiedene Methoden getestet
(s. Kapitel3.3). Die Tabellen 4.1 und 4.2 geben Aufschluss daruber, mit welcher
Methode die Hepatozyten aus den jeweiligen Tieren isoliert wurden. In den folgenden
Kapiteln wird die genaue Durchfihrung der verschiedenen Isolierungsmethoden
beschrieben. Die Isolierung der Seehund- und Schweine-Hepatozyten erfolgte
analog und wird daher zusammen dargestellt. Zur Isolierung der Schweine-
Hepatozyten wurden allerdings nur die beiden Methoden Gewebedissoziation in
Medium und die Leberbiopsie Perfusion verwendet. Im Rahmen der Methoden-

etablierung wurden die Hepatozyten in unterschiedlichen Zellzahlen ausgesat.

4.5.1 Mechanische Isolierungsmethoden

4.5.1.1 Gewebedissoziation mittels Sieb (GdS)

Ein kleines Stuck der Seehundleber wurde in eine sterile Petrischale mit 5 ml PBS
(1x) UberfGhrt und klein geschnitten (ca. 5x5 mm). Die Leberstlicke wurden
anschlielRend sehr vorsichtig durch ein steriles Rundsieb (Maschengréf3e: 1 mm)
gestrichen (Kaltenbach et al., 1954; Freshney, 2005). Hierfiir wurde der Kolben einer
sterilen 10 ml Einmalspritze als Stempel verwendet. Die Zellen wurden mit ca. 10 ml
Opti MEM Medium (+ 10% FCS, + 1% Antibiotikum) in eine Petrischale gespdilt,
anschlielend in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und bei 50 g und 20°C fur

5 min zentrifugiert.

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte wie in Kapitel 4.6 beschrieben. Zur Kultivierung
wurden Zellkulturflaschen (Wachstumsflache: 25 cm?) verwendet und die Zellen mit
einer Zelldichte von 2,7x10° bzw. 5,3x10° Zellen pro Flasche in 10 ml Opti MEM
Medium (s. 0.) ausgesat. Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C, 95% O,
5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit 6 Wochen kultiviert. Eine mikroskopische
Begutachtung erfolgte taglich (Ergebnisse s. Kapitel 5.3.1.1).
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4.5.1.2 Explantat-Kultur (EpK)

In Zellkulturflaschen (Wachstumsflache: 25 cm?) wurden mittels einer heiRen,
stumpfen Pinzette acht kleine Vertiefungen geschmolzen. In jede Vertiefung wurde
ein kleines Leberstlck (Kantenlange ca. 3x3 mm) gelegt und sehr vorsichtig mit 4 ml
Medium Uberschichtet (Opti MEM, + 10% FCS, + 1% Antibiotikum) (Freshney, 2005).
Die Stlcke wurden in einem Brutschrank bei 37°C, 95% O, 5% CO, und gesattigter
Luftfeuchtigkeit 3-6 Wochen kultiviert. Nach 72 h wurde 2 ml frisches Medium
hinzugefigt. Alle 7 Tage erfolgten ein Mediumwechsel und eine mikroskopische
Betrachtung der Kulturen. Die mikroskopische Betrachtung erfolgte nicht taglich, um
ein mogliches ablosen der Explantate vom Untergrund zu vermeiden (Ergebnisse
s. Kapitel 5.3.1.2).

4.5.2 Enzymatische Isolierungsmethoden

4.5.2.1 Gewebedissoziation in PBS (GdP)

Ein Stlick Seehundleber wurde wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben enthommen und in
ein Becherglas mit kalter PBS (1x, 4°C) Uberfuhrt. Das Leberstlick wurde mehrmals
mit PBS (1x) gewaschen, bis keine Blutreste mehr vorhanden waren. Anschliel3end
wurde das Stlck mittels Skalpell und Schere in méglichst kleine Stlicke (Kantenlange
ca. 3x3 mm) geschnitten und in eine saubere Petrischale mit 5 ml kalter PBS (1x)
uberfuhrt. Danach wurden 500 ul einer 2,5%igen (w/v) Collagenase-Losung (NB8)
hinzupipettiert und die Lebersticke bei 37°C flr 5 min inkubiert (Integra Biosciences,
2003). Das Gemisch wurde mehrmals mit einer 10 ml Pipette resuspendiert, um die
Zellen aus dem Gewebeverband herauszul6sen und in den Puffer zu spulen. Der
Collagenase-Verdau wurde unter dem Umkehrmikroskop begutachtet und ggf.
wiederholt. Die Petrischale wurde so schrag gehalten, dass die Zellsuspension mit
einer Pipette abgenommen werden konnte. Verbliebene Gewebesticke in der
Suspension wurden Uber Nylongaze abfiltriert (Maschenweite: 100 um). Die Zell-
suspension wurde in ein steriles 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und bei 50 g
und 20°C fir 5min zentrifugiert. Der Uberstand mit Zelltrimmern und

Nichtparenchymzellen wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 5 ml Medium
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(Opti MEM, + 10% FCS, + 1% Antibiotikum) aufgenommen und zweimal gewaschen.
Die Zellzahl wurde wie in Kapitel 4.6 beschrieben mit Trypanblau bestimmt. Die
Zellen wurden mit unterschiedlicher Zelldichte (3,25x10°; 7,8x10°; 0,7x105; 1,4x10°
pro Flasche) in Zellkulturflaschen (Wachstumsflache: 25 cm?) in Hepatozyme-SFM
Medium (+ 1% Antibiotikum + 2 mM Glutamin) ausgesat. Die Zellen wurden in einem
Brutschrank bei 37°C, 95% O,, 5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit 4 Tage
kultiviert. Die Hepatozyten-Kulturen wurden alle 24 h mikroskopisch begutachtet
(Ergebnisse s. Kapitel 5.3.2.1).

4.5.2.2 Gewebedissoziation in Medium (GdM)

Ein Stiick Seehund- bzw. Schweineleber (ca. 5x5 cm) wurde wie in 4.4 beschrieben
entnommen und in ein Becherglas mit kaltem Medium (EMEM + 1% Antibiotikum)
uberfuhrt. Das Leberstlick wurde durch Waschen mit Medium vollstandig von Blut-
resten befreit. AnschlieRend wurde das Stlck mittels Skalpell und Schere in einer
sterilen Petrischale in kleine Wurfel (Kantenlange ca. 3x3 mm) zerschnitten, wobei
die Stlcke wahrend der gesamten Bearbeitung dauerhaft mit kaltem Medium Uber-
schichtet waren. Vier sterile 50 ml Zentrifugenrohrchen wurden mit je 10 ml kaltem
Medium befullt (Zusatz: 2 mM CaCly). Die Stlicke wurden anschlieRend auf die
4 Zentrifugenrohrchen aufgeteilt, so dass sich in jedem Rdéhrchen ca. 5g Leber-
gewebe befanden und auf Eis gestellt (Spotorno et al., 2006). Nach Zugabe von
500 plI Collagenase (NB8: 0,8 U/ml) wurden die Roéhrchen fir 3 h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Die Suspensionen wurden uber Zellsiebe oder Nylongaze
(MaschengroRe: 100 pm) filtriert und bei 50 g und 20°C fur 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Pellets in 3 ml Medium aufgenommen. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte wie in Kapitel 4.6 beschrieben.

Die Hepatozyten wurden in unterschiedlicher Zellzahl (1,2x10° - 3,8x10°) in
Zellkulturflaschen (Wachstumsflache: 25 cm?) ausgesat. Als Kultivierungsmedium
wurde Hepatozyme-SFM (+ 1% Antibiotikum und 2 mM Glutamin) verwendet. Die
Zellen wurden 4 Tage in einem Brutschrank bei 37°C, 95% Oz, 5% CO;, und
gesattigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alle 24 h erfolgte eine mikroskopische
Begutachtung der Hepatozyten (Ergebnisse s. Kapitel 5.3.2.2).
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4.5.2.3 Leberbiopsie Perfusion (LbP)

Die Leberbiopsie Perfusion wurde zur Isolierung primarer Seehund- und Schweine-
Hepatozyten verwendet und fir beide Spezies analog durchgefihrt. Nach dem
Transport der Leber wurde das Ende eines intakten Leberlappens abgeschnitten und
gewogen (durchschnittlich 70 g fur beide Spezies). Es wurde darauf geachtet, dass
eine glatte Schnittkante entstand und mindestens drei groRe Gefaliéffnungen sicht-
bar waren. Da die Leberlappen der Seehunde deutlich kleiner waren als die der
Schweine, wurden bei den Seehunden in der Regel zwei Leberlappen fur die
Isolierung verwendet. Die Isolierung wurde in einer Perfusionsapparatur durchgefihrt
(s. Abbildung 4-2), die in Anlehnung an die Apparatur von Chrsitiansen (2000)
entwickelt wurde. Die Leberbiopsie Perfusion besteht aus zwei Schritten. Im ersten
Schritt (Praperfusion) wird das Leberstiick mit einem calcium- und magnesiumfreiem
Krebs-Ringer-Puffer entblutet. Anschlie3end erfolgt in der Perfusion die Aufldsung
des Gewebeverbandes mittels collagenasehaltigen Krebs-Ringer-Puffers. Die Iso-
lierung erfolgte in einer Zwei-Stufen-Perfusion nach der von Christiansen (2000) und
Frohlich (2004) modifizierten Methode, die in Anlehnung an Reese und Byard (1981)

entwickelt wurde.
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Abbildung 4-2:Perfusionsapparatur

Praperfusion

Vor Beginn der Perfusion wurden die bendtigten Puffer im Wasserbad auf 42°C
vorgewarmt und die gesamte Anlage mit ca. 200 ml Praperfusionspuffer gespdult
(Zusammensetzung: s. Tabelle 8-2 im Anhang). AnschlieRend wurde das Leberstick
in den Buchnertrichter gelegt (s. Abbildung 4-2) und die Kanudlen in den
GefaRoffnungen platziert (s. Abbildung 4-3). Waren mehr als drei groRe Offnungen
vorhanden, wurde die Position der Kanullen im Laufe des Experimentes mehrmals
gewechselt, um ein mdglichst vollstandiges Durchspilen des Gewebes zu erreichen.
Das Leberstick wurde zunachst mit 1,5-2 Litern Praperfusionspuffer so lange
gespult (ca. 35 min) bis das Leberstlick vollstandig entblutet war. Um ein Aus-
trocknen zu verhindern, wurde das Leberstick von Zeit zu Zeit mit warmem
Praperfusionspuffer Ubergossen. Damit sich der Puffer méglichst gleichmafig im
Leberstlck verteilt wurde es regelmaldig mit der Hand massiert. Der bluthaltige Puffer
wurde nach dem Austritt aus der Leber verworfen. Die Durchflussrate betrug pro
Kanule 12 ml/min. Die Temperatur des Wasserbades wurde so eingestellt, dass der

Puffer beim Austritt aus den Kanulen eine Temperatur von 37°C hatte (Wasserbad:
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40-42°C). Wahrend der Praperfusion wurde der Puffer mit einer Aquarienpumpe mit
Raumluft begast. Es ist aul3erst wichtig, dass sich zu keinem Zeitpunkt Luftblasen im
System befinden und in das Leberstlck gelangen. Um dies zu gewahrleisten, war vor
den Knopfkanulen ein Blasenfanger eingebaut. Gleichzeitig wurde das System
wahrend der gesamten Versuchsdauer Uberwacht und evtl. auftretende Blasen
entfernt. Die Praperfusion wurde erst beendet, wenn das Leberstick vollstandig
entblutet war was sich durch eine gleichmalig helle Farbung erkennen liel3
(Abbildung 4-3).

1 41

Abbildung 4-3: In der Perfusionsapparatur platziertes Stiick einer Schweineleber vor der
Praperfusion (1) und nach Abschluss derselbigen (2)

Perfusion

Nach der Praperfusion wurde das Leberstick zunachst fir 5 min mit ca. 150 ml
Perfusionspuffer (ohne Collagenase; Zusammensetzung s. Tabellen 8-1 und 8-3 im
Anhang) gespult, wobei das Perfusat verworfen wurde. An diesen Schritt schloss
sich die Perfusion mit dem Collagenasehaltigen Perfusionspuffer an (150 ml;
Zusammensetzung s. Tabelle 8-3). Die Zu- und Ableitung des Puffers wurde dabei
so geschaltet, dass ein rezirkulierendes System entstand. Die Dauer der Perfusion
(ca. 20 min) richtete sich nach der Konsistenz des Gewebes und wurde abgebrochen,
sobald das Gewebe angeschwollen war und sich weich anflhlte. Das Leberstlick
wurde in eine grole Petrischale Uberfuhrt, die mit ca. 80 ml DNase-haltigem
Perfusionspuffer geflllt war (Zusammensetzung s. Tabelle 8-3). Mit einem sterilen

Skalpell wurde das Leberstick an verschiedenen Stellen aufgeschnitten. Hierdurch
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gelangten die vereinzelten Zellen in den Puffer. Die erhaltene Zellsuspension wurde
uber Nylongaze mit einer Maschenweite von 100 um filtriert (GUber Zellsiebe oder mit
Nylongaze ausgekleidete Glastrichter). Die Suspension wurde gleichmalig auf vier
sterile 50 ml Zentrifugenrohrchen verteilt. Ab diesem Schritt wurden alle folgenden

Arbeiten unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

Aufreinigung der Hepatozyten

Die Zellsuspension wurde bei 50 g und 20°C fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Pellets in jeweils 10 ml DNase-haltigem Perfusionspuffer
aufgenommen. Insgesamt wurden drei Waschschritte durchgefihrt, wobei nach
jedem Schritt der Inhalt aus zwei Réhrchen vereinigt wurde, bis sich die gesamte
Zellsuspension in einem Roéhrchen befand. Es schloss sich ein letzter Waschschritt in
vorgewarmtem (37°C) WME an (Zusammensetzung s. Tabelle 8-4 und 8-5). Das
Pellet wurde erneut in 10 ml Medium aufgenommen und die Zellen durch mehr-
maliges Resuspendieren mit einer 10 ml Pipette vereinzelt. Die Bestimmung der

Vitalitat und Ausbeute erfolgte mit Trypanblau wie in Kapitel 4.6 beschrieben.

Kultivierung der Hepatozyten

Die Zellen wurden in collagenbeschichtete Zellkulturflaschen (s. Kapitel 4.7;
Wachstumsflache: 25 cm?) mit 3,8x10° Zellen pro Flasche in 10 ml WME (inklusive
Zusatze) (s. Tabelle 8-4 und 8-5) ausgesat. Die Kultivierung erfolgte fur 4 Tage bei
37°C, 5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit im COz-Brutschrank (Seehund-
Hepatozyten). Die Schweine-Hepatozyten wurden analog kultiviert, jedoch mit
unterschiedlichen Zellzahlen (1 ,6x10° und 3,8x106). Der Kultivierungszeitraum betrug
4-14 Tage.

Pro Leber wurden idealerweise 9 Zellkulturflaschen flr die Inkubationsexperimente
ausgesat (s. Kapitel 3.9 und 4.10). In einigen Fallen war die Ausbeute der Seehund-
Hepatozyten jedoch zu gering (Pv 9; Pv 18 und Pv 20) und es konnten lediglich
6 Zellkulturflaschen ausgesat werden. Zusatzlich wurden fir den XTT-Test
Hepatozyten mit 1x10*well (in 100 yl WME) in eine Mikrotiterplatte (96 wells)
ausgesat (s. Kapitel 4.9.1).

24 h nach der Isolierung wurden bei beiden Spezies Aliquote des Zellkulturmediums

zur Bestimmung des LDH- und Harnstoff-Gehaltes abgenommen und bis zur Analyse
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bei -20°C eingefroren (s. Kapitel 4.9.2 und 4.9.3). AnschlieRend wurde ein
Mediumwechsel durchgefuhrt, der im Folgenden alle 24 h wiederholt wurde. Das
neue WME enthielt kein FCS, wurde ansonsten aber nach derselben Rezeptur wie in

Tabelle 8-4 und 8-5 beschrieben hergestellt.

4.6 Bestimmung der Zellzahl

Mit Hilfe des Trypanblau-Ausschlusstests wurde die Zellzahl bestimmt und die
Vitalitat der Zellsuspension ermittelt (Pappenheimer, 1917; Lindl und Gstrunthaler,
2008). Dafur wurde die Zellsuspension mit einer Pipette grindlich gemischt und 25 pl
Zellsuspension abgenommen. Diese wurden mit 225 ul Trypanblau (0,4%ig) versetzt.
Nach einer Minute Einwirkzeit wurden die Zellen nochmals grundlich resuspendiert
und in einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt (Lindl und Gstrunthaler, 2008). Vitale
Zellen bleiben ungefarbt, tote Zellen werden blau angefarbt.

Die Berechnung der Vitalitat wurde mit folgender Formel bestimmt (Lindl und
Gstrunthaler, 2008):

Vitalitat (%) = A”Zgr;';:f’netngﬁr jﬁ”e” x 100
Zellz

Die Gesamtzellzahl bezieht sich auf alle Zellen, die in der Zahlkammer gezahlt

wurden.

4.7 Collagenbeschichtung

Die primaren Seehund- und Schweine-Hepatozyten wurden in collagenbeschichteten
Zellkulturflaschen kultiviert. Hierzu wurde 1 ml Ready to use Collagenlésung
(2 mg/ml) laut Packungsbeilage mit 9 ml sterilem Reinstwasser gemischt. Je 1 ml
dieser Lésung wurde in eine kleine Gewebekulturflasche (25 cm?) gegeben und
durch Schwenken gleichmaliig verteilt. Die Flaschen wurden Uber Nacht unter der
Sterilbank getrocknet und konnten im Kuhlschrank bis zu sechs Wochen gelagert
werden. Zusatzlich wurden 96 well plates mit dieser Collagenldsung beschichtet. Mit
einer Mehrkanalpipette wurden jeweils 50 pl der Collagenlésung pro well pipettiert

und die Platten analog zu den Zellkulturflaschen weiterbehandelt.
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4.8 Optimierungsversuche zur Leberbiopsie Perfusion

Es sollte Uberprift werden, ob durch den Einsatz von zwei anderen Collagenasen
(NB4, NB8) die Ausbeute und Vitalitat der Schweine-Hepatozyten gesteigert werden
konnte. Verwendet wurden die vom Hersteller empfohlenen Konzentrationen:
NB4 0,24 U/ml; NB8 0,8 U/ml. Die entsprechenden Mengen (NB4: 195 mg;
NB8 133 mg) wurden in 150 ml Perfusionspuffer gelést und die Leberbiopsie
Perfusion ohne weitere Anderungen durchgefiihrt (s. Kapitel 4.5.2.3). Die Ergebnisse

sind in Kapitel 5.4. dargestellt.

Da die Transportdauer der Schweineleber, aufgrund der Entfernung zur Schlachterei,
mit durchschnittlich 90 min relativ lang war, sollte getestet werden, ob sich Ausbeute
und Vitalitdt durch den Transport in einer Konservierungslosung erhdhen lassen.
Verwendet wurde hierfur die University of Wisconsin Losung (UW-LAsung; s Kapitel:
3.5). Die Zusammensetzung der Lésung kann der Tabelle 8-7 im Anhang
entnommen werden. Das Leberstick wurde direkt nach der Entnahme mit Hilfe einer
50 ml Spritze mit der UW-Ldsung durchgespult. Anschlielend wurde das Leberstlck
in UW-L6sung auf Eis transportiert. Vor der Praperfusion wurde das Leberstuck mit
warmer UW-LAsung ca. 20 min gespult (Bakala et al., 2003). Die Leberbiopsie
Perfusion wurde ohne weitere Anderungen durchgefiihrt (s. Kapitel 4.5.2.3). Die

Ergebnisse sind in Kapitel 5.4 aufgefuhrt.
4.8.1 Kultivierung der HepG2-Zellen

Zusatzlich zu den Versuchen mit Seehund- und Schweine-Hepatozyten wurden
Experimente mit der humanen Leberzelllinie HepG2 (Bezugsquelle: Cell Culture
Service, Hamburg) durchgeflhrt. Die Zellen wurden in unterschiedlicher Dichte
(1,6x10° und 3,8x10°) in 10 ml RPMI Medium (+ 10 ml FCS + 1 ml Antibiotikum) in
Zellkulturflaschen (Wachstumsflache: 25 cm?) ausgesat. Die Kultivierung erfolgte im
Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit. Wie in Kapitel 3.6
beschrieben wurde auch bei den HepG2-Zellen alle 24 h ein Mediumwechsel

durchgefuhrt, wobei das Medium immer FCS enthielt.
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4.9 Vitalitatstests
4.9.1 Bestimmung der allgemeinen Stoffwechselaktivitat (XTT-Test)

Die Zellen (Seehund- und Schweine-Hepatozyten sowie humane HepG2-Zellen)
wurden mit einer Dichte von 1x10* Zellen pro well in sterile, collagenbeschichtete
96 well plates ausgesat. Pro Leber bzw. Versuchsansatz mit HepG2-Zellen wurde
eine Mikrotiterplatte nach dem Schema in Abbildung 4-4 mit Zellen beladen und
kultiviert. Der XTT-Test erfolgte 24, 48 und 72 h nach Isolierung bzw. Aussaat der
Zellen also jeweils an Tag 1, Tag 2 und Tag 3 (s. Abbildung 4-4). Jede Messung
beinhaltete je 8 wells mit Medium sowie 8 wells mit unbehandelten Kontrollzellen,
wobei alle Zellen nur einmal vermessen wurden. Zusatzlich zu den Kontrollzellen und
dem Medium wurden an Tag 2 (48 h nach der Isolierung) Zellen mit PCBs und PFOS
inkubiert und zusammen mit den Kontrollen an Tag 3 vermessen (s. Abbildung 4-4).
Dabei wurden dieselben Schadstoffkonzentrationen (1 yM PCB, 50 uM PCB,
30 nM PFOS, 300nMPFOS) wie fur die Inkubationsexperimente in den
Zellkulturflaschen verwendet (s. Kapitel 4.10).

Zur Durchfuhrung des XTT-Tests wird die Reaktionslosung laut Herstellerangaben
angesetzt. Hierzu wird das XTT Jabeling reagent ((Natrium 3’-[1-(Phenyl-
aminocarbonyl)-3,4-Tetrazolium]-bis(4-Methoxy-6-Nitro)-Benzen-Sulfon-saurehydrat)
1 mg/ml, in RPMI 1640, steril) mit dem electron coupling reagent ((N-methyl-
dibenzopyrazin Methylsulfat)1,25 mM, in PBS, steril) im Verhaltnis 49:1 gemischt.
Pro well werden 50 pl dieser Losung appliziert (finale Konzentration 0,3 mg/ml). Nach
einer Inkubationszeit von 4 h wird die Bildung des orangefarbenen Formazans
analysiert. Die zu untersuchenden wells werden bei einer Wellenlange von 450 nm
und einer Referenzwellenlange von 650 nm (FTZ Busum) bzw. 630 nm (GKSS)

vermessen.
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Tag 1 Tag 2 Tag 3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A soocn| 0481 | 3001 o
5 socin| 0481 | S92 o
c socin| 59481 | S0 o
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Abbildung 4-4: Belegungsplan fiir den XTT-Test. gelbe Felder: 1x10* Zellen; blaue Felder: Medium

4.9.2 Nachweis der spezifischen Stoffwechselaktivitat (Harnstoff-Test)

Mit Hilfe des Harnstoff-Tests wurde die von den Zellen synthetisierte Harnstoff-
menge bestimmt. Dafur wurde von jeder Zellkulturflasche ein Aliquot (1 ml) des
Zellkulturmediums abgenommen und bis zur Messung bei -20°C eingefroren. Bei
samtlichen Flaschen wurde alle 24 h ein Mediumwechsel durchgeflhrt. Als Kontrolle
diente Zellkulturmedium aus beschichteten (bei HepG2-Zellen unbeschichteten
Flaschen), welches ohne Zellen flr 24 h inkubiert wurde. Die Proben wurden in
Mikrotiterplatten (96 wells) vermessen.

Auf jeder Platte wurde eine Kalibration mitgefuhrt. Flir die Herstellung der
Standardreihe wurden 50 mg Harnstoff in 50 ml FCS-freiem Zellkulturmedium (bei
HepG2 mit FCS) im Messkolben gelost. Aus der Stammlosung wurden folgende
Konzentrationen angesetzt: 0; 50; 80; 100; 150 und 200 pg/ml. Von den Proben und
den Standards wurde jeweils eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt. Hierzu wurden
pro well je 5yl Probe bzw. Standard in eine Mikrotiterplatte pipettiert und mit 15 pl
Urease-Losung (10%ig) gemischt. Die Platten wurden fur 20 min bei Raum-
temperatur inkubiert. AnschlieRend wurden 30 pl Phenolnitroprusside-Lésung (50 g/l),
30 plI alkalische Hypochlorit-Losung (0,2%ig) und 130 pl destilliertes Wasser nach-

einander in dieser Reihenfolge hinzugefligt. Bei jeder Zugabe wurden die Proben gut
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gemischt. Die Platte wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Intensitat

der Blaufarbung anschlie3end bei 595 nm im Plattenreader vermessen.

4.9.3 Beurteilung der Membranschadigung (LDH-Test)

Zur Messung der LDH-Werte wurde von jeder Zellkulturflasche ein Aliquot (1 ml) des
Zellkulturmediums abgenommen und bis zur Messung bei -20°C eingefroren. Bei
samtlichen Flaschen wurde alle 24 h ein Mediumwechsel durchgefihrt. Die
Bestimmung der Proben erfolgte in dreifacher Ausflihrung. Die Durchfihrung erfolgte
mit dem Cytotoxicity Detection Kit"“S von der Firma Roche in einer Mikrotiterplatte.
Im Test-Kit sind folgende Losungen enthalten: Farbeldsung ((2-[4-lodophenyl]-3-[4-
nitrophenyl]-5-Phenyltetrazoliumchlorid) INT [Ido Tetrazolimchlorid], Katalysator
(Diaphorase/NAD* Mix) und Stopp-Ldsung (1 M HCI) (Reaktionsgleichung s. Kapitel
3.7.4). Zunachst wurde eine Reaktionslosung angesetzt bestehend aus 11,25 ml
Farbeldsung und 250 pl Katalysator. Pro well wurden 100 ul Probe appliziert und mit
100 pl Reaktionsldsung vermischt. Die Platte wurde fur 10 min bei Raumtemperatur
unter Lichtausschluss inkubiert. AnschlieRend wurde pro well 50 pyl Stopp-Lésung
zugefugt. Die Proben wurden bei 492 nm und 630 nm (GKSS) bzw. 650 nm (FTZ)
vermessen. Als Kontrolle diente Zellkulturmedium aus beschichteten (bei HepG2-
Zellen aus unbeschichteten) Zellkulturflaschen, welches ohne Zellen flir 24 h

inkubiert wurde.
4.10 Durchfiihrung der Inkubationsexperimente

Um in den Inkubationsexperimenten die in vivo Situation einer Schadstoffbelastung
mdglichst gut wiederzugeben, wurden die Schadstoffe in umweltrelevanten
Konzentrationen eingesetzt (s. Kapitel 3.9). Im folgenden Abschnitt werden die
Herleitung der verwendeten Schadstoffkonzentrationen und die Durchfuhrung der

Experimente beschrieben.
4101 Durchfuhrung der Inkubationsexperimente mit PCB

Die Berechnung der eingesetzten PCB-Konzentrationen erfolgte auf der Grundlage

der von Vagts (1992) gemessenen PCB-Werte in Seehunden. Untersucht wurden die
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PCB-Gehalte im Fettgewebe von Seehunden aus der deutschen Nordsee. Vagts
(1992) konnte eine PCB-Konzentration von 48-51900 ug/kg Fett (Nassgewicht)
nachweisen. Fur die Berechnung der Schadstoffkonzentrationen musste zunachst
ermittelt werden, welcher Lebermenge (in Gramm) die Zellen in einer
Zellkulturflasche entsprechen. Die ersten Inkubationsexperimente wurden in der
vorliegenden Arbeit mit Zellen durchgefuhrt, die mit der Methode Gewebedissoziation
in Medium (GdM) isoliert wurden. Bei dieser Methode konnen aus einem
Isolierungsansatz (5g Leber werden in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen mit
Collagenase desintegriert s. Kapitel 4.5.2.2) drei Zellkulturflaschen (Volumen des
Mediums: 10 ml) angesetzt werden. Somit entsprechen die Zellen in einer
Zellkulturflasche 1,6 g Leber. Diese Werte wurden auf die Leberbiopsie Perfusion
Ubertragen. Da es sich bei den Aroclor-Lésungen um technische Gemische handelt,
ist die exakte Molmasse nicht bekannt. Fur die Berechnung wurde daher der

Mittelwert aus allen PCB-Kongeneren gebildet (Mpcg = 332,17 g/mol).

48 ng/g-1,6 g=76,8 ng/Flasche 51900 ng/g - 1,6 g=83040 ng/Flasche

MPCB = 332,17 g/mol

Tnmol _ X x = 0,23 nmol = x=0,023 uM
332,17ng 76,8ng
1 nmol X x = 249 nmol = x=24,9uM

332,17ng  83,04ng

In Anlehnung an diese Werte wurden fur die Schadstoffinkubation PCB-
Konzentrationen von 1 uM bzw. 50 yM eingesetzt. Verwendet wurde der Aroclor high
concentration Mix von Supelco, wobei nur die Aroclor-Lésungen 1254, 1260, 1262 (je
Lésung 1000 pg/ml, in Isooctan) eingesetzt wurden (s. Kapitel 3.9).

Um eine Konzentration von 50 uM PCB in den Zellkulturflaschen (10 ml Medium) zu

erreichen, wurden von jeder Aroclor-Losung (je 1000 pg/ml) 55,3 pl in die Flaschen
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pipettiert. Jede Zellkulturflasche enthalt somit 166 ul Isooctan. Die Applikation
erfolgte direkt nach dem Mediumwechsel an Tag 2.

FUr die Inkubationsexperimente mit 1 yM PCB wurde aus den Originallésungen (je
1000 pg/ml) jeweils eine 1:10 (v/v) Verdinnung mit Isooctan angesetzt. Pro
Zellkulturflasche (10 ml Medium) wurden von jeder Verdinnung 10 pl appliziert.
Damit die Konzentration von lIsooctan in allen Flaschen (unabhéngig von der
Schadstoffkonzentration) gleich hoch ist wurden zusatzlich 136 pl Isooctan
zugegeben. Als Kontrolle dienten Zellen, die nur mit Isooctan inkubiert wurden. Pro
Flasche wurden 166 pl Isooctan eingesetzt.

Alle Experimente wurden in dreifacher Ausfihrung angesetzt. Die Inkubationsdauer
betrug 24 h im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit.
Zusatzlich zu den Experimenten in den Zellkulturflaschen, wurden Hepatozyten in
Mikrotiterplatten (96 wells) ausgesat (1x10*well in 100 pl Medium, XTT-Test). Die
Zellen wurden ebenfalls fur 24 h mit Isooctan, 1 uM bzw. 50 uM PCB inkubiert
(s. Kapitel 4.9.1).

4.10.2 Durchfiihrung der Inkubationsexperimente mit PFOS

Die fur die PFOS-Inkubationsexperimente eingesetzten Schadstoffkonzentrationen
wurden auf der Grundlage der von Ahrens nachgewiesenen PFOS-Konzentrationen
in Seehunden aus der Nordsee berechnet. Ahrens et al. (2009a) wiesen in
Seehunden aus der Nordsee PFOS-Konzentrationen in der Leber von 100-1000 ng/g
Nassgewicht nach. Ausgehend von der Annahme, dass sich in einer Zellkulturflasche
(Wachstumsflache: 25 cm?) 1,6 g Leber befinden (s. o. Inkubationsexperimente mit

PCB) wurden die Werte folgendermal3en berechnet:

100 ng/g-1,6 g=160 ng/Flasche 1000 ng/g-1,6 g=1600 ng/Flasche

Mpros = 500 ng/nmol

1nmol X

= x = 0,32 nmol = Xx=32nM
500,07 ng 160ng

1nmol X

= X = 3,2 nmol = x =320 nM
500,07 ng 1600 ng
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Zur Herstellung der Stammlésungen (0,3 und 3 mmol) wurde PFOS in DMSO geldst.
FUr die Inkubationsexperimente bei den Seehund-Hepatozyten wurden die Ver-
dinnungen in DMSO hergestellt. Die finale DMSO-Konzentration von 0,1% in den
Zellkulturflaschen flhrte allerdings zu einer Stérung der Urease Aktivitat im
Harnstofftest. Aus diesem Grund konnten die entsprechenden Tests nicht aus-
gewertet werden. Bei den spater erfolgten Experimenten mit HepG2-Zellen wurden
die Verduinnungen in Zellkulturmedium vorgenommen, um die DMSO-Konzentration
zu verringern (finale DMSO-Konzentration im Medium: 0,01%).

Die Zellen wurden mit einer finalen PFOS-Konzentration von 30 bzw. 300 nM flr
24 h in den Zellkulturflaschen (10 ml Medium) inkubiert. Als Kontrollzellen dienten
Hepatozyten, die mit DMSO inkubiert wurden. Die eingesetzte DMSO-Konzentration
war in allen Flaschen identisch (s. 0. bei Seehund-Hepatozyten: 0,1% (v/v); bei
HepG2-Zellen: 0,01% (v/v)).

Zusatzlich zu den Experimenten in den Zellkulturflaschen wurden Hepatozyten in
Mikrotiterplatten (96 wells) ausgesat (1x10*/well in 100 pl Medium, XTT-Test). Die
Zellen wurden ebenfalls fir 24 h mit DMSO, 30 nM bzw. 300 nM PFOS inkubiert
(s. Kapitel 4.9.1) und mit dem XTT-Test vermessen. Die DMSO-Konzentration betrug
bei den Seehund-Hepatozyten 0,1% (v/v) und bei den Schweine-Hepatozyten und
HepG2-Zellen 0,01% (v/v).

In Tabelle 4-3 sind die mit Seehund-Hepatozyten durchgeflihrten Inkubations-
experimente angegeben. |dealerweise wurden fur die Inkubationsexperimente neun
Zellkulturflaschen verwendet. Dabei wurden drei Flaschen mit dem Ldésungsmittel
(Isooctan; DMSO), drei Flaschen mit der niedrigen Schadstoffkonzentration und drei
Flaschen mit der hohen Schadstoffkonzentration inkubiert (s. Kapitel 3.9 und
Abbildung 3-8). Die Zellmenge, die aus den Lebern der Seehunde Pv 9, Pv 18 und
Pv 20 isoliert wurde, reichte lediglich fur sechs Flaschen (Losungsmittel; hohe

Schadstoffkonzentration).
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Tabelle 4-3: Ubersicht iiber die mit Seehund-Hepatozyten durchgefiihrten
Inkubationsexperimente

Tiernummer Schadstoffkonzentration
Pv 1 1 uM, 50 uM PCB

Pv 5 1 uM, 50 uM, 100 uM PCB
Pv 6 1 uM, 50 uM PCB
Pv7 20 nM, 200 nM PFOS
Pv 8 20 nM, 200 nM PFOS
Pv 10 20 nM, 200 nM PFOS
Pv 11 1 uM, 50 uM PCB

Pv 12 1 uM, 50 uM PCB

Pv 13 1 uM, 50 uM PCB

Pv 14 20 nM, 200 nM PFOS
Pv 15 20 nM, 200 nM PFOS
Pv 16 20 nM, 200 nM PFOS
Pv 17 20 nM, 200 nM PFOS
Pv 18 50 uM PCB

Pv 19 1 uM, 50 uM PCB

Pv 20 300 nM PFOS

Pv 21 30 nM, 300 nM PFOS
Pv 22 30 nM, 300 nM PFOS
Pv 22 1 uM, 50 uM PCB

Pv 23 1 uM, 50 uM PCB

4.11 Proteinextraktion

Im Anschluss an die Inkubationsexperimente wurde die Proteinextraktion
durchgefuhrt. Hierzu wurde von allen Zellkulturflaschen das Zellkulturmedium
vollstandig abgenommen und bei 1300 rpm zentrifugiert. Der Uberstand hiervon
wurde abgenommen und bis zur Analyse bei -80°C eingefroren. Die jeweiligen
Pellets wurden aufgehoben. Auf die Zellen in den Zellkulturflaschen wurde je ein 1 ml
Trypsin/EDTA-LOsung (25%ig) gegeben und fur 4 min bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Anschlie®end wurden die abgeldsten Zellen in 5 ml Medium aufgenommen
und mit den entsprechenden Pellets aus dem ersten Zentrifugationsschritt vereinigt.

Es folgte eine erneute Zentrifugation bei welcher der Uberstand verworfen wurde.
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Die Pellets wurden in 2 ml Medium aufgenommen, wie in Kapitel 4.6 beschrieben
gezahlt und ein weiteres Mal zentrifugiert. Danach wurden die Pellets direkt in 600 pl
Rehydrierungspuffer aufgenommen (Zusammensetzung s. Tabelle 8-6 im Anhang)
und bis zur Analyse bei -80°C eingefroren. Der Rehydrierungspuffer wird fir die
anschlieRende Untersuchung der Proteine mittels 2D-Gelelektrophorese bendtigt
(Behr 2008a). Zunachst mussten die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen
werden. Die Proben wurden aufgetaut, mit 25 pl DNase (150 U) versetzt und fur
10 bzw. 15 min bei 37°C inkubiert. Die Zugabe von DNase und die anschlielRende
Inkubation sind notwendig, um die aus den Zellen ausgetretene DNA zu spalten.
Diese hat im Puffer eine zahe Konsistenz und erschwert die Weiterverarbeitung der
Probe. Nach der Inkubation wurde die Probe im Ultraschall-Desintegrator fur 1 min
bei 40% Impulsstarke behandelt, um die Zellmembran zu zerstéren und die Proteine
im Puffer zu I6sen. Anschlielend wurden die Proben 15 min bei 12.000 g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wird dann mittels 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt
(Behr et al., 2008b).

4.12 Statistik

Die Ergebnisse aus den taglichen Messungen wurden hinsichtlich einer signifikanten
(p<0,05) Veranderung der Vitalitat miteinander verglichen. Die Vergleiche erfolgten
dabei innerhalb der einzelnen Gruppen (Seehund- und Schweine-Hepatozyten sowie
HepG2-Zellen) und zwischen den Gruppen. Die statistischen Analysen wurden mit
dem Programm WinSTAT® durchgefiihrt. Die Daten wurden mit Hilfe des
Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung Uberprift. Da in allen Fallen eine
Normalverteilung vorlag, wurden die Daten mit der Varianzanalyse (ANOVA)

analysiert.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ausarbeitung und Etablierung eines
Zellkulturmodells zur Untersuchung des Schadstoffeinflusses auf Seehunde
(s. Kapitel 1 und 3). Daflir musste zunachst eine Methode etabliert werden, die eine
Isolierung von Seehund-Hepatozyten aus frischtoten Tieren ermdglicht. Zu dem
Zweck wurden verschiedene Isolierungsmethoden gestestet. Die Beurteilung der
Methoden erfolgte anhand der Parameter Zellausbeute und Vitalitat nach
Trypanblau-Ausschlusstest (s. Kapitel 3.7), da diese beiden Parameter einen guten
Vergleich der Methoden ermdglichten und fir die Kultivierung der Hepatozyten
entscheidend waren. Um sicherzustellen, dass die primaren Hepatozyten ihre
Vitalitdt wahrend der gesamten Kultivierungsdauer sowie nach der Inkubation mit
Schadstoffen beibehalten, wurden drei verschiedene Vitalitatsassays angewendet
(XTT-, Harnstoff- und LDH-Test). Zur besseren Einordnung der Ergebnisse und zur
Etablierung der Methoden wurden zusatzlich Untersuchungen an primaren
Schweine-Hepatozyten und an der humanen Zelllinie HepG2 durchgefuhrt.

Zunachst werden die Krankheitsbilder der Seehunde vorgestellt und die Beprobung
der Seehunde beurteilt (s. Kapitel 5.1 und 5.2). AnschlieBRend werden die
verschiedenen Isolierungsmethoden evaluiert (s. Kapitel 5.3). Zum Abschluss
werden die Ergebnisse aus den Vitalitatstests dargelegt und die Schlussfolgerungen
diskutiert (s. kapitel 5.6). Mit Hilfe der Vitalitatstests sollte zudem an
Schweinehepatozyten ermittelt werden, welche Isolierungsmethode die vitalsten
Zellen liefert und welches Medium fir die Kultivierung geeignet ist. Des Weiteren
wurde an Schweine-Hepatozyten die Veranderung der Harnstoffsynthese und LDH-
Freisetzung im Verlauf einer 14tagigen Kultivierung untersucht (s. Kapitel 5.6).

Die Ergebnisse der Vitalitatstests werden fur jeden Test einzeln (Reihenfolge: XTT-,
Harnstoff- und LDH-Test) fur die verschiedenen Zelltypen vorgestellt (Reihenfolge:
Seehund- und Schweinehepatozyten und HepG2-Zellen) und einzeln diskutiert. In
Kapitel 5.6.4 werden die Ergebnisse zusammenfassend Uber alle Tests und

Zelltypen diskutiert.
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Die Tabelle 5-1 gibt einen Uberblick (iber die durchgefiihrten Vitalitatstests mit
primaren Seehund- und Schweine-Hepatozyten sowie HepG2-Zellen. Anhand der
Tabelle kann nachvollzogen werden, welche Vitalitatstests mit den einzelnen

Zellpraparationen durchgefuhrt wurden.

Tabelle 5-1: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Vitalititstests mit Seehund-, Schweine-
Hepatozyten und HepG2-Zellen. Pv = Seehund; S = Schwein; H = HepG2; X = XTT-Test; H = Harn-
stoffsynthese; H+ Iso = Harnstoffsynthese bei verschiedenen Isolierungsmethoden (Gewebe-
dissoziation in Medium, Leberbiopsie Perfusion); H+ Med. = Harnstoffsynthese in 2 verschiedenen
Medien (Hepatozyme-SFM, WME); L = LDH-Freisetzung; L+ Iso = LDH-Freisetzung bei
verschiedenen Isolierungsmethoden (Gewebedissoziation in Medium, Leberbiopsie Perfusion); L+
Med. = LDH-Freisetzung in 2 verschiedenen Medien (Hepatozyme-SFM, WME)

Tier Test

| Xe Ixe | He B I|:|+ He [He | lLe | L t* L+ | L+
PCB | PFOS PCB | PFOS z:i’t‘g' Iso | Med. PCB | PFOS z:i’t‘g' Iso | Med.

Pv
19

Pv
20

Pv
21

Pv
22

Pv
23

23

25

26

27

28

29

HA1

H2

H3

H4

XXX [X[X]| X

HS
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5.1 Krankheitsbilder der beprobten Seehunde

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieldlich Seehunde beprobt, die eines
naturlichen Todes gestorben sind oder aufgrund einer schweren Erkrankung gemaf}
tierschutzrechtlicher Grundlagen von Seehundjagern getdtet werden mussten
(Amtsblatt Schleswig-Holstein, 1997) (s. Kapitel 4.4.1).

Die haufigsten Grinde fir die gezielte Toétung von Heulern waren: starke De-
hydrierung, starker Durchfall, deutliche Schwachung und Lethargie (kein Abwehr-
verhalten). Bei den alteren Tieren (3-11 Monate) kamen als weitere Kriterien
Blutungen aus dem Maul, Absonderung von der Gruppe, fehlendes Fluchtverhalten,
auffallige Atemgerausche und ein schlechter Allgemeinzustand hinzu. In die vor-
liegende Arbeit flossen auch Daten von Tieren mit ein, die wahrend der
Rehabilitation in der Seehundstation Friedrichskoog verstarben. Samtliche beprobten
Seehunde wurden von Mitarbeitern des FTZ vollstandig seziert (Siebert et al., 2007).
Die Befunde sind in den Tabellen 5-2 und 5-3 zusammengefasst.

Insgesamt konnten 12 Heuler (7 Mannchen, 5 Weibchen) im Alter von
3 Stunden-1 Monat und 11 Jungtiere (9 Mannchen, 2 Weibchen) im Alter von
3-11 Monaten beprobt werden. Bei einem Drittel der untersuchten Heuler lag eine
Escherichia coli Sepsis vor. Ein Lungenddem konnte bei 4 Tieren diagnostiziert
werden. Zudem waren verschiedene Organe von Entziindungen betroffen (s. Tabelle
5-2). Die Erkrankungen der Jungtiere waren sehr vielfaltig. Als haufigste Erkrankung
(7 von 11 Tieren) wurde eine Lungenentzindung diagnostiziert. Am zweit- und
dritthaufigsten (5 bzw. 4 von 11 Tieren) wurden eine Endoparasitose bzw. eine
Hepatitis festgestellt (s. Tabelle 5-3).

Zusatzlich zu den Erkrankungsursachen sind in den Tabellen 5-2 und 5-3 die von
Ahrens et al. (2009a,b) nachgewiesenen PFOS-Konzentrationen angegeben. Mit
Hilfe der gemessenen Werte kdnnen Aussagen zur Belastung der Tiere mit PFOS
getroffen werden und ggf. die Ergebnisse aus den Vitalitatstests damit korreliert
werden. Daten zur Belastung der Tiere mit PCBs liegen nicht vor. Es sind Proben
vorhanden mit denen die PCB-Belastung zu einem spateren Zeitpunkt analysiert

werden kann.
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Tabelle 5-2: Befunde der Heuler (Erlduterung der medizinischen Fachbegriffe s. Tabelle 8-8 im

Anhang)
Tiernummer Datum Erkrankungsursache P(Ij] glsg;vng:giaritﬁtl;fr
Pv 1 13.06.2006 Verdacht auf An_eurysm_a oder 1019
Thrombose im Gehirn
Pv 2 22.06.2006 Scc Sepsis 1683
Pv 3 23.06.2006 E. coli Sepsis 866
Pv 4 27.06.2006 Enteritis mit finaler Sepsis 439
Pv 8 17.06.2007 Enteritis mit finaler Sepsis 303
Pv 9 27.06.2007 E. coli Sepsis 2723
Pv 10 11.07.2007 Augen- und Nierenentziindung 204
Pv 18 13.06.2008 Meningoenzephalitis n.b.
Pv 19 14.06.2008 Meningoenzephalitis 741
Pv 20 17.06.2008 Kachexie 418
Pv 21 18.06.2008 Kachexie und E.coli Sepsis 643
Py 22 27 06.2008 Kachexie, Gassérssgteritis, E. coli 923

* Die Erhebung der PFOS-Daten wurde von L. Ahrens durchgefiihrt (Ahrens et al., 2009a,b);
n.b. = nicht bestimmt

Tabelle 5-3: Befunde der Jungtiere (Erlduterung der medizinischen Fachbegriffe s. Tabelle 8-8 im

Anhang)
PFOS-Werte der
Tiernummer Datum Erkrankungsursache Leber (ng/g

Nassgewicht)*

Pv5 03.01.2007 Endoparasitosg,elg;c:i:licszhopneumonie, 951

Pv 6 15.02.2007 Endoparasitose, Phlegmone 277

Pv 11 26.11.2007 Kachexie mit finaler E. coli Sepsis 1665

Pv 12 05.12.2007 Bronchopneumonie, finale Brucellen Sepsis 594

Pv 13 05.12.2007 Bronchopneumonie 1251

Pv 14 29.01.2008 Hepatitis, Bronchopneumonie 495

Pv 15 29.01.2008 Hepatitis, Enteritis, Bronchopneumonie 577

Pv 16 31.01.2008 Endoparasitose, Hepatitis 367

Pv 17 14.02.2008 Brucellen, Streptokokken Sepsis 298

Pv 23 02.09.2008 Rotlauf Sepsis 431

*Die Erhebung der PFOS-Daten wurde von L. Ahrens durchgefiihrt (Ahrens et al., 2009a,b)
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5.2 Beprobung der Seehunde und Schweine

Bei den Seehunden variierte die Zeitspanne zwischen dem Eintritt des Todes und
dem Beginn der Zellisolierung deutlich. Diese Zeitspanne wird im Folgenden als
Transportdauer definiert und betrug durchschnittich 100 min. Abhangig von der
Entfernung des Fundortes der Tiere betrug die langste Transportdauer 3 h und
20 min und die kurzeste 20 min. Da maoglicherweise ein Zusammenhang zwischen
der Lange der Transportdauer und der Zellausbeute bzw. Vitalitat besteht, wird die
Transportdauer im Folgenden mit angegeben und diskutiert (s. Kapitel 5.3.2.3) Die
Transportdauer bei den Schweinelebern dauerte im Schnitt 90 min und variierte nur
leicht.

Bei der Beprobung der Seehunde und Schweine fiel die unterschiedliche Konsistenz
der Leber auf, die bei der Schweineleber deutlich fester war. Eine mogliche Ursache

konnte der hohe Collagen-Anteil in der Schweineleber sein (Liebich, 1990).

5.3 Ergebnisse und Diskussion der verwendeten Isolierungs-

methoden

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Zellisolierung primarer Seehund-
und Schweine-Hepatozyten prasentiert. Die Methoden Gewebedissoziation in
Medium (GdM) und die Leberbiopsie Perfusion wurden zur lIsolierung primarer
Seehund- und Schweine-Hepatozyten eingesetzt. Die ubrigen Methoden wurden nur
zur Isolierung primarer Seehund-Hepatozyten verwendet. Die Ergebnisse werden
nacheinander fur jede Isolierungsmethode vorgestellt und abschliel3end vergleichend
diskutiert (s. Kapitel 5.6.4).

5.3.1 Mechanische Isolierungsmethoden

Die mechanische lIsolierung der primaren Seehund-Hepatozyten wurde mit zwei
verschiedenen Methoden durchgefihrt. Hierbei handelt es sich um die Gewebe-

dissoziation mittels Sieb (GdS) und um die Explantatkultur (EpK).
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5.3.1.1 Gewebedissoziation mittels Sieb (GdS)

Bei dieser mechanischen Isolierungsmethode wurde die Gewebedissoziation mit
Hilfe eines Siebes durchgeflhrt. Hierzu wurden kleine Leberstlicke vorsichtig durch
ein Sieb gestrichen. Durch diese Vorgehensweise lasst sich das Lebergewebe in
Einzelzellen zerlegen. Die morphologische Betrachtung der Hepatozyten nach der
Zellisolierung deckte eine unregelmafige Zellform auf (s. Abbildung 5-1). Zudem
befanden sich auller den Hepatozyten viele Erythrozyten und Zelltrimmer in den
Kulturen. Nach drei Tagen konnte ein leichtes Fibroblasten-Wachstum beobachtet
werden, welches im Laufe der Kultivierung stark zunahm. Die Hepatozyten hefteten
sich, entgegen der Erwartung, nicht am Boden der Zellkulturflasche.

Die Daten zur Ausbeute und Zellvitalitat der Seehund-Hepatozyten sind in Tabelle
5-4 dargestellt. Die Zellausbeute gibt die Gesamtzahl aller isolierten, vitalen
Hepatozyten an (Bestimmung der Vitalitdt mit Trypanblau s. Kapitel 4.6). Aufgrund
der geringen Datenmenge konnte kein Zusammenhang zwischen der Zellausbeute

bzw. Vitalitat und der Transportdauer hergestellt werden.

Tabelle 5-4: Ausbeute und Vitalitat der isolierten Seehund-Hepatozyten (Methode: GdS)

Tiernummer | Gewicht der Zellausbeute Vitalitat nach Transportdauer
Leberstiicke (gesamt) Trypanblaufarbung [min]
[x10%] [%]
Pv 3 n.b. 18,4 89 30
Pv 4 n.b. 16,0 99 170

n.b. = nicht bestimmt

*Transportdauer = Zeitspanne zwischen Eintritt des Todes und Beginn der Zellisolierung
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Abbildung 5-1: Primédre Seehund-Hepatozyten (Pv 4) 96 h nach der Isolierung (GdS), Medium:
Opti-MEM,; roter Pfeil: Hepatozyten; schwarze Pfeile: Zelltrimmer; Vergr.: 200x

5.3.1.2 Explantatkultur (EpK)

Bei der Explantatkultur wurde ein Leberstiick zerkleinert und die erhaltenen Stlicke in
speziell praparierte Zellkulturflaschen ausgebracht (s. Kapitel 4.5.1.2). Zur Be-
handlung der Zellkulturflasche wurden mit einer heillen Pinzette kleine Vertiefungen
in den Boden der Flasche geschmolzen. Die Gewebestlcke sollten sich in den
Vertiefungen festheften. Allerdings konnte keine Anheftung der Gewebestlicke fest-
gestellt werden. Ebenso wenig konnte nach sechswochiger Kultivierung ein Aus-
wandern von Zellen aus den Explantaten festgestellt werden. Es trat lediglich ein

leichtes Fibroblasten-Wachstum auf.
5.3.2 Enzymatische Isolierungsmethoden

Fir die enzymatische Isolierung der primaren Seehund- und Schweine-Hepatozyten
wurden drei verschiedene Methoden getestet. Allen Methoden gemeinsam ist die

Verwendung von Collagenase zur Dissoziation des Lebergewebes.
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5.3.2.1 Gewebedissoziation in PBS (GdP)

Bei der Gewebedissoziation in PBS wurden kleine Leberstiucke fir 5 min in
collagenasehaltigem PBS inkubiert. Die mit dieser Methode isolierten Hepatozyten
wiesen eine unregelmalige Zellform auf und adharierten nicht am Boden der
Zellkulturflaschen. Des Weiteren befanden sich sehr viele Erythrozyten in den
Kulturen. Nach drei Tagen lie} sich ein leichtes Fibroblasten-Wachstum feststellen,
welches im Laufe der Kultivierung stark zunahm.

In Tabelle 5-5 sind Ausbeute und Vitalitat der Seehund-Hepatozyten zusammen-
gefasst, wobei sich die Ausbeute auf die Gesamtzahl aller isolierten, vitalen Zellen
bezieht. Ein Zusammenhang zwischen der Transportdauer und den Parametern

Zellausbeute und Vitalitat konnte nicht detektiert werden.

Tabelle 5-5: Ausbeute und Vitalitat der isolierten Seehund-Hepatozyten (Methode: GdP)

Seehund | Gewicht der | Zellausbeute Vitalitat nach Transportdauer*
Leberstiicke | (gesamt) [x1 0°] Trypanblaufarbung [%] [min]
Pv 1 n.b. 0,9 90 180
Pv 2 n.b. 1,3 90 170
Pv 3 n.b. 1,6 94 30
Pv 4 n.b. 16,0 99 170

n.b. = nicht bestimmt
*Transportdauer = Zeitspanne zwischen Eintritt des Todes und Beginn der Zellisolierung

5.3.2.2 Gewebedissoziation in Medium (GdM)

Die Durchfihrung dieser Methode ist mit der Gewebedissoziation in PBS (GdP)
vergleichbar. Allerdings wurde hier eine gréRere Menge Lebergewebe eingesetzt und

die Inkubation mit Collagenase fur drei Stunden (statt 5 min bei GdP) durchgefuhrt.

Seehund-Hepatozyten

Die Hepatozyten wiesen die gleiche unregelmalige Gestalt auf wie bei den vorher
beschriebenen Methoden. Eine Anheftung der Zellen an den Boden der Kultur-
flaschen erfolgte nicht. Vereinzelt konnte ein leichtes Fibroblasten-Wachstum
beobachtet werden. AuBRerdem gelangten bei dieser Methode ebenfalls viele
Erythrozyten und Zelltrimmer in die Kulturen (s. Abbildung 5-2). Die Ausbeute und

Vitalitat der isolierten Seehund-Hepatozyten kénnen der Tabelle 5-6 entnommen
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werden. Durchschnittlich konnten 9x10° Zellen pro Gramm Leber isoliert werden. Die

Hohe der Gesamtausbeute betrug durchschnittlich 1,7x10” Zellen. Die mit dem

Trypanblau-Ausschlusstest ermittelte Vitalitat reichte von 87-99% der Gesamtzellzahl.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Zellausbeute bzw. Vitalitat und der

Transportdauer der Tiere festgestellt werden.

Tabelle 5-6: Ausbeute und Vitalitét der isolierten Seehund-Hepatozyten (Methode: GdM)

Seehund | Gewicht der | Zellausbeute | Zellausbeute Vitalitat nach Transport-
Leberstiicke | pro g Leber* (gesamt) Trypanblaufarbung dauer**
la] [x10%/g] [107] [%] [min]
Pv5 30 18,0 5,3 99 120
Pv 6 20 10,0 2,0 87 60
Pv7 30 3,7 1,7 99 60
Pv 8 15 32,0 4,8 99 150
Pv 9 25 0,6 1,4 94 40
Pv 10 25 8,8 2,2 99 180
Pv 11 20 3,9 78 97 120
Pv 12 20 1,9 0,2 99 60
Pv 13 20 2,0 0,4 98 60

*bezieht sich auf das zur Isolierung verwendete Leberstiick
**Transportdauer = Zeitspanne zwischen Eintritt des Todes und Beginn der Zellisolierung

Abbildung 5-2: Primdre Seehund-Hepatozyten (Pv 13) 24 h nach der Isolierung, Medium:
Hepatozyme-SFM, rote Pfeile: Hepatozyten; weilte Pfeile Erythrozyten; schwarze Pfeile: Zelltrimmer;
Vergr.: 200x, Messbalken:100 ym
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Schweine-Hepatozyten

Die Isolierung der Schweine-Hepatozyten erfolgte analog zur Isolierung der
Seehund-Hepatozyten (Durchfihrung s. Kapitel 4.5.2.3). Wie der Abbildung 5-3 zu
entnehmen ist, wiesen die Schweine-Hepatozyten morphologisch die gleiche
unregelmallige Zellform auf, wie die in Abbildung 5-2 gezeigten Seehund-
Hepatozyten. Auch in diesem Fall hefteten sich die Hepatozyten nicht am Boden der
Zellkulturflasche an. Wie in Abbildung 5-3 hervorgehoben, sind neben den
Hepatozyten auch Erythrozyten und Zelltrimmer Bestandteil der Kultur. Die
Schweine-Hepatozyten erscheinen, trotz derselben Vergroflerung, groRer als die
Seehund-Hepatozyten in Abbildung 5-2. Die beiden Zellfotos wurden mit zwei
verschiedenen Kameras aufgenommen, die unterschiedliche Brennweiten haben,
wodurch sich der Unterschied ergibt. In der Literatur sind allerdings auch
artspezifische Grollenunterschiede bei Hepatozyten beschrieben (Battle und Stacey,
2001). Die Informationen zur Ausbeute und Vitalitdt der Hepatozyten konnen der
Tabelle 5-7 entnommen werden. Die durchschnittlich erzielte Gesamtausbeute
betrug 1,7x107 Zellen. Pro Gramm Leber konnten im Schnitt 9,1x107 Zellen mit einer
Vitalitat von 96% isoliert werden. Die Transportdauer der Schweineleber schwankte
nicht so stark wie bei Seehunden. Eine Korrelation mit der Zellausbeute und der

Vitalitat konnte nicht detektiert werden.

Tabelle 5-7: Ausbeute und Vitalitat der isolierten Schweine-Hepatozyten (Methode: GdM)

Schwein | Gewicht der | Zellausbeute | Zellausbeute Vitalitat nach Transport-
Leberstiicke | pro g Leber* (gesamt) Trypanblaufarbung dauer**

[g] [x10°/g] [107] [%] [min]

S1 40 1,0 0,4 95 90

S3 20 5,3 1,0 99 95

S4 20 5,4 1,1 99 100

S6 10 6,2 0,6 98 95

S27 20 11,0 2,2 90 95

S 28 20 26,0 5,2 98 80

S 29 20 9,0 1,8 96 100

*bezieht sich auf das zur Isolierung verwendete Leberstiick
**Transportdauer = Zeitspanne zwischen Eintritt des Todes und Beginn der Zellisolierung
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Abbildung 5-3: Primdre Schweine-Hepatozyten (S 28) 48 h nach der Isolierung, Medium:
Hepatozyme-SFM, rote Pfeile: Hepatozyten; weille Pfeile: Erythrozyten; orangefarbene Pfeile:
Zelltrimmer; Vergr.: 200x, Phasenkontrast-Aufnahme

5.3.2.3 Leberbiopsie Perfusion

Bei der Leberbiopsie Perfusion wird ein Stick der entnommenen Leber mit
collagenasehaltigem Puffer perfundiert und das Gewebe dadurch in Einzelzellen
aufgeldst. Die Durchfuhrung erfolgte bei Seehund- und Schweineleber analog
(s. Kapitel 4.5.2.3), weshalb die Ergebnisse im nachsten Abschnitt zusammen

dargestellt werden.
Seehund- und Schweine-Hepatozyten

Die Ergebnisse fur die Vitalitdt und Ausbeute der isolierten Seehund-Hepatozyten
befinden sich in Tabelle 5-8. Fir die Schweine-Hepatozyten kénnen die Ergebnisse
aus Tabelle 5-9 entnommen werden. Die Hepatozyten beider Spezies besalden in
den ersten 24 h nach der Isolierung eine kreisrunde Zellform. Vitale Hepatozyten
hefteten sich binnen 3 h nach der Isolierung an den Boden der Zellkulturflaschen an.
Im Laufe des zweiten Kultivierungstages begannen die Hepatozyten ihre
morphologische Erscheinungsform zu verandern (Abbildung 5-4). Durch die
Ausbreitung der Hepatozyten kam es zur Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten

(s. Abbildung 5-5 und 5-6). Drei Tage nach der Isolierung hatte sich ein konfluenter
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Zellrasen ausgebildet. Dies deckt sich mit Beobachtungen aus der Literatur (Reese
und Byard, 1981; Koebe et al, 1995). Es befanden sich deutlich weniger
Erythrozyten in den Kulturen als bei den vorher beschriebenen Isolierungsmethoden.

Ein Wachstum von Fibroblasten konnte nicht beobachtet werden.

1
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Abbildung 5-4: Primare Schweine-Hepatozyten 3 h nach der Isolierung (S 29), Medium: WME,
rote Pfeile: ausgebreitete Hepatozyten; gelbe Pfeile: nicht ausgebreitete Hepatozyten; weilte Pfeile:
Erythrozyten; Verg. 200x, Phasenkontrast-Aufnahme

Mit der Leberbiopsie Perfusion konnten bei den Seehunden im Schnitt 8,3x10° Zellen
pro Gramm Leber isoliert werden. Die durchschnittliche Gesamtausbeute betrug
3,8x10" bei einer Vitalitdit von 79-99%. Die Transportdauer schwankte stark
(zwischen 40 und 180 min). Es konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen der
Transportdauer und der Zellausbeute hergestellt werden. Dieser Beobachtung deckt
sich mit Ergebnissen aus Studien an primaren Schweine-Hepatozyten (Koebe et al.,
2000; Transportdauer 35-60 min) sowie Pferde-Hepatozyen (Bakala et al., 2003;
Transportdauer: 180-350 min) und humanen Hepatozyten (Serralta et al., 2003;
Transportdauer max. 85 min), die mittels Perfusion isoliert wurden. Auffallig ist, dass
in der vorliegenden Arbeit die Grole des Lebersticks nicht mit Zellausbeute
korrelierte. Ein grofes Leberstick flhrte nicht automatisch zu einer hohen Zell-
ausbeute. Es konnte eher ein negativer Zusammenhang (kleines Leberstiuck, hohe
Zellausbeute) festgestellt werden, der aber nicht immer gegeben war (s. Tabelle 5-8).
Richert et al. (2004) machten eine ahnliche Beobachtung bei der Isolierung humaner

Hepatozyten. Sie isolierten Hepatozyten aus Leberbiopsien, die 50-150 g wogen und
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aus Biopsien mit einem Gewicht von mehr als 150 g. Die Zellausbeute war hoher,
wenn die verwendeten Lebersticke weniger als 150 g wogen. Dieser Unterschied
war jedoch nicht signifikant. In der Studie von Vondran et al. (2008) an humanen
Hepatozyten konnte ebenfalls kein Zusammenhang zwischen der Groélke der Leber-

biopsie und der Zellausbeute festgestellt werden.

Tabelle 5-8: Ausbeute der isolierten Seehund-Hepatozyten (Methode: LbP)

Seehund | Gewicht des | Zellausbeute | Zellausbeute Vitalitat nach Transport-
Leberstiicks | pro g Leber* (gesamt) Trypanblaufarbung dauer**
[g] [x10%/g] [107] [%] [min]
Pv 14 108 3,1 3,3 99 60
Pv 15 163 2,6 4.2 99 50
Pv 16 87 3,9 3,4 99 70
Pv 17 48 9,5 4,6 95 60
Pv 18 48 0,5 0,2 79 90
Pv 19 31 15,0 47 88 120
Pv 20 52 5,4 2,8 97 45
Pv 21 25 18,0 4,5 98 60
Pv 22 43 17,0 7.3 97 150
Pv 23 35 8,3 2,9 95 180

*bezieht sich auf das zur Isolierung verwendete Leberstiick
**Transportdauer = Zeitspanne zwischen Eintritt des Todes und Beginn der Zellisolierung

Abbildung 5-5: Primdre Seehund-Hepatozyten (Pv 22) 24 h nach der Isolierung, Medium: WME,
rote Pfeile: ausgebreitete Hepatozyten; schwarze Pfeile: nicht ausgebreitete Hepatozyten; weille
Pfeile: Erythrozyten; Vergr.: 400x; Messbalken: 50 um
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Bei der Isolierung der Schweine-Hepatozyten konnte eine durchschnittliche Ausbeute
von 5,7x10° Zellen pro Gramm Leber erzielt werden. Die Gesamtzellzahl betrug im
Schnitt 3,6x10” Zellen. Die Schwankungsbreite der Vitalitit war mit 56-99% sehr
hoch. Vergleicht man die Grolie des zur Isolierung verwendeten Leberstlicks mit der
Zellausbeute, so lasst sich kein stringenter Zusammenhang zwischen den beiden
Parametern herstellen. Wobei eher ein negativer Zusammenhang als ein positiver
Zusammenhang beobachtet werden kann (kleines Leberstuck, hohe Zellausbeute).
Diese Beobachtungen decken sich mit den Angaben in der Literatur (s. o. Richert et
al. (2004). Die Transportdauer korrelierte in der vorliegenden Arbeit nicht mit der Zell-
ausbeute, wobei die Dauer geringe Schwankungen aufwies (90-135 min). Dies deckt
sich mit Daten aus der Literatur aus Studien an primaren Schweine-Hepatozyten
(Koebe et al., 2000; Transportdauer 35-60 min) sowie Pferde-Hepatozyen (Bakala et
al., 2003; Transportdauer: 180-350 min) und humanen Hepatozyten (Serralta et al.,
2003; Transportdauer max. 85 min), die mittels Perfusion isoliert wurden.

Tabelle 5-9: Ausbeute und Vitalitét der isolierten Schweine-Hepatozyten (Methode: LbP)

Gewicht des | Zellausbeute | Zellausbeute Vitalitat nach Transport-

Tiernummer | Leberstiicks pro g Leber (gesamt) Trypanblaufarbun dauer

[g] [x10%/g]* [107] g [%] [min]**
S8 124 0,6 0,8 92 90
S9 115 0,9 1,0 90 90
S10 98 4,9 4,8 99 90
S 11 139 1,2 1,7 97 90
S 12 94 0,7 0,7 94 90
S15 66 3,0 6,0 61 80
S 20 72 24 1,7 75 120
S 21 74 9,9 7,3 80 90
S22 63 24 1,5 78 105
S23 48 3,3 1,6 76 100
S 24 85 4,8 4,1 56 90
S 25 70 16,0 11 68 95
S 26 75 8,0 6,0 76 105
S 27 36 9,7 3,5 81 95
S 28 48 8,5 4,1 79 80
S 29 33 15,0 4,9 82 100

*bezieht sich auf das zur Isolierung verwendete Leberstiick

**Transportdauer = Zeitspanne zwischen Eintritt des Todes und Beginn der Zellisolierung
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Abbildung 5-6: Primare Schweine-Hepatozyten (S 28) 72 Isolierung, Medium: WME, rote
Pfeile: ausgebreitete Hepatozyten; blauer Pfeil: Zellkern; weiler Pfeil: Erythrozyt; orangefarbener Pfeil:
Zelltrimmer; Vergr.: 200x, Phasenkontrast

5.3.3 Vergleichende Diskussion der Isolierungsmethoden

Zur Isolierung der primaren Seehund- und Schweine-Hepatozyten wurden sowohl
mechanische als auch enzymatische Methoden verwendet. Uberlegungen die die
Wahl der Isolierungsmethode beeinflussten, waren die bendtigte Vorlaufzeit bis zum
Beginn der Isolierung und der Zeitbedarf fur die Durchfihrung der Isolierung. Die
Entscheidung welche Methode am besten geeignet ist, erfolgte anhand der
Parameter Zellausbeute, Vitalitdt nach Trypanblaufarbung und Morphologie der
Hepatozyten. Das Gewicht des zur Isolierung verwendeten Leberstliicks wurde
allerdings nicht bei allen Methoden bestimmt. Deshalb lasst sich die erzielte
Ausbeute der verschiedenen Isolierungsmethoden untereinander nicht vergleichen.
Dennoch kann die Gesamtausbeute als Parameter fur die Beurteilung der
Isolierungsmethoden herangezogen werden. Fur das Zellkulturmodell wird eine
Gesamtzellzahl von 3,5x10’ Zellen benétigt (s. Kapitel 3.4). Diese Zahl ergibt sich
aus der fur die 2D-Gelelektrophorese bendtigten Proteinmenge. Jede Zellkultur-
flasche muss mit 3,8x10° Zellen angesetzt werden, um eine ausreichend hohe
Proteinmenge zu erzielen. Ein vollstandiger Ansatz fur das Zellkulturmodell umfasst
neun Flaschen (s. Kapitel 3.9). Die erforderliche Gesamtzellzahl konnte weder mit

der Methode der Gewebedissoziation mittels Sieb (1,7x10” Zellen) noch mit der
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Gewebedissoziation in PBS (0,5x10’ Zellen) bzw. in Medium (1,7x107 Zellen) erreicht
werden. Diese Methoden eignen sich demnach nicht, um primare Hepatozyten flr
das Zellkulturmodell zu gewinnen. Mit der Leberbiopsie Perfusion konnten dagegen
in beiden Spezies ausreichend hohe Zellzahlen isoliert werden (s. Tabellen 5-8 und
5-9). Die Leberbiopsie Perfusion lieferte bei den Schweinelebern mit durchschnittlich
5,7x10°/g Leber geringere Werte als bei den Seehunden (8,3x10°/g Leber). Die
Ausbeute liegt damit unter den in der Literatur angegebenen Werten fur Schweine-
leber (2,4x10%g Leber, Christiansen 2000; 4x10%/g Leber, Frohlich 2004; 1,7x10%g
Leber, Wundt 2009). Korff (2010) erzielte bei der Isolierung primarer Schweine-
Hepatozyten mit durchschnittlich 4,3x10°/g Leber ebenfalls geringere Werte als in der
Literatur angegeben. Es kommen mehrere mogliche Ursachen fur die Abweichungen
der Zellausbeute von diesen Literaturwerten in Frage. Es ist nicht auszuschlie3en,
dass die Schweinerasse einen Einfluss auf die Ausbeute der Hepatozyten hat. In den
oben genannten Literaturstellen wird nicht beschrieben, aus welcher Schweinerasse
die Leber entnommen wurde. Seglen (1976) stellte bei der Isolierung primarer
Ratten-Hepatozyten fest, dass die Zellen aus den beiden untersuchten Rattenarten
unterschiedlich sensibel auf den Isolierungsprozess reagierten.

Ein weiterer Faktor, der die Zellausbeute beeinflusst, ist das Alter bzw. Gewicht der
Schweine. Koebe et al. (2000) fanden heraus, dass sie die hochste Zellausbeute
erzielten, wenn die Schweine ein Alter von 4-8 Wochen verwendeten. Bei alteren
Tieren erhdhten sich die bendtigte Collagenase Menge und die Perfusionszeit, was
in beiden Fallen zu einem Verminderung der Ausbeute und Vitalitat fihrte (Koebe et
al. (2000). Das Alter der Schweine aus denen in der vorliegenden Arbeit die Leber
verwendet wurde, betrug ca. 4-5 Monate. Einen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem Gewicht (6-40 kg) der Schweine und der erzielten Zellausbeute
stellten Gerlach et al. (1996) fest. Sie erhielten bei leichteren Schweinen (und damit
kleineren Lebern) eine hohere Ausbeute. In der vorliegenden Arbeit hatten die
Schweine bei der Schlachtung ein Gewicht von ca. 100 kg. In den meisten Arbeiten
wird weder das Gewicht noch das Alter der Schweine angegeben, was den Vergleich
der erzielten Ausbeuten erschwert. Des Weiteren konnten eventuell Unterschiede in
der zur Isolierung verwendeten Apparatur einen Einfluss auf die Ausbeute haben.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Apparatur wurde in Anlehnung an die von
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Christiansen (2000) entwickelte Anlage konstruiert. Allerdings konnten nicht alle
Komponenten exakt Ubernommen werden (s. Kapitel 4.5.2.3), da es sich z. B. bei
dem GefaR, in dem das Leberstick wahrend der Isolierung platziert wird, um eine
spezielle Einzelanfertigung handelt. Dieses Gefal} ist doppelwandig und wird von
37°C warmen Wasser durchflossen, was eine Abklhlung des rezirkulierenden
Praperfusionspuffers verhindert. Bei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Apparatur musste der Praperfusionspuffer fortlaufend im Wasserbad erwarmt werden,
wodurch es zu Schwankungen in der Temperatur kommen kann. Allerdings werden
ahnliche Apparaturen (ohne doppelwandiges Gefal) auch erfolgreich von anderen
Arbeitsgruppen zur Isolierung primarer Hepatozyten verwendet (Reese und Byard,
1981; Koebe et al., 2000; Vondran, 2008). Die genaue Ursache fur die geringere
Ausbeute der Schweine-Hepatozyten konnte nicht geklart werden.

Es ist auffallig, dass die Ausbeute der Seehund-Hepatozyten mit 8,3x10°/g Leber
héher ausfallt als bei den Schweine-Hepatozyten (5,7x10°/g). Diese Beobachtung
machte auch Korff (2010). Die Ausbeute der Seehund-Hepatozyten Ubertraf die der
Schweine-Hepatozyten um das sechsfache (25,2x10°%/g Leber vs. 4,3x10%g Leber)
(Korff, 2010). Eine mdgliche Ursache kénnten artspezifische Unterschiede im Aufbau
des Lebergewebes sein. Vergleicht man die Beschaffenheit der Leberproben von
Seehunden und Schweinen, so stellt man eine groRere Festigkeit der Schweine-
lebern fest. Dies konnte auf den hohen Collagen-Anteil in der Schweineleber zurlck-
zufihren sein (Liebich, 1990). Aufgrund des hohen Collagen-Anteils, musste zur
Isolierung der Schweine-Hepatozyten vermutlich eine hohere Collagenase-
Konzentration eingesetzt werden, um eine bessere Zellausbeute zu erzielen. Dies
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht gestestet, da die Leberbiopsie Perfusion fur
die Isolierung primarer Seehund-Hepatozyten etabliert werden sollte und mit den
verwendeten Parametern flr beide Tierarten eine ausreichend hohe Zellzahl erzielt
wurde.

Die durchschnittliche mit Trypanblau ermittelte Vitalitat der Seehund-Hepatozyten,
die in der vorliegenden Arbeit mit der Leberbiopsie Perfusion isoliert wurden, liegt bei
95%. Die von Korff (2010) ermittelte Vitalitat fiel mit durchschnittlich 73% geringer
aus. Die mit der Leberbiopsie Perfusion isolierten Schweine-Hepatozyten wiesen in

der vorliegenden Arbeit eine durchschnittliche Vitalitat von 79% auf. Die in dieser
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Arbeit erzielten Vitalitdten sind mit den in der Literatur angegebenen Werten (70-98%)
vergleichbar (Koebe et al., 1999; Clement et al., 2001; Liu et al., 2004; Korff, 2010).
Hinsichtlich ihres Erscheinungsbildes unterschieden sich die Seehund- und
Schweine-Hepatozyten nicht voneinander. Vergleicht man jedoch die Hepatozyten,
die mit verschiedenen Methoden isoliert wurden, lasst sich ein Unterschied fest-
stellen. Nur die Hepatozyten, die mit der Leberbiopsie Perfusion gewonnen wurden,
hatten nach der Isolierung eine kreisrunde Zellform und bildeten im Laufe der
Kultivierung einen Monolayer aus. Die Hepatozyten, die mit den tbrigen Methoden
isoliert wurden, scheinen durch die Prozedur geschadigt worden zu sein, auch wenn
sich dies nicht mit dem Trypanblau-Ausschlusstest belegen lasst. Sie haben nach
der Isolierung eine unregelmafige Zellform und bilden keinen Monolayer aus.
Betrachtet man alle erwahnten Parameter eignet, sich nur die Leberbiopsie Perfusion
zur lIsolierungen primarer Seehund- und Schweine-Hepatozyten. Die Leberbiopsie
Perfusion lasst sich ohne lange Vorbereitungszeit gut durchfuhren. Fir den
gesamten Ablauf werden ca. 3 h bendtigt. Damit ist die Leberbiopsie Perfusion fur
die Gegebenheiten in der vorliegenden Arbeit (Beprobung der Seehunde nicht
planbar) gut geeignet

Anhand der Ergebnisse der Leberbiopsie Perfusion wurde untersucht, ob es einen
Zusammenhang zwischen Ausbeute bzw. Vitalitdt und den verschiedenen
Isolierungsparametern gibt. Weder bei den Seehund- noch bei den Schweine-
Hepatozyten konnte ein Zusammenhang zwischen Qualitat der Zellsuspension und
des Geschlechts des Tieres, der Grolke des Leberstiickes oder der Zeitspanne
zwischen Eintritt des Todes und Beginn der Isolierung festgestellt werden. Diese
Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen aus anderen Studien (Schulze-
Bergkamen et al., 2003; Serralta et al., 2003; Vondran et al., 2008). Auch zwischen
der Dauer der einzelnen Perfusionsschritte und der Qualitat der Zellsuspension
konnte in der vorliegenden Arbeit kein Zusammenhang detektiert werden. Ebenso
wenig konnte eine Korrelation zwischen einer spezifischen Erkrankung der Tiere und
der erzielten Ausbeute oder Vitalitat hergestellt werden. Wobei hier berucksichtigt
werden muss, dass es sich bei allen Seehunden, die in der vorliegenden Arbeit

beprobt wurden, um erkrankte Tiere handelte. Zudem waren die Tiere meist von
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diversen Erkrankungen gleichzeitig betroffen, so dass sich hierzu keine gesicherte
Aussage treffen Iasst.

Korff (2010) konnte in ihrer Arbeit eine negative Korrelation zwischen der Grole des
verwendeten Lebersticks und der Zellausbeute herstellen. Kleinere Lebersticke
lieferten eine héhere Zellzahl als groRere Stlicke. Dieser Zusammenhang besteht bei
den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit ebenfalls, es werden jedoch haufig
Abweichungen festgestellt. Im Gegensatz zu Korff (2010) konnte keine eindeutige
Korrelation zwischen der Transportdauer und der Zellausbeute bzw. der Vitalitat

hergestellt werden.
5.4 Optimierungsversuche zur Leberbiopsie Perfusion

Um die Ausbeute und die Vitalitat der isolierten Hepatozyten zu erhohen, wurden
Optimierungsversuche an Schweinelebern durchgefuhrt (s. Kapitel 3.5). Auf der
Grundlage der Leberbiopsie Perfusion, wie sie in Kapitel 4.5.2.3 beschrieben wurde,
sind folgende Parameter verandert worden.

Anstelle der Collagenase CLS IV wurden die Collagenasen NB4 und NB8 verwendet
(s. Kapitel 3.5). In zwei weiteren Experimenten erfolgte der Lebertransport in
UW-Losung statt in Praperfusionspuffer. In Tabelle 5-10 sind die Ergebnisse der
Leberbiopsie Perfusion an Schweinelebern mit den veranderten Parametern

dargestellt.

Tabelle 5-10: Optimierungsversuche zur Leberbiopsie Perfusion. Ausbeute und Vitalitat der
isolierten Schweine-Hepatozyten.

Tiernummer verdnderte Gewicht des Zellausbeute pro Tr V:zll;tlztu?;r%r:m
Parameter | Leberstiicks [g] g Leber (x1 05) yp [%] g
Collagenase:
S 14 NB4 195 mg 63 29 94
(0,18 U/mg)
Collagenase:
S17 NB8 133 mg 67 2,5 69
(0,9 U/mg)
Transport in
S 18 UW-Lésung 96 1,8 63
Transport in
S 19 UW-Lésung 81 1,1 64
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Durch den Einsatz der Collagenasen NB4 und NB8 konnte die Ausbeute nicht erhéht
werden. Allerdings wiesen die Collagenasen NB4 und NB8 (laut Produktinformation)
eine deutlich geringere Enzymaktivitat (Faktor 1000) als die Collagenase CLS IV auf.
Um dieselbe Collagenase-Aktivitat im Puffer zu erhalten, hatten 250 g bzw. 50 g
Collagenase verwendet werden missen. Da dies aus experimentellen und
Okonomischen Grunden nicht sinnvoll ist, wurde stattdessen die vom Hersteller
empfohlene Konzentration verwendet. Anstelle von 300 U/ml (CLS IV) wurden
0,24 U/ml (NB4) bzw. 0,8 U/ml (NB8) eingesetzt. Da die mit den Collagenasen NB4
und NB8 erzielten Ausbeuten geringer ausfallen als bei den Experimenten mit der
Collagenase CLS IV, scheinen die eingesetzten Enzymkonzentrationen zu gering zu

sein, um eine ausreichende Dissoziation des Gewebes zu erreichen.

Da die Transportdauer der Schweineleber mit durchschnittlich 90 min relativ lang war,
sollte getestet werden, ob sich Ausbeute und Vitalitat durch den Transport in einer
Konservierungslosung erhohen lassen. Verwendet wurde hierfur die University of
Wisconsin Lésung (UW-Lésung), die zum Transport von humanen Leber-
transplantaten verwendet wird (s. Kapitel 3.5). Durch den Transport in der UW-
Ldsung konnte weder die Zellausbeute noch die Vitalitat der Zellen gesteigert werden.
Die Transportdauer kann hier nicht als Faktor in Frage kommen, durch den die Aus-
beute und Vitalitat entscheidend beeinflusst wurde. Diese Beobachtungen decken
sich mit Ergebnissen aus der Literatur an primaren Schweine-Hepatozyten (Koebe et
al., 2000; Transportdauer 35-60 min) sowie Pferde-Hepatozyten (Bakala et al., 2003;
Transportdauer: 180-350 min) und humanen Hepatozyten (Serralta et al., 2003;

Transportdauer max. 85 min), die mittels Perfusion isoliert wurden.

5.5 Kultivierung der HepG2-Zellen

Zur Etablierung einiger Methoden und um die Ergebnisse der primaren Hepatozyten
besser einordnen zu konnen, wurde zusatzlich die permanente Hepatoblastom-
Zellinie HepG2 kultiviert. Die HepG2-Zellen wiesen nach dem Auftauen bzw.
Umsetzen eine kreisrunde Zellform auf und adhéarierten binnen 3 h nach der Aussaat

an den Boden der Zellkulturflaschen. Einen Tag nach der Aussaat begannen sich die
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Zellen auszubreiten. Nach 3 Tagen bildeten die Zellen einen Monolayer aus (s.
Abbildung 5-7).

Abbildung 5-7: HepG2-Zellen 48 h nach der Aussaat (6.8.2008), Medium: RPMI, rote Pfeile:
ausgebreitete Zellen; schwarzer Pfeile: nicht ausgebreitete Zellen; Vergr.: 200x

In Tabelle 5-11 kann das Datum der Aussaat der HepG2-Zellen entnommen werden.

Tabelle 5-11: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Experimente mit HepG2-Zellen

Versuchsnummer Datum eingesetzte
Zellzahl
H 1 17.02.2009 3,8x10°
H2 24.02.2009 3,8x10°
H3 27.05.2009 3,8x10°
H 4 22.06.2009 3,8x10°
H5 29.06.2009 3,8x10°

5.6 Vitalitatstests

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den drei Vitalitatstests XTT-, Harnstoff-
und LDH-Test fur die Seehund- und Schweine-Hepatozyten sowie fur die HepG2-
Zellen vorgestellt. Die Ergebnisse sind nach Test geordnet und werden innerhalb des
Tests fur die verschieden Zelltypen in der Reihenfolge Seehund- und Schweine-
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Hepatozyten sowie HepG2-Zellen dargestellt. Am Ende eines jeden Kapitels der
verschiedenen Vitalitatstests erfolgt eine vergleichende Diskussion Uber die drei
Zelltypen. Zum Abschluss des Gesamtkapitels erfolgt eine umfassende Diskussion

Uber die drei Vitalitatstests und die Zelltypen.

5.6.1 Bestimmung der allgemeinen Stoffwechselaktivitat (XTT-Test)

Mit Hilfe des XTT-Tests kdnnen Aussagen zum allgemeinen Stoffwechsel der Zellen
getroffen werden. Je hoher die Absorptionswerte sind, desto hoher ist die
Stoffwechselaktivitdt der Zellen (s. Kapitel 3.7.2). Fir die Messungen der Kontroll-
zellen und der Mediumkontrollen wurde eine Achtfach-Bestimmung durchgefihrt. Bei
den Zellen, die mit Schadstoffen inkubiert wurden, erfolgte eine Vierfach-
Bestimmung. Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten wurden die Absorptionswerte
der Mediumkontrolle von den Absorptionswerten der Proben abgezogen (wenn nicht

anders angegeben).

5.6.1.1 Stoffwechselaktivitat der Seehund-Hepatozyten im XTT-Test

Mittels XTT-Test soll die Vitalitat der primaren Seehund-Hepatozyten zu
verschiedenen Kaultivierungszeitpunkten (Tag 1-3 nach der Isolierung) untersucht
werden. Als Datengrundlage dienten die isolierten Hepatozyten der Seehunde Pv 19,
Pv 20, Pv 21, Pv 22 und Pv 23. Die Isolierung der Hepatozyten erfolgte mit der
Leberbiopsie Perfusion. Als Nahrmedium wurde WME eingesetzt. Von den
Hepatozyten wurde zu jedem Zeitpunkt eine Achtfach-Bestimmung durchgefuhrt. Als
Kontrolimessung diente Zellkulturmedium. Um die Werte besser vergleichen zu
konnen, wurden die Absorptionswerte des Zellkulturmediums von denen der Proben

abgezogen. Die Ergebnisse aus dem XTT-Test sind in Abbildung 5-8 dargestellt.
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Abbildung 5-8: Stoffwechselaktivitit der Seehund-Hepatozyten im XTT-Test. Dargestellt ist der
Mittelwert £ SD aus je 8 Messungen; 1x10* Zellen/well. Die Absorptionswerte der jeweiligen
Mediumkontrollen wurden von den dazugehdérigen Absorptionswerten der Proben subtrahiert.

Dargestellt sind die Ergebnisse der XTT-Tests mit primaren Seehund-Hepatozyten
an den Tagen 1-3 nach der Isolierung. Die Absorptionswerte der Proben aus den
einzelnen Tieren unterschieden sich am ersten Tag zum Teil deutlich voneinander
und reichten von 0,2+0,02 bei Pv 19 bis 0,940,03 bei Pv 22. Sie wiesen jedoch zu
jedem Zeitpunkt signifikant hohere Werte als das Medium auf (p<0,05). Die
Stoffwechselaktivitat der primaren Hepatozyten aus den Tieren Pv 20 und Pv 23
stieg im Laufe der Kultivierung an. Fur die primaren Hepatozyten aus den Tieren
Pv 19, Pv 21 und Pv 22 konnte im Verlauf der Kultivierung eine leichte Abnahme der
Stoffwechselaktivitat beobachtet werden. Diese Abnahme war fur Pv 19 und Pv 21
signifikant (p<0,05).
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5.6.1.2 Veranderung der Stoffwechselaktivitat der Seehund-Hepatozyten im
XTT-Test nach Schadstoffinkubation

FUr den Erfolg des Zellkulturmodells ist es wichtig, dass die Schadstoffe bei den
Hepatozyten zwar eine Veranderung auf Proteomebene hervorrufen, es aber nicht zu
einem sichtbaren Verlust der Vitalitdt kommt (s. Kapitel 1 und 3.7).

Um zu uberprufen, ob die Inkubation mit PCB und PFOS bzw. deren Losungsmittel
(Isooctan + PCB; DMSO + PFOS) einen Einfluss auf die Vitalitat der Hepatozyten hat,
wurden die Zellen mit denselben Schadstoffkonzentrationen inkubiert, wie die Zellen
in den Zellkulturflaschen (s. Kapitel 4.10). Die Seehund-Hepatozyten wurden hierfur
an Tag 2 (48 h nach der Isolierung) mit den Schadstoffen versetzt und nach 24-
stiindiger Inkubation mit XTT vermessen (s. Kapitel 4.9.1). Dargestellt sind beispiel-
haft die Ergebnisse des XTT-Tests fur Pv 22 (s. Abbildung 5-9). Weitere Ergebnisse
(Pv 19, Pv 20, Pv 21 und Pv 23) sind im Anhang aufgefuhrt (Abbildung 8-4 bis 9.7).
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Abbildung 5-9: Stoffwechselaktivitit der Seehund-Hepatozyten (Pv22) im XTT-Test nach
Schadstoffinkubation. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SD aus 8 Messungen, 1x10* Zellen/well,
signifikante Unterschiede zu den Kontrolizellen an Tag 3: p<0,05 (*).Die Absorptionswerte der
jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den dazugehdrigen Absorptionswerten der Proben
subtrahiert.

Auffallig war, dass die Zellen, die mit Isooctan bzw. 1 uM PCB inkubiert wurden
signifikant hohere Werte aufwiesen als die Kontrollzellen an Tag 3. Bei den Tieren

Pv19 und Pv23 konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den mit
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PCB-inkubierten Zellen und den Kontrollzellen festgestellt werden (Abbildung 8-4
und 8-7).

Die Inkubation der primaren Seehund-Hepatozyten mit DMSO bzw. PFOS ergab ein
anderes Bild. Die inkubierten Zellen zeigten signifikant geringere Werte als die
Kontrollzellen (s. Abbildung 5-9). Die Absorptionswerte der Proben blieben aber
weiterhin signifikant hoher als die des Mediums. Diese Abnahme der Absorptions-
werte konnte ebenfalls bei den Hepatozyten aus den Tieren Pv 20 und Pv 21
beobachtet werden (s. Abbildung 8-5 und 8-6). Die Hepatozyten aus dem Tier Pv 20
zeigten nach der Schadstoffinkubation keine Stoffwechselaktivitat (kein signifikanter
Unterschied zum Medium). Der Verlust der Stoffwechselaktivitat lasst sich in diesem
Fall auf einen Fehler bei der Schadstoffapplikation zuruckfihren. Statt 30 bzw.
300 nm PFOS wurden versehentlich 300 nM bzw. 3000 nM PFOS eingesetzt. Die
DMSO-Konzentration betrug statt 0,1% nun 1% (v/v).

5.6.1.3 Diskussion der Stoffwechselaktivitit der Seehund-Hepatozyten im XTT-
Test

Die Kurvenverlaufe der Seehund-Hepatozyten (ohne Schadstoffinkubation) sind sehr
heterogen (s. Abbildung 5-8). Wahrend die mit dem XTT-Test ermittelte Stoff-
wechselaktivitat bei den Hepatozyten aus Pv 20 und Pv 23 im Laufe der Kultivierung
zunahm, konnte fur Pv 19, Pv 21 und Pv 22 eine Abnahme der Aktivitat beobachtet
werden. Dahingegen stellte Korff (2010) einen einheitlichen Kurvenverlauf (Anstieg
der Stoffwechselaktivitat) fur die von ihr untersuchten Seehund-Hepatozyten fest. Die
unterschiedlich hohen Stoffwechselaktivitaten der Hepatozyten aus den einzelnen
Seehunden, lassen sich weder mit minimalen Abweichungen in der Isolierung (Dauer
der Praperfusion oder Perfusion), noch mit verschieden langen Zeitspannen
zwischen Eintritt des Todes und Leberentnahme korrelieren. Zudem konnte kein
Zusammenhang zwischen den pathologischen Befunden oder der von Ahrens
gemessenen PFOS-Belastung (Ahrens et al., 2009a,b; s. Tabelle 5-2 und 5-3) und
den Ergebnissen des XTT-Tests aufgedeckt werden. Es scheint sich hierbei um
individuelle Unterschiede in der Stoffwechselaktivitat zu handeln. Bei der Kultivierung

humaner Hepatozyten konnte Modest (2009) eine ahnliche Beobachtung machen.
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Die Zellpraparationen aus den einzelnen Lebern unterschieden sich sowohl in der
Hohe der Stoffwechselaktivitat (gemessen mit dem MTT-Test) als auch im Verlauf
derselbigen. Korff (2010) stellte ebenfalls individuelle Unterschiede zwischen den
Zellpraparationen aus verschiedenen Seehund-Lebern fest. Die Grinde fir diese
Unterschiede sind vielfaltig und koénnten z.B. auf den Ernahrungszustand,
genetische Faktoren und Umwelteinfllisse zurlickzuflihren sein (Bayliss und Somers,
2005).

Eine Inkubation mit Isooctan bzw. PCB flhrte bei den Hepatozyten aus den Tieren
Pv 19 (&) und Pv 23 (&) zu keiner signifikanten Veranderung der Absorptionswerte.
Bei Pv 22 (J) war ein signifikanter Anstieg der Werte nach einer Inkubation mit
Isooctan bzw. 1 yM PCB zu beobachten. Der Anstieg der XTT-Werte konnte durch
eine Zunahme der Mitochondrien-Zahl bedingt sein. Eine Erhdhung der
Mitochondrien-Zahl wirde zu einem vermehrten Ablauf der Atmungskette fiihren und
sich in hoheren Absorptionswerten im XTT-Test niederschlagen. In einer in vivo
Studie an Ratten konnten Gilroy et al. (1998) eine Zunahme der Mitochondrien-Zahl
in den Hepatozyten von weiblichen Ratten nach oraler Aufnahme von PCB 77
detektieren. Bei mannlichen Ratten konnte allerdings keine analoge Zunahme fest-
gestellt werden. Eine Zunahme der Mitochondrien Anzahl (unabhangig vom
Geschlecht) konnten Connell et al. (1999), ebenfalls in Fressexperimenten mit Ratten,
nachweisen. In Fressexperimenten an Fischen mit PCB-haltigem Futter konnte eine
Erhéhung der Mitochondrien-Zahl in beiden Geschlechtern nachgewiesen werden
(Quabius et al., 1997). In der Literatur sind keine in vitro Experimente beschrieben, in
denen es nach einer Inkubation mit PCBs zu einem Anstieg der Mitochondrien-Zahl
kommt bzw. in denen dies untersucht wurde. Die genaue Ursache des Absorptions-
anstieges lasst sich nicht klaren. Die eingesetzten PCB-Konzentrationen zeigten im
XTT-Test keine zelltoxische Wirkung auf die Seehund-Hepatozyten.

Die Seehund-Hepatozyten reagierten auf eine Inkubation mit PFOS einheitlich. Bei
den Hepatozyten aus den Tieren Pv 20, Pv21 und Pv23 kam es zu einem
signifikanten Abfall der Stoffwechselaktivitat (s. Abbildung 5-9; 8-5 und 8-6), wobei
die Abnahme bei Pv 20 durch einen Fehler in der Schadstoffapplikation bedingt ist.
Statt 1 yl DMSO (entspricht: 0,1% DMSO; 30 nM bzw. 300 nM PFOS) wurden 10 pl
der entsprechenden Losungen pro well eingesetzt (entspricht: 1% DMSO; 300 nM
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bzw. 3000 nM PFOS). Nach der Inkubation mit den genannten Schadstoff-
Konzentrationen kam es im XTT-Test zu einem vollstandigen Verlust der
Stoffwechselaktivitat (kein signifikanter Unterschied zum Medium).

Die Hepatozyten aus den Tieren Pv21 und Pv23 zeigten nach der
Schadstoffinkubation zwar ebenfalls ein Absinken der Stoffwechselaktivitat, sie
wiesen aber weiterhin signifikant hohere Absorptionswerte als das Medium auf. Da
bereits eine Inkubation mit DMSO zu einer Verringerung der Absorptionswerte fuhrte,
scheint die hier gewahlte Konzentration (0,1% im Medium) zu hoch zu sein. Deshalb
lasst sich der Einfluss der PFOS-Konzentration in der vorliegenden nicht hinreichend
beurteilen. Thomé et al. (1995) stellten bei einer Inkubation von Ratten-Hepatozyten
mit Aroclor 1254 fest, dass eine DMSO-Konzentration im Medium von 0,2% nicht
Uberschritten werden sollte. Da die DMSO-Konzentration in der vorliegenden Arbeit
geringer ist, scheinen die Seehund-Hepatozyten sensibler auf eine Inkubation mit
DMSO zu reagieren als die Ratten-Hepatozyten.

Korff (2010) konnte keine Abnahme der Stoffwechselaktivitdt nach einer Inkubation
von Seehund-Hepatozyten mit DMSO bzw. PFOS feststellen. Selbst eine Inkubation
mit 30.000 nM PFQOS fihrte nicht zu einer Verringerung der Absorptionswerte. Die
gewahlten PFOS-Konzentrationen hatten somit keinen negativen Einfluss auf die mit
dem XTT-Test gemessene Stoffwechselaktivitat. Die in der Arbeit von Korff (2010)
verwendete DMSO-Konzentration betrug in den Proben 0,01% (v/v).

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Abnahme der Stoffwechselaktivitat im
XTT-Test der Seehund-Hepatozyten nach einer Inkubation mit DMSO bzw. PFOS
scheint somit in der DMSO-Konzentration begrindet zu sein, weshalb eine

Beurteilung der Ergebnisse schwierig ist.

5.6.1.4 Stoffwechselaktivitat der Schweine-Hepatozyten im XTT-Test

Die mit dem XTT-Test bestimmte Vitalitat der primaren Schweine-Hepatozyten (ohne
Schadstoffinkubation) ist in Abbildung 5-10 dargestellt. lIsoliert wurden die
Hepatozyten mit der Leberbiopsie Perfusion. Die Kultivierung erfolgte in WME. Die
Absorptionswerte  der  jeweiligen = Mediumkontrollen  wurden von den

Absorptionswerten der Proben abgezogen.

102



Ergebnisse und Diskussion

3.0

25 |
g 20
c —e—S25
2
2 e S26
_§ 1,5 1 L S27
£ _ T __— =T S28
2 — @ | — S29
£ b4

1,0 )
0,5 | $ /

0,0

Tag 1 Tag 2 Tag 3

Abbildung 5-10: Stoffwechselaktivitit der Schweine-Hepatozyten im XTT-Test (in WME).
Dargestellt ist der Mittelwert £ SD aus je 4 Messungen, 1x10* Zellen/well. Die Zahlen in der Legende
beziehen sich auf die Schweineleber, aus der die Hepatozyten isoliert wurden (s. Tabelle 5-9). Die
Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den dazugehdrigen Absorptionswerten
der Proben subtrahiert.

Die Absorptionswerte des von den Zellen umgesetzten Farbstoffs an Tag 1
schwankten zwischen 0,48+0,03 (S 25) und 1,59+0,02 (S 26). Im Laufe der drei-
tagigen Kultivierung nahmen die Absorptionswerte zu. Aufgrund der hohen Standard-
abweichung bei S 29 an Tag 3 kann hier keine Aussage hinsichtlich einer Zu- oder
Abnahme der Werte gemacht werden. An allen Tagen waren die Absorptionswerte

der Proben signifikant hdher als die der Mediumkontrollen (p<0,05).

5.6.1.5 Veranderung der Stoffwechselaktivitat der Schweine-Hepatozyten im
XTT-Test nach Schadstoffinkubation

In Abbildung 5-11 sind die Ergebnisse des XTT-Tests mit primaren Schweine-
Hepatozyten mit und ohne Schadstoffinkubation zu sehen. Die Hepatozyten wurden
mit der Leberbiopsie Perfusion aus S 25 gewonnen und in WME Kkultiviert. Die
Schadstoffzugabe erfolgte an Tag 2. Weitere Abbildungen befinden sich im Anhang
(s. Abbildungen 8-2 und 8-3). Um zu Uberprifen, ob die Schadstoffe selbst (ohne
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Zellen) eine Farbreaktion hervorrufen, wurde Medium mit 50 yM PCB bzw. 300 nM
PFOS inkubiert und vermessen. Es konnte kein Unterschied zum Kontrollmedium

festgestellt werden.
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Abbildung 5-11: Veranderung der Stoffwechselaktivitit der Schweine-Hepatozyten (S 25) im
XTT-Test nach Schadstoffinkubation. Dargestellt ist der Mittelwert+ SD aus 4 Messungen,
1x10* Zellen/well, Zellkulturmedium: WME; signifikante Unterschiede zu den Kontrollzellen an Tag 3:
p<0,05 (*)

Die Schweine-Hepatozyten aus S 23, S 25 und S 29, die mit Isooctan oder 1 uM
PCB inkubiert wurden, zeigten keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollzellen
an Tag 3 (s. Abbildung 6-11, 8-2 und 8-3). Die Hepatozyten aus S 25, die mit
50 uM PCB, DMSO bzw. 30nM PFOS inkubiert wurden, wiesen signifikant
niedrigere Absorptionswerte auf als die Kontrollzellen (p<0,05) (s. Abbildung 5-11).
Bei den Hepatozyten, die aus S 23 und S 29 isoliert wurden, konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den schadstoffinkubierten Zellen und den Kontrollzellen fest-
gestellt werden (s. Abbildung 8-2 und 8-3). Samtliche Hepatozyten lieferten an allen
Tagen signifikant héhere Absorptionswerte als das Medium (p<0,05).

Die mittels XTT-Test gemessene Stoffwechselaktivitdt der primaren Schweine-
Hepatozyten wurde durch die verwendeten Schadstoffkonzentrationen nur gering-
fugig beeintrachtigt. Lediglich bei den Zellen aus S 25 konnte bei einigen Schadstoff-
konzentrationen (50 uM PCB; DMSO; 30 nM PFOS) eine signifikante Abnahme der
Aktivitat festgestellt werden.
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5.6.1.6 Stoffwechselaktivitit der Schweine-Hepatozyten im XTT-Test in

Abhangigkeit von der Isolierungsmethode

Mit dem folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob die Wahl der Isolierungs-
methode einen Einfluss auf die Vitalitat der primaren Hepatozyten hat. Hierzu wurden
primare Schweine-Hepatozyten aus den Lebern S27-S29 mit den Isolierungs-
methoden Gewebedissoziation in Medium (GdM) und Leberbiopsie Perfusion (LbP)
isoliert und ihre Vitalitat mit dem XTT-Test ermittelt. Die Kultivierung erfolgte in WME.
Ein direkter Vergleich der Ergebnisse ist in Abbildung 5-12 dargestellt.
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Abbildung 5-12: Stoffwechselaktivitiat der Schweine-Hepatozyten im XTT-Test in Abhédngigkeit
von der Isolierungsmethode (Leberbiopsie Perfusion und GdM). Dargestellt ist der
Mittelwert + SD aus 3 unabhangigen Experimenten mit je 4 Messungen, 1x10* Zellen/well, Medium:
WME, signifikanter Unterschied zum entsprechenden Medium: p<0,05 (*)

Die mittels Leberbiopsie Perfusion isolierten Hepatozyten wiesen ca. viermal so hohe
Absorptionswerte auf, wie die mittels GdM isolierten Zellen (p<0,05) und
unterschieden sich zu jedem Zeitpunkt signifikant vom Medium (p<0,05). Die
Hepatozyten, die mit GdM isoliert wurden zeigten keinen signifikanten Unterschied
zum Medium. Eine Isolierung mit der Leberbiopsie Perfusion fuhrte somit zu einer

signifikant hdéheren Vitalitat der Hepatozyten.
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5.6.1.7 Stoffwechselaktivitat der Schweine-Hepatozyten im XTT-Test in

Abhangigkeit vom Kulturmedium

Mit dem folgenden Experiment sollte der Einfluss des Kulturmediums auf die
Stoffwechselaktivitat der Schweine-Hepatozyten im XTT-Test analysiert werden. In
Abbildung 5-13 sind die Ergebnisse des XTT-Tests fur die Schweine-Hepatozyten,
die in Hepatozyme-SFM bzw. WME Medium kultiviert wurden im Vergleich dargestellt.
Zur Isolierung der Zellen wurde jeweils die Leberbiopsie Perfusion angewendet. Die
Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptions-

werten der dazugehdrigen Proben abgezogen.
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Abbildung 5-13: Stoffwechselaktivitit der Schweine-Hepatozyten im XTT-Test in Abhédngigkeit
vom Kulturmedium. Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus je 4 Messungen, 1x10* Zellen/well.
Isolierungsmethode: LbP; die Zahlen in der Legende beziehen sich auf die Schweineleber, aus der die
Hepatozyten isoliert wurden (s. Tabelle 5-9), H = Hepatozyme-SFM, W = WME. Die Absorptionswerte
der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den dazugehdrigen Absorptionswerten der Proben
subtrahiert.

Die Auswirkung der beiden verwendeten Medien auf die Stoffwechselaktivitat der
Schweine-Hepatozyten liel3 kein einheitliches Muster erkennen. Die Hepatozyten, die
aus S 27 isoliert und in WME Kkultiviert wurden, wiesen zu allen Zeitpunkten
signifikant hohere Absorptionswerte auf als die in Hepatozyme-SFM kultivierten
Zellen aus S 27 (p<0,05). Die in WME kultivierten Hepatozyten aus S 25 wiesen nur
an Tag 3 signifikant hdhere Absorptionswerte auf als die Zellen in Hepatozyme-SFM

(p<0,05). Alle in WME kultivierten Zellen lieferten zu jedem Zeitpunkt signifikant
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hohere Werte als das Medium (p<0,05). Fir die in Hepatozyme-SFM kultivierten
Hepatozyten traf dies nur auf die Zellen aus S 25 (p<0,05) an allen Kultivierungs-
tagen zu. Die Hepatozyten aus S 27 lieferten nur an Tag 1 (p<0,05) signifikant

héhere Werte als das dazugehoérige Medium.

Ein Beispiel fur das Erscheinungsbild primarer Schweine-Hepatozyten, die in
Hepatozyme-SFM Medium kultiviert wurden, ist in Abbildung 5-14 (A) zu sehen. Die
Zellen hefteten sich nicht an den Boden der Kulturflaschen an und breiteten sich
nicht aus. In Abbildung 5-14 (B) sind primare Schweine-Hepatozyten zu sehen, die in

WME kultiviert wurden. Nur die in WME Kkultivierten Hepatozyten bildeten einen

Zellrasen aus.

A .::,: _: -.'._. ’ AUV | l_f‘. B S NG e Ey ©
Abbildung 5-14: Primdre Schweine-Hepatozyten 48 h nach Isolierung (S 27),
A: Hepatozyme-SFM, B: WME; rote Pfeile: ausgebreiteten Hepatozyten; blaue Pfeile: Zellkern;
orangefarbene Pfeile: Zelltrimmer; weilke Pfeile: Erythrozyten; gelbe Pfeile: nicht ausgebreitete
Hepatozyten; Vergr.: 200x, Phasenkontrast

5.6.1.8 Diskussion der Stoffwechselaktivitit der Schweine-Hepatozyten im
XTT-Test

Vergleicht man die XTT-Werte der primaren Schweine-Hepatozyten aus den
einzelnen Schweinelebern untereinander, ergibt sich ein heterogenes Bild (Abbildung
5-10). Die Ausgangswerte (XTT-Werte an Tag 1) der einzelnen Hepatozyten-
Praparationen sind sehr unterschiedlich. Diese Heterogenitat lasst sich vermutlich
auf individuelle Unterschiede bei den Tieren zurickfuhren, da sie weder den

Isolierungsparametern (Transportdauer, Pra- und Perfusionsdauer) noch mit dem
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Geschlecht der Tiere korrelieren. Diese Beobachtungen decken sich mit den
Ergebnissen der Seehund-Hepatozyten (s. Kapitel 5.6.1.3) und aus der Literatur
(Modest, 2009; Korff, 2010). Diese Unterschiede konnten z.B. im Erndhrungs-
zustand, durch genetische Faktoren oder Umwelteinflissen begrindet sein (Bayliss
und Somers, 2005). Der Kurvenverlauf der XTT-Werte Uber die drei Kultivierungs-
tage ist dagegen, bis auf eine Ausnahme, einheitlich. Die Stoffwechselaktivitat nimmt
bei allen Hepatozyten-Praparationen zum Ende der Kultivierung zu. Einzige Aus-
nahme stellen die Hepatozyten aus S 29 dar. Fir diese Zellen kann keine Aussage
hinsichtlich einer Zu- oder Abnahme der Werte gemacht werden, da die Standard-
abweichung zu grof} ist. Der Kurvenverlauf der Ubrigen Zellpraparationen konnte auf
eine Adaptation an die Kulturbedingungen zurtckzufihren sein. Korff (2010) stellte
ebenfalls eine kontinuierliche Zunahme der Stoffwechselaktivitat bei einer dreitatigen
Kultivierung primarer Schweine-Hepatozyten fest. Zudem konnte Korff, ebenso wie in
der vorliegenden Arbeit, individuelle Unterschiede hinsichtlich der Stoffwechsel-
aktivitat bei den verschiedenen Zellpraparationen beobachten (Korff, 2010).

Die Schweine-Hepatozyten reagierten unterschiedlich sensibel auf eine
Schadstoffinkubation. Wahrend die Zellen aus S 23 und S 29 keine signifikante
Reaktion auf die Inkubation mit den Schadstoffen zeigten (s. Abbildung 8-2 und 8-3),
traten bei den Zellen aus S 25 Anderungen in der Stoffwechselaktivitat auf
(s. Abbildung 5-11). Die Hepatozyten aus S 25, die mit 50 yM PCB, DMSO bzw.
30nM PFOS inkubiert wurden, wiesen im XTT-Test signifikant niedrigere
Absorptionswerte auf als die Kontrollzellen (s. Abbildung 5-11). Die Absorptionswerte
im Test lagen dennoch deutlich Uber denen des Mediums, womit die Hepatozyten
weiterhin stoffwechselaktiv waren. Individuelle Unterschiede in der Stoffwechsel-
aktivitat primarer Schweine-Hepatozyten nach Schadstoffinkubation konnte auch
Korff (2010) in ihrer Arbeit detektieren. Ein Absinken der Stoffwechselaktivitat konnte
nach einer Inkubation mit 30 nM bzw. 30 uM PFOS fir ein Individuum beobachtet
werden. Viele Studien zeigen, dass unter anderem die Induktion verschiedener
Enzyme des P450-Enzymsystems, die am Abbau von Schadstoffen beteiligt sind,
von Individuum zu Individuum verschieden ist (Smith et al., 1998; Ingelman-
Sundberg, 2005). Diese Unterschiede werden durch individuelle Abweichungen in

der Enzymausstattung (genetische Mutation) der Enzyme bedingt (Ingelman-
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Sundberg, 2005). Mdglicherweise kdnnten diese Unterschiede auch die individuelle

Reaktion der Zellen auf eine Schadstoffinkubation im XTT-Test erklaren.

Ein Vergleich der beiden Isolierungsmethoden GdM und LbP ergab ein eindeutiges
Ergebnis. Die Hepatozyten, die mit der GdAM Methode isoliert wurden, zeigten im
XTT-Test keine Stoffwechselaktivitat (Absorptionswerte nicht signifikant héher als
Mediumwerte). Die Zellen scheinen durch den Isolierungsprozess stark geschadigt
zu sein. Diese Schadigung betrifft offenbar nicht die Zellmembran, da andernfalls die
mit Trypanblau ermittelte Vitalitat geringer ausgefallen ware. Die mit Trypanblau be-
stimmte Vitalitat ist signifikant jedoch hoher als bei den mittels Leberbiopsie
Perfusion isolierten Hepatozyten (96% vs. 80%) (s. Tabelle 5-7 und 5-9). Die
Hepatozyten, die mit der Leberbiopsie Perfusion isoliert wurden, wiesen hohe
Absorptionswerte und damit eine hohe Stoffwechselaktivitat auf (s. Abbildung 5-12).
Die Ergebnisse des XTT-Tests zeigen, dass mit der GdM Methode keine stoff-
wechselaktiven Hepatozyten isoliert werden konnten.

Zum Vergleich der beiden Zellkulturmedien Hepatozyme-SFM und WME wurden
Schweine-Hepatozyten eingesetzt, die mit der Leberbiopsie Perfusion isoliert wurden.
Die in WME kultivierten Zellen zeigten im XTT-Test eine signifikant hohere
Stoffwechselaktivitat als die in Hepatozyme-SFM kultivierten Zellen. Das
Hepatozyme-SFM Medium eignet sich offensichtlich schlechter zur Kultivierung der
primaren Schweine-Hepatozyten als das WME, welches in vielen Studien zur
Kultivierung primarer Hepatozyten zum Einsatz kommt (Clement et al., 2001;
Dabos et al., 2004; Hamel et al., 2006; Guruge et al., 2009).

5.6.1.9 Stoffwechselaktivitiat der HepG2-Zellen im XTT

In Abbildung 5-15 sind die Ergebnisse der XTT-Tests mit HepG2-Zellen ohne
Schadstoffinkubation dargestellt. Die Absorptionswerte der jeweiligen Medium-

kontrollen wurden von den Absorptionswerten der dazugehdrigen Proben abgezogen.
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Abbildung 5-15: Stoffwechselaktivitit der HeG2-Zellen im XTT-Test. Dargestellt ist der Mittel-
wert £ SD aus je mind. 4 Messungen, 1x10* Zellen/well. Die Absorptionswerte der jeweiligen
Mediumkontrollen wurden von den dazugehérigen Absorptionswerten der Proben subtrahiert.

Die Absorptionswerte der Zellen reichten an Tag 1 von 0,9+0,04 (H 5) bis 2,3+0,12
(H 1) (s. Abbildung 5-15). An allen Tagen wiesen die Zellen signifikant hohere
Absorptionswerte auf als das Medium (p<0,05) und waren somit stoffwechselaktiv.
Bei H3 und H5 kam es zu einer Zunahme der Absorptionswerte an Tag 3. Die
Absorptionswerte von H1 und H2 blieben wahrend der drei Kultivierungstage
konstant. Die Werte aus H 4 stiegen an Tag 2 zunachst an und fielen an Tag 3 leicht
ab. Es liel3 sich kein einheitlicher Trend in der Entwicklung der Stoffwechselaktivitat
im Verlauf der dreitagigen Kultivierung feststellen. In der Literatur wird eine Zunahme
der Absorptionswerte bei einer viertagigen Kultivierung beschrieben (Hsu et al.,
2004).

5.6.1.10 Veranderung der Stoffwechselaktivitiat der HepG2-Zellen im XTT-

Test nach Schadstoffinkubation

Um den Einfluss einer Schadstoffinkubation auf die HepG2-Zellen zu untersuchen,
wurden die Zellen mit Isooctan, PCB, DMSO und PFOS inkubiert (s. Kapitel 4.10).
Die Ergebnisse des XTT-Tests mit HepG2-Zellen (H3 und HS5) nach Schadstoff-
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inkubation sind in Abbildung 5-16 gezeigt. Die Absorptionswerte der jeweiligen

Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der Proben abgezogen.
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Abbildung 5-16: Veranderung der Stoffwechselaktivitit der HepG2-Zellen (H 3 und H 5) nach
Schadstoffinkubation. Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus 2 unabhangigen Experimenten mit je
4 Messungen, 1x10* Zellen/well. Die Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von
den dazugehdrigen Absorptionswerten der Proben subtrahiert.

Abgebildet sind beispielhaft die Ergebnisse der HepG2-Zellen aus H 3 und H 5. Im
Anhang sind die Ergebnisse aus weiteren Experimenten abgebildet (s. Abbildung
8-1). Alle Zellen wiesen zu jedem Zeitpunkt signifikant héhere Werte als das Medium
auf (p<0,05). Die mit Schadstoffen inkubierten HepG2-Zellen wiesen bei allen
Experimenten keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollzellen an Tag 3 auf
(s. Abbildung 5-16 und 8-1).

Eine Inkubation mit PCB bzw. PFOS flhrte bei den HepG2-Zellen zu keiner
signifikanten Beeintrachtigung der mit dem XTT-Test ermittelten Vitalitat.

5.6.1.11 Diskussion der Stoffwechselaktivitat der HepG2-Zellen

Die HepG2-Zellen lassen sich hinsichtlich der XTT-Ergebnisse in zwei Gruppen ein-
teilen. Die Zellen, aus H1 und H 2 zeigten eine einheitlich hohere Stoffwechsel-
aktivitdt (durchschnittlich 2,2+0,09) als die Zellen aus H3, H4 und H5

111



Ergebnisse und Diskussion

(durchschnittlich 1,3+0,07) (s. Abbildung 5-15). Innerhalb der Gruppen sind die Werte
sehr ahnlich. Alle untersuchten Zellen wurden drei Wochen vor Durchfuhrung der
Zelltests aufgetaut und zweimal passagiert. Da es in Zelllinien im Allgemeinen haufig
zu spontanen Mutationen kommt (Freshney, 2005), konnten die Unterschiede in der
Stoffwechselaktivitat evil. durch eine unterschiedliche Anzahl der Passagen vor dem
Einfrieren bedingt sein (Boxberger, 2007). Die HepG2-Zellen wurden von zwei
verschiedenen Arbeitsgruppen verwendet. Es wurde nicht vermerkt wie oft die Zellen
vor dem Einfrieren passagiert wurden.

Im XTT-Test konnte kein signifikanter Einfluss der Schadstoffinkubation auf die

Vitalitat der HepG2-Zellen nachgewiesen werden (s. Abbildung 5-16 und 8-1).

5.6.1.12 Vergleichende Diskussion der Stoffwechselaktivitat bei den

verschiedenen Zelltypen

Ein Vergleich der verschiedenen Zellen hinsichtlich der Reaktion auf eine Schadstoff-
inkubation zeigt, dass sowohl zwischen den Gruppen (verschiedene Zellen), als auch
innerhalb der Gruppen, Unterschiede zu erkennen sind. Sowohl bei den Seehund-,
als auch bei den Schweine-Hepatozyten, reagierten die Zellen aus den einzelnen
Tieren teilweise unterschiedlich empfindlich auf die Schadstoffe. Die HepG2-Zellen
zeigten sich gegenulber einer Inkubation mit Schadstoffen unsensibel. Insgesamt
lasst sich feststellen, dass die gewahlten Schadstoffkonzentrationen, wie erwartet, in

keinem Fall zu einem Verlust der mit dem XTT-Test ermittelten Vitalitat fiUhren.

5.6.2 Nachweis der spezifischen Stoffwechselaktivitat (Harnstoff-Test)

Um die Hepatozyten fur das Zellkulturmodell einsetzen zu kdnnen ist es wichtig, dass
diese neben ihrem allgemeinen Stoffwechsel (analysiert mit dem XTT-Test) auch
ihren spezifischen Metabolismus beibehalten. Eine Beurteilung der spezifischen
Stoffwechselaktivitat erfolgte in der vorliegenden Arbeit anhand der Harnstoff-
synthese (s. Kapitel 3.7.3). Fur die Anwendbarkeit des Zellkulturmodells ist es zudem
entscheidend, dass die in den Inkubationsexperimenten verwendeten Schadstoffe
nicht zu einem Absterben der Zellen fuhren. Die Schadstoffinkubation erfolgte an

Tag 2 der Zellkultivierung nach dem Mediumwechsel (s. Kapitel 4.10). Somit ent-
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halten die Kulturen lediglich an Tag 3 Schadstoffe. Um die Auswirkungen der
Schadstoffinkubation zu ermitteln, wurden die Harnstoffwerte an Tag 2 und Tag 3
miteinander verglichen und statistisch analysiert. In den folgenden Abschnitten ist der
Verlauf der Harnstoffsynthese der primaren Seehund- und Schweine-Hepatozyten
sowie der HepG2-Zellen dargestellt. Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten,
wurden die Harnstoffwerte des Kontrollmediums von den Ergebnissen der Proben

subtrahiert.

5.6.2.1 Harnstoffsynthese der Seehund-Hepatozyten mit Schadstoffinkubation

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Harnstoffsynthese fur die primaren Seehund-
Hepatozyten vor und nach der Inkubation mit PCB bzw. PFOS zusammengefasst.
Die Ergebnisse der PCB-Inkubation der Seehund-Hepatozyten aus den Tieren Pv 19,
Pv 22 und Pv 23 sind in Abbildung 5-17 dargestellt.
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Abbildung 5-17: Von den primdren Seehund-Hepatozyten (3,8x106 Zellen) gebildete
Harnstoffmengen vor und nach Isooctan- bzw. PCB-Inkubation. Dargestellt ist der Mittelwert £ SD
aus 3 Messungen. Zugabe von Isooctan und PCB an Tag 2. Die Harnstoffwerte der jeweiligen
Mediumkontrollen wurden von den dazugehdrigen Harnstoffwerten der Proben subtrahiert.

Die Kurvenverlaufe der synthetisierten Harnstoffmengen sind sehr heterogen und

lassen keine eindeutige Tendenz erkennen. Bei den Hepatozyten aus Pv 19 wurden
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die hochsten Harnstoffmengen an Tag 2 synthetisiert (p<0,05). Die Harnstoffwerte
verringerten sich signifikant nach der Inkubation mit Isooctan bzw. 50 yM PCB
(p<0,05). Fur die Hepatozyten aus Pv 22, die mit 50 uM PCB inkubiert wurden, ergab
sich ein ahnlicher Kurvenverlauf wie bei den Hepatozyten aus Pv 19. Die Unter-
schiede zwischen den einzelnen Tagen waren jedoch nicht signifikant. Der Anstieg
der Harnstoffwerte nach der Inkubation mit Isooctan war ebenfalls nicht signifikant.
Die Hepatozyten aus Pv 23 synthetisierten an Tag 2 signifikant (p<0,05) mehr Harn-
stoff als an Tag 1. Nach der Inkubation mit Isooctan kam es zu einem minimalen Ab-
sinken der Harnstoffwerte (nicht signifikant), wahrend die Harnstoffmengen nach der
Inkubation mit 50 yM PCB minimal anstiegen (nicht signifkant). Die eingesetzten

Schadstoffkonzentrationen flhrten nicht zu einer Verringerung der Harnstoffsynthese.

In Abbildung 5-18 sind die Ergebnisse der Harnstoffbestimmung fir die mit PFOS
inkubierten primaren Seehund-Hepatozyten dargestellt.
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Abbildung 5-18: Von den primiren Seehund-Hepatozyten (3,8x10° Zellen) gebildete
Harnstoffmengen vor und nach PFOS-Inkubation. Dargestellt ist der Mittelwert+ SD aus
3 Messungen. Zugabe von DMSO und PFOS an Tag2. Die Harnstoffwerte der jeweiligen
Mediumkontrollen wurden von den dazugehdérigen Harnstoffwerten der Proben subtrahiert.
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Die Kurvenverlaufe der synthetisierten Harnstoffmengen aus den Seehunden Pv 21,
Pv 22 und Pv 23 sind homogen (s. Abbildung 5-18), wobei die gebildeten Harnstoff-
werte der Hepatozyten aus Pv 23 zu allen Zeitpunkten signifikant hdher waren als die
Werte aus Pv 20 und Pv 21 (p<0,05). Wahrend sich die synthetisierten Harnstoff-
mengen von Pv 20 an Tag 1 und Tag 2 nicht signifikant unterschieden, wurde von
Pv 21 an Tag 2 signifikant mehr Harnstoff gebildet (p<0,05). Bei den Hepatozyten
aus Pv 23 unterschieden sich die Harnstoffwerte an Tag 1 signifikant voneinander
(p<0,05). Die Zellen, die an Tag 2 mit DMSO inkubiert wurden, wiesen an Tag 1 die
hdchsten Harnstoffwerte auf. Dahingegen bildeten die Zellen, die an Tag 2 mit 50 uM
PCB inkubiert wurden, signifikant mehr Harnstoff als an Tag 2 (p<0,05). Die
Harnstoffmengen sanken an Tag 3 bei den Hepatozyten aus allen drei Seehunden
rapide ab und erreichten teilweise den Nullwert (p<0,05). Vor der Inkubation ent-
sprachen die Werte in etwa denen der PCB-Inkubationsexperimente. Der extreme
Abfall der Harnstoffwerte ist auf eine Stérung im Harnstofftest zurlickzufihren. Die in
den Inkubationsexperimenten verwendete DMSO-Konzentration (0,1%) hemmte die
Aktivitat der Urease (s. Kapitel 4.9.2). Somit lasst sich keine Aussage zum Einfluss

von PFOS auf die Harnstoffsynthese der primaren Seehund-Hepatozyten treffen.

5.6.2.2 Diskussion der Harnstoffsynthese der Seehund-Hepatozyten nach
Schadstoffinkubation

Die Inkubation der Seehund-Hepatozyten mit Isooctan bzw. 50 yM PCB fuhrte zu
einem heterogenen Kurvenverlauf der Harnstoffsynthese. Es konnte sowohl ein
Abfall als auch ein Anstieg der Harnstoffmengen beobachtet werden (s. Abbildung
5-17). Eine signifikant verminderte Harnstoffsynthese, nach der Inkubation mit
Isooctan bzw. 50 uM PCB, konnte allerdings nur bei den Hepatozyten aus Pv 19
festgestellt werden. Diese Abnahme konnte entweder auf die Schadstoffinkubation
zuruckzufuhren sein oder auf einer normalen Schwankung der Harnstoffsynthese im
Laufe der Kultivierung beruhen. Korff (2010) beobachtete bei einer 10tagigen
Kultivierung  primarer  Seehund-Hepatozyten  (ohne  Schadstoffinkubation)
Schwankungen in der Harnstoffsynthese.

Thomé et al. (1995) stellten eine signifikante Abnahme der Harnstoffproduktion bei

primaren Ratten-Hepatozyten nach einer Inkubation mit 25 uM Aroclor 1254 fest.
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Diese Ergebnisse wurden die Hypothese stutzen, dass die Abnahme der
Harnstoffproduktion durch die Schadstoffinkubation hervorgerufen wurde. Allerdings
wiesen auch die mit Isooctan inkubierten Hepatozyten eine verminderte
Harnstoffsynthese auf. Diese Tatsache wirde daflr sprechen, dass es sich bei dem
Absinken der Harnstoffmengen eher um einen normalen Prozess handelt, der im
Verlauf der Kultivierung auftritt. Ahnliche Beobachtungen konnte Korff (2010)
machen. Korff (2010) analysierte den Einfluss einer Inkubation mit Isooctan, 1 uM
PCB bzw. 100 uM PCB auf die Harnstoffsynthese primarer Seehund-Hepatozyten. In
vier von funf Zellpraparationen konnte eine signifikante Abnahme der Harnstoffwerte
beobachtet werden (Korff, 2010). Dieses Absinken der Harnstoffwerte wurde jedoch
nicht auf die Schadstoffinkubation zurickgefuhrt, da unbehandelte Kontrollzellen aus
denselben Tieren an Tag 3 ebenfalls signifikant weniger Harnstoff synthetisierten.

Die in der vorliegenden Arbeit sowie bei Korff (2010) detektierte Abnahme der
Harnstoffwerte scheint durch eine allgemeine Verringerung der Harnstoffsynthese im
Verlauf der Kultivierung bedingt zu sein. Ein Zusammenhang zwischen der
Kultivierungsdauer und sinkender Harnstoffsynthese wurde ebenfalls von Yagi et al.
(1998) bei der Kultivierung unbehandelter Ratten-Hepatozyten hergestellt. Gémez-
Lechdén et al. (1990) beobachteten bei einer funftdgigen Kultivierung humaner
Hepatozyten an Tag 2 eine 50% geringere Harnstoffsynthese im Vergleich zu Tag 1.
Danach blieben die Werte bis zum Ende der Kultivierung stabil.

Um eindeutig klaren zu konnen, ob die beobachtete Verringerung der
Harnstoffsynthese an Tag 3 auf die Schadstoffinkubation zuriickzufihren ist, sind

weitere Experimente notwendig.

Die Harnstoffwerte der primaren Seehund-Hepatozyten fielen nach der Inkubation
mit DMSO bzw. 300nM PFOS rapide ab und erreichten bei Pv 20 und Pv 21 den
Nullwert (s. Abbildung 5-18). Diese Abnahme der Harnstoffproduktion beruhte, wie
zusatzliche Tests zeigten, auf einer Storung der Urease im Harnstofftest, die durch
die DMSO-Konzentration (0,1%) in den Proben hervorgerufen wurde. Aus diesem
Grund kann keine Aussage zum Einfluss einer DMSO bzw. PFOS-Inkubation auf die

Harnstoffsynthese der Seehund-Hepatozyten gemacht werden.
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In der Studie von Korff (2010) konnte gezeigt werden, dass die Inkubation mit DMSO
und PFOS nicht generell zu einer signifikanten Abnahme der Harnstoffproduktion bei
Seehund-Hepatozyten fuhrte. Korff (2010) inkubierte primare Seehund-Hepatozyten
mit DMSO und verschiedenen PFOS-Konzentrationen (3; 30; 3000 und 30.000 nM).
Die finale DMSO-Konzentration in den Proben betrug 0,001% (v/v) und fuhrte nicht
zu einer Hemmung der Urease. Die Seehund-Hepatozyten reagierten auf die Schad-
stoffinkubation individuell verschieden. Bei zwei von vier Tieren kam es zu einer
signifikanten Verringerung der Harnstoffsynthese. In einem Fall trat diese Abnahme

jedoch bereits vor der Schadstoffinkubation auf.

5.6.2.3 Harnstoffsynthese der Schweine-Hepatozyten

In der folgenden Abbildung 5-19 sind die gebildeten Harnstoffmengen der primaren
Schweine-Hepatozyten dargestellt. Die Hepatozyten wurden aus den Lebern S 25
und S 27 mittels Leberbiopsie Perfusion isoliert und in WME mit einer Zellzahl von
3,8x10° Zellen kultiviert. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Harnstoffwerte

der jeweiligen Mediumkontrolle von den Harnstoffwerten der Zellen subtrahiert.
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Abbildung 5-19: Von den primaren Schweine-Hepatozyten gebildete Harnstoffmengen (3,8x106
Zellen). Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus 2 Parallelproben mit je 3 Messungen. Die Zahlen in der
Legende beziehen sich auf die Schweineleber, aus der die Hepatozyten isoliert wurden (s. Tabelle
5-9). Die Harnstoffwerte der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den dazugehdrigen
Harnstoffwerten der Proben subtrahiert.
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Die Hepatozyten aus beiden Zellpraparationen synthetisieren an Tag 1 und Tag 2
vergleichbare Harnstoffmengen (durchschnittlich 48 pg/mi+2,8). An Tag 3 wurde von
den Hepatozyten aus S 27 signifikant mehr Harnstoff synthetisiert (53 pg/ml £1,7 vs.
34 ug/ml £2,1).

Aufgrund der kleinen Datenmenge kann jedoch keine generelle Aussage zum Verlauf
der Harnstoffproduktion getroffen werden. Aus diesem Grund ist in Abbildung 5-20
die Harnstoffsynthese primarer Schweine-Hepatozyten dargestellt, die mit einer Zell-
zahl von 1,6x10° Zellen ausgesit wurden. Die Isolierung wurde aus den Schweinen
S 25-S 29 mit der Leberbiopsie Perfusion durchgeflhrt. Kultiviert wurden die Zellen
in WME. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Harnstoffwerte der jeweiligen

Mediumkontrolle von den Harnstoffwerten der dazugehérigen Zellen subtrahiert.
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Abbildung 5-20: Von den primiren Schweine-Hepatozyten gebildete Harnstoffmengen (1,6x10°
Zellen). Dargestellt ist der Mittelwert £ SD aus 2-3 Parallelproben mit je 3 Messungen. Die Zahlen in
der Legende beziehen sich auf die Schweineleber, aus der die Hepatozyten isoliert wurden (s. Tabelle
5-9). Die Harnstoffwerte der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den dazugehdrigen
Harnstoffwerten der Proben subtrahiert.

Die Kurvenverlaufe der von den primaren Schweine-Hepatozyten synthetisierten
Harnstoffmengen sind, bis auf eine Ausnahme (S 25), gleichférmig. Die Harnstoff-
werte an Tag 1 reichten von 26-33 pg/ml. Im Verlauf der Kultivierung unterschieden
sich die produzierten Harnstoffmengen deutlicher voneinander und reichten an Tag 2
von 12-42 pg/ml und an Tag 3 von 21-46 ug/ml. Bei den Hepatozyten aus S 27 und
S 29 konnte ein leichter Abfall der Harnstoffwerte an Tag 2 beobachtet werden,
wahrend die Harnstoffsynthese aus S 25 und S 28 konstant blieb. Bei S 26 kam es
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zu einer Steigerung der Harnstoffsynthese, die sich an Tag 3 fortsetzte. Eine
Steigerung der Harnstoffsynthese erfolgte auch fir die Hepatozyten aus S 26-S 29.
Nur bei den Hepatozyten aus S 25 konnte ein leichtes Absinken der Harnstoff-

produktion beobachtet werden.

5.6.2.4 Harnstoffsynthese der Schweine-Hepatozyten in Abhangigkeit von der

Isolierungsmethode

Es sollte untersucht werden, ob die beiden Isolierungsmethoden Gewebedissoziation
in Medium (GdM) und Leberbiopsie Perfusion (LbP) einen unterschiedlichen Einfluss
auf die Harnstoffproduktion der Schweinehepatozyten haben (s. Abbildung 5-21). Der
Vergleich erfolgte an Hepatozyten aus den Lebern S 27, S 28 und S 29, die mit den
zwei Isolierungsmethoden gewonnen wurden (s. Tabelle 5-9). Die Kultivierung
erfolgte jeweils in WME. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Harnstoffwerte

der jeweiligen Mediumkontrolle von den Harnstoffwerten der Zellen subtrahiert.
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20
10
0
-10

Harnstoff [ug/ml]

Tag 1 Tag 2 Tag 3

Abbildung 5-21: Von den primaren Schweine-Hepatozyten gebildete Harnstoffmengen (1,6x106
Zellen) in Abhéangigkeit von der Isolierungsmethode. Dargestellt ist der Mittelwert+ SD aus
3 unabhangigen Experimenten mit je 2 Parallelproben und je 3 Messungen. GdM=Gewebe-
dissoziation in Medium, LbP=Leberbiopsie Perfusion, signifikanter Unterschied zwischen den
Methoden: p<0,05 (*). Die Harnstoffwerte der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den
dazugehdrigen Harnstoffwerten der Proben subtrahiert.

Die mittels Leberbiopsie Perfusion isolierten Hepatozyten synthetisierten an allen
drei Tagen signifikant gréRere Harnstoffmengen als die Hepatozyten, die mit GdM
isoliert wurden (p<0,05) (s.Abbildung 5-21). Die groRte Harnstoffmenge von
34 ug/mi+4,0 wurde an Tag 3 gebildet. Die Zellen, die mit der GdAM Methode isoliert
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wurden, synthetisierten an Tag 1 mit 3 ug/mix1,6 ihre héchsten Harnstoffmengen.
Die Hepatozyten aus der GdM Isolierung produzierten an keinem Tag signifikant

mehr Harnstoff als das Medium.

5.6.2.5 Harnstoffsynthese der Schweine-Hepatozyten in Abhangigkeit vom

Kulturmedium

Mit dem folgenden Experiment sollte ermittelt werden, ob die beiden Kulturmedien
Hepatozyme-SFM und WME einen unterschiedlichen Einfluss auf die Harnstoff-
produktion der primaren Schweine-Hepatozyten haben. Die Hepatozyten wurden
mittels Leberbiopsie Perfusion aus den Lebern S 25 und S 27 (s. Tabelle 5-9) isoliert.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 5-22 gezeigt. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden die Harnstoffwerte der jeweiligen Mediumkontrolle von den Harnstoffwerten

der Zellen subtrahiert.
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Abbildung 5-22: Von den primaren Schweine-Hepatozyten gebildete Harnstoffmengen (1,6x106
Zellen) in Abhangigkeit vom Kulturmedium. Dargestellt ist der Mittelwert £ SD aus 2 unabhangigen
Experimenten mit je 3 Messungen. H=Hepatozyme-SFM, W=WME, signifikanter Unterschied
zwischen den Zellen in den verschiedenen Medien: p<0,05 (*).Die Harnstoffwerte der jeweiligen
Mediumkontrollen wurden von den dazugehdrigen Harnstoffwerten der Proben subtrahiert.

Die Hepatozyten, die in WME kultiviert wurden, produzierten an Tag 1 die groften
Harnstoffmengen (31 pg/mi+6,7). An Tag 2 sanken die Werte leicht auf 23 ug/mli+3,6
ab. Die in Hepatozyme-SFM Kkultivierten Zellen synthetisierten an Tag 2 nur etwa
halb so viel (26 ug/mix1,6) und an Tag 3 nur ca. ein Viertel (4 uyg/mit 3,2) so viel
Harnstoff wie die in WME kultivierten Zellen. Lediglich an Tag 1 bestand hinsichtlich

der Harnstoffsynthese kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Methoden.
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5.6.2.6 Veranderung der Harnstoffsynthese der Schweine-Hepatozyten

wahrend einer 14tagigen Kultivierung

Da in der Literatur unterschiedliche Angaben zur Veranderung der Harnstoffsynthese
im Verlauf einer mehrtagigen Kultivierungsdauer gemacht werden (s. Kapitel 4.6.3,
Gbémez-Lechdn et al., 1990; Katsura et al., 2002; Dabos et al., 2004; Higuchi et al.,
2006), sollte in der vorliegenden Arbeit herausgefunden werden, wie sich die mit der
Leberbiopsie Perfusion isolierten Hepatozyten verhalten.

Aufgrund der Tatsache, dass die Seehund-Hepatozyten nur in begrenzter Menge zur
Verfligung standen, wurden diese Experimente nur mit Schweine-Hepatozyten
durchgefuhrt. Fir das Experiment wurden primare Schweine-Hepatozyten aus
S 27-29 fur 14 Tage in WME kultiviert. Die Veranderungen der Harnstoffsynthese bei
primaren Schweine-Hepatozyten im Verlauf einer 14tagigen Kultivierung sind in
Abbildung 5-23 dargestellt. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Harnstoffwerte
der jeweiligen Mediumkontrolle von den dazugehdrigen Harnstoffwerten der Zellen

subtrahiert.

80 4
70 | i

60 -

50

40 - |m Zellen (S 27-29)|

30
20 A

Harnstoff [ug/ml]

10 -
0 -

Tag1 Tag2 Tag3 Tag4 Tag7 Tag8 Tag9 Tag Tag Tag
10 11 14

Abbildung 5-23: Von den primiren Schweine-Hepatozyten gebildete Harnstoffmengen (1,6x10°
Zellen) in Abhéngigkeit von der Kultivierungsdauer (S 27-29). Dargestellt ist der Mittelwert + SD
aus 3 unabhangigen Experimenten mit je 2 Parallelproben und je 3 Messungen. Die roten Pfeile
markieren die Tage, an denen in den zwei vorangegangenen Tagen kein Mediumwechsel stattfand.

Die hochsten Harnstoffmengen wurden an Tag7 (61 ug/mix2,6), Tag 10
(56 pug/mlix7,1) und Tag 14 (68 ug/mi+9,0) gemessen. Die hohen Werte an Tag 7 und
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Tag 14 ergaben sich durch eine Akkumulierung von Harnstoff, da jeweils an den zwei
Tagen vor der Messung, kein Mediumwechsel stattfand. An den Ubrigen Tagen
wurde das Medium alle 24 h gewechselt. Ein einheitlicher Trend in der Zu- oder

Abnahme der Harnstoffwerte ist nicht zu erkennen.

Zusatzlich zur Messung des Harnstoffgehaltes wurden die Hepatozyten Uber den
gesamten Kultivierungszeitraum morphologisch begutachtet. Die morphologischen
Veranderungen der Schweine-Hepatozyten, wahrend einer 14-tagigen Kultur, sind in
Abbildung 5-24 zu sehen. Im Zellrasen konnten ab dem neunten Kultivierungstag

grofRe Lucken im Zellrasen beobachtet werden. Mit zunehmender Kultivierungsdauer

erhohte sich die Anzahl und GrofRRe der Licken im Zellrasen.

Abbildung 5-24: Primare Schweine-Hepatozyten an Tag 0 (A), Tag 5 (B), Tag 8 (C) und Tag 12 (D)
nach der Isolierung (S 28), Leberbiopsie Perfusion, Medium: WME, rote Pfeile: ausgebreitete

Hepatozyten; gelbe Pfeile: nicht ausgebreitete Hepatozyten; orangefarbene Pfeile: Zelltrimmer; weilke
Pfeile: Licke im Zellrasen; Vergr.: 200x, Phasenkontrast
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5.6.2.7 Diskussion der Harnstoffsynthese primarer Schweine-Hepatozyten

Experimente mit unbehandelten Schweine-Hepatozyten sollten Aufschluss dartber
geben, wie stark die individuellen Schwankungen der Harnstoffsynthese im Verlauf
einer dreitagigen Kultivierung in WME sind. Die Tendenz der Kurvenverlaufe war
weitestgehend homogen (Zunahme der Harnstoffsynthese; s. Abbildung 5-19 und
5-20), die gebildeten Harnstoffmengen unterschieden sich jedoch teilweise signifikant
voneinander. Korff (2010) stellte bei einem Vergleich der Harnstoffsynthese von
Hepatozyten aus drei verschiedenen Schweinen ebenfalls individuelle Unterschiede
in der produzierten Harnstoffmenge fest. Die Harnstoffmengen blieben im Laufe der
dreitagigen Kultivierung konstant.

Anhand primarer Schweine-Hepatozyten wurde der Einfluss zwei verschiedener
Isolierungsmethoden (GdM und LbP) und zwei unterschiedlicher Zellkulturmedien
(Hepatozyme-SFM und WME) auf die Harnstoffsynthese analysiert. Die Hepatozyten,
die mit den beiden verschiedenen Isolierungsmethoden GdM und Leberbiopsie
Perfusion gewonnen wurden, unterschieden sich bezlglich ihrer Harnstoffproduktion
deutlich voneinander (s. Abbildung 5-21). Wahrend die mittels Perfusion isolierten
Hepatozyten an allen Tagen signifikante héhere Harnstoffwerte aufwiesen als das
Medium, produzierten die mit der GdM Methode isolierten Zellen keinen Harnstoff.
Der Vergleich der beiden Zellkulturmedien zeigte, dass eine Kultivierung der
Hepatozyten in WME zu einer signifikant hdheren Harnstoffproduktion flhrte
(s. Abbildung 5-22). Das Hepatozyme-SFM Medium scheint keine optimale
Versorgung der primaren Schweine-Hepatozyten zu gewahrleisten und kommt somit
nicht fur die Kultivierung der Zellen in Frage.

Um weitere Informationen Uber die Schwankungen der Harnstoffsynthese bei
Schweine-Hepatozyten zu erhalten, wurden die Hepatozyten fur 14 Tage kultiviert.
Es kam zu deutlichen Schwankungen der Harnstoffmengen zwischen den einzelnen
Tagen (s. Abbildung 5-23). Eine einheitliche Zu- oder Abnahme der Werte konnte
nicht beobachtet werden. Die hohen Harnstoffwerte an den Tagen 7 und 14 wurden
durch eine Akkumulierung des Harnstoffs bedingt, da jeweils zwei Tage vorher kein
Mediumwechsel stattfand. Auffallig war, dass in der zweiten Halfte der Kultivierung
hohere Harnstoffwerte gemessen wurden als in der ersten Halfte (nicht signifikant).

Diese Ergebnisse deckten sich nicht mit den mikroskopischen Beobachtungen, bei
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denen ab dem neunten Kultivierungstag die ersten Lucken im Zellrasen zu erkennen
waren (s. Abbildung 5-24). In der Literatur werden unterschiedliche Beobachtungen
zum Verlauf der Harnstoffsynthese gemacht. Dabos et al. (2004) konnten bei
Schweine-Hepatozyten im Verlauf einer sechstagigen Kultivierung einen leichten
Anstieg der Harnstoffproduktion detektieren. Bei einer 15tagigen Kultivierung
primarer Schweine-Hepatozyten stellten Jasmund et al. (2007) zunachst einen
leichten Anstieg der Harnstoffsynthese (bis Tag 10) und anschliel3end eine Abnahme
der Syntheseleistung fest. Katsura et al. (2002) beobachteten bei humanen Hepato-
zyten eine Abnahme der Harnstoffsynthese (ab Tag 7) im Verlauf einer mehr-

wochigen Kultivierung.

5.6.2.8 Harnstoffsynthese der HepG2-Zellen

In Abbildung 5-25 sind die von den HepG2-Zellen synthetisierten Harnstoffmengen
abgebildet. Die Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrolle wurden von den

Absorptionswerten der dazugehoérigen Probe abgezogen.
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Abbildung 5-25: Von den HepG2-Zellen gebildete Harnstoffmengen (3,8x10° Zellen). Dargestellt
ist der Mittelwert £ SD aus 3 Parallelproben mit je 3 Messungen. Die Harnstoffwerte der jeweiligen
Mediumkontrollen wurden von den dazugehdrigen Harnstoffwerten der Proben subtrahiert.

Die Kurvenverlaufe der Harnstoffmengen aus den Zellpraparationen H1und H 4
ahnelten sich, wohingegen die HepG2-Zellen aus H 2 einen anderen Verlauf zeigten.
Far H2 und H4 wurden die geringsten Harnstoffwerte an Tag 1 gemessen

(2 pg/mlx0,5 bzw. 27 ug/mi£2,0). In beiden Zellpraparationen kam es an Tag 2 zu
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einem Anstieg der Werte, der sich flir H 4 an Tag 3 fortsetzte. Bei den HepG2-Zellen
aus H 2 kam es zu einem leichten Absinken der Werte. Die Zellen aus H 1 wiesen ihr
Harnstoff-Minimum an Tag 2 (9 pg/mli+1,0) auf und erreichten an Tag 3 ihr Maximum
(43 pg/mlix1,4). Die HepG2-Zellen aus H 4 bildeten Uber den gesamten Zeitraum
signifikant hdhere Harnstoffmengen als die tbrigen Zellen (p<0,05).

5.6.2.9 Veranderung der Harnstoffsynthese der HepG2-Zellen nach
Schadstoffinkubation

Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob eine Inkubation mit
PCB oder PFOS bzw. den dazugehdrigen Ldsungsmitteln, einen Einfluss auf die
Harnstoffsynthese der HepG2-Zellen hat. Die Schadstoffzugabe erfolgte an Tag 2
nach dem Mediumwechsel. Der Einfluss einer Inkubation mit Isooctan, 1 uM PCB
bzw. 50 yM PCB auf die Harnstoffsynthese der HepG2-Zellen ist in Abbildung 5-26
dargestellt. Die Ergebnisse aus der Inkubation mit DMSO, 30 nM bzw. 300 nM PFOS
sind in Abbildung 5-27 zu sehen. Die Absorptionswerte der jeweiligen Medium-

kontrolle wurden von den Absorptionswerten der dazugehoérigen Probe abgezogen.

80

70 -
P— 60 m H3 + Isoocatan
% 50 - O H5 + Isooctan
540 @H3 + 1 uM PCB
2 mH5+ 1 M PCB
g30* O H3 + 50 yM PCB
T 20 m H5 + 50 M PCB

10 -

0 _
Tag 1 Tag 2 Tag 3

Abbildung 5-26: Von den HepG2-Zellen gebildete Harnstoffmengen (3,8x10° Zellen) vor und
nach Inkubation mit Isooctan bzw. PCB. Dargestellt ist der Mittelwert £ SD aus 3 Parallelproben mit
je 3 Messungen. Die Zugabe von Isooctan und PCB erfolgte an Tag 2. Die Harnstoffwerte der
jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den dazugehdérigen Harnstoffwerten der Proben subtrahiert.

Dargestellt sind die Ergebnisse der HepG2-Zellen aus H 3 und H 5. Die Zellen aus
H 5 wiesen in allen Fallen signifikant hohere Harnstoffwerte auf als die Zellen aus

H 3 (p<0,05). Die HepG2-Zellen aus beiden Praparationen produzierten an Tag 1 die
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geringsten Harnstoffmengen und an Tag 3 die hdchsten. Eine Inkubation mit
Isooctan, 1 yM PCB bzw. 50 yM PCB hatte keinen negativen Einfluss auf die
Harnstoffsynthese der Zellen, da die Zellen an Tag 3 (nach Schadstoffinkubation)

signifikant mehr Harnstoff synthetisierten als an Tag 2 (vor Schadstoffinkubation).

Die Harnstoffproduktion der HepG2-Zellen vor und nach der Inkubation mit DMSO
bzw. PFOS ist in Abbildung 5-27 zu sehen. Im Gegensatz zu den Inkubations-
experimenten mit Seehund-Hepatozyten wurden fir die Experimenten mit HepG2-
Zellen Lésungen verwendet, die eine geringere DMSO-Konzentration enthielten (s.

Kapitel 4.10). Es trat keine Stérung der Urease-Aktivitat im Harnstoff-Test auf.
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Abbildung 5-27: Von den HepG2-Zellen gebildete Harnstoffmengen (3,8x10° Zellen) vor und
nach Inkubation mit DMSO und PFOS. Dargestellt ist der Mittelwert £ SD aus 3 Parallelproben mit je
3 Messungen. Die Zugabe von DMSO und PFOS erfolgte an Tag 2. Die Harnstoffwerte der jeweiligen
Mediumkontrollen wurden von den dazugehdrigen Harnstoffwerten der Proben subtrahiert.

Die HepG2-Zellen aus H 3 synthetisierten an Tag 1 und Tag 2 signifikant mehr Harn-
stoff als die Zellen aus H 5 (p<0,05). Fur beide Zellpraparationen konnte ein Anstieg
der Harnstoffwerte im Laufe der Kultur festgestellt werden. Eine Inkubation mit
DMSO bzw. PFOS fuhrte bei den Zellen aus H 5 zu einem signifikanten Anstieg der
Harnstoffwerte. Bei den Zellen aus H 3 konnte nur fir die Zellen, die mit 30 nM
PFOS inkubiert wurden, ein signifikanter Anstieg der Harnstoffwerte beobachtet

werden. Die (ibrigen Zellen aus H 3 zeigten keine signifikante Anderung zu Tag 2.
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Die Schadstoffinkubation fiuhrte in keinem Fall zu einer signifikanten Abnahme der

Harnstoffwerte.
5.6.2.10 Diskussion der Harnstoffsynthese der HepG2-Zellen

Bei den HepG2-Zellen lasst sich hinsichtlich der Harnstoffproduktion kein ein-
heitlicher Trend feststellen. Die einzelnen Zellpraparationen unterschieden sich
sowohl in der Menge des gebildeten Harnstoffs, als auch im Kurvenverlauf der Harn-
stoffwerte voneinander.

Es wurde untersucht, ob die Inkubation mit Schadstoffen oder deren Losungsmitteln
einen Einfluss auf die Harnstoffproduktion hat. Verglichen wurden dazu die Werte
von Tag 2 (vor der Inkubation) mit den Werten an Tag 3 (nach der Inkubation). Nach
der Inkubation mit Isooctan bzw. PCB stiegen die Harnstoffwerte beider
Zellpraparationen signifikant an.

Der Einfluss von PFOS auf die Harnstoffsynthese wirkte sich auf die beiden unter-
suchten Zellpraparationen unterschiedlich aus. Wahrend die Zellen aus H 5 nach der
Schadstoffinkubation in allen Fallen signifikant hdhere Werte als vor der Schadstoff-
inkubation aufwiesen, kam es bei den Zellen aus H 3 nach der Inkubation mit DMSO
zu einer Abnahme der Harnstoffwerte. Die verwendeten Schadstoffe hatten keinen
signifikant negativen Einfluss auf die Harnstoffsynthese der HepG2-Zellen. Diese
Ergebnisse decken sich mit Daten aus der Literatur. Hu et al. 2009 inkubierten
HepG2-Zellen fur 24 h mit verschiedenen PFOS-Konzentrationen (50, 100, 150 und
200 pM). Eine Inkubation mit 50 uM PFOS fuhrte zu einem Vitalitatsverlust von ca.
3-8% (im Vergleich zur Kontrolle). Selbst bei einer Inkubation der Zellen mit 200 uM

PFOS wurde noch eine Vitalitat von 85% erreicht.

5.6.2.11 Zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse aus den

Harnstofftests bei den untersuchten Zelltypen

Bei allen Zelltypen lie3en sich zum Teil deutliche individuelle Unterschiede im Verlauf
der Harnstoffsynthese sowie in der HOhe der synthetisierten Harnstoffmengen
feststellen. Aufgrund dieser individuellen Variabilitat lie sich fur die primaren

Seehund- und Schweine-Hepatozyten kein einheitlicher Verlauf der Harnstoff-
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synthese wahrend einer dreitagigen Kultivierung erkennen. Dahingegen nahm die
Harnstoffsynthese der HepG2-Zellen in der vorliegenden Arbeit zu. Dies lasst sich
moglicherweise dadurch erklaren, dass die HepG2-Zellen im Gegensatz zu den
primaren Hepatozyten proliferieren. Die HepG2-Zellen synthetisierten signifikant
weniger Harnstoff (18+2,0 ug/ml) als die primaren Hepatozyten. Die hoéchsten
Harnstoffwerte wurden mit 64+4,2 ug/ml von den primaren Seehund-Hepatozyten
produziert (Schweine-Hepatozyten: 47+3,3 pg/ml).

Eine Inkubation mit Isooctan bzw. 50 yM PCB flhrte weder bei den Seehund-
Hepatozyten noch bei den HepG2-Zellen zu einer signifikanten Abnahme der
Harnstoffsynthese. Bei den HepG2-Zellen konnte fur alle Zellpraparationen ein
signifikanter Anstieg nach der Inkubation festgestellt werden. Hinsichtlich des
Einflusses einer Inkubation mit DMSO bzw. 300 nM PFOS konnte fur die Seehund-
Hepatozyten keine Aussage gemacht werden, da hohe DMSO-Konzentrationen in
den Proben eine Messung der Harnstoffwerte unmdglich machte (s. Kapitel 5.6.2.1
und 4.10). Korff (2010) konnte in ihrer Arbeit keinen signifikant negativen Einfluss
einer DMSO bzw. PFOS-Inkubation primarer Seehund-Hepatozyten feststellen.

Die Harnstoffsynthese der HepG2-Zellen nahm in der Regel nach einer Inkubation
mit DMSO bzw. 300 nM PFOS signifikant zu. Lediglich in einem Fall konnte ein nicht
signifikanter Abfall der Werte beobachtet werden. Die verwendeten Schadstoffe
fuhrten in den eingesetzten Konzentrationen nicht zu einer signifikanten

Beeintrachtigung der Harnstoffsynthese.

5.6.3 Beurteilung der Membranschadigung (LDH-Freisetzung)

Mit dem LDH-Test sollte untersucht werden, ob eine Schadstoffinkubation der Zellen
mit PCB und PFOS eine Membranschadigung verursacht (s. Kapitel 3.7.4). Je hdher
die Absorptionswerte sind, desto grol3er ist die Zellschadigung. Als Proben dienten
Aliquote des Zellkultur- und Kontrollmediums, die an jedem Tag genommen wurden.
Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden die LDH-Werte des Kontroll-

mediums von den Proben-Werten subtrahiert.
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5.6.3.1 Veranderung der LDH-Freisetzung der Seehund-Hepatozyten nach
Schadstoffinkubation

Die LDH-Freisetzung der Seehund-Hepatozyten die mit Isooctan und 50 uM PCB
inkubiert wurden, ist in Abbildung 5-28 dargestellt. Die Hepatozyten wurden mittels

Leberbiopsie Perfusion isoliert und in WME kultiviert.
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Abbildung 5-28: LDH-Freisetzung der primaren Seehund-Hepatozyten vor und nach Inkubation
mit Isooctan und 50 pM PCB (3,8x1 0° Zellen). Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus 3 Messungen.
Die Zugabe von Isooctan und PCB erfolgte an Tag 2. Die Absorptionswerte der jeweiligen
Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der dazugehérigen Proben abgezogen.

Die hochsten LDH-Werte wurden fur Pv19 und Pv22 an Tag1 gemessen
(durchschnittlich  0,9+0,06 bzw. 1,5+0,03). Danach kam es in beiden
Zellpraparationen zu einem Absinken der Werte, welches sich bei Pv 19 auch nach
einer Schadstoffinkubation fortsetzte. Bei Pv 22 kam es nach der Inkubation mit
Isooctan zu einem Anstieg der LDH-Werte, wahrend diese nach einer Inkubation mit
50 uM PCB absanken. Der Unterschied zwischen Tag 1 und Tag 2 war in beiden
Fallen signifikant (p<0,05). Die LDH-Freisetzung der Hepatozyten aus Pv 23 war an
Tag 1 und Tag 2 nahezu identisch (durchschnittlich 1,8+0,06 bzw. 2,0+0,084). Fur
Pv 23 wurden die niedrigsten Werte an Tag 2 erreicht. In Pv 23 kam es zu einem
signifikanten Anstieg der LDH-Werte nach einer Schadstoffinkubation.

Die Hepatozyten aus den verschiedenen Seehunden scheinen unterschiedlich

sensibel auf die Schadstoffinkubation zu reagieren.
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In Abbildung 5-29 ist die LDH-Freisetzung aus Seehund-Hepatozyten, die mit DMSO
und PFOS inkubiert wurden, dargestellt.
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Abbildung 5-29: LDH-Freisetzung der primaren Seehund-Hepatozyten vor und nach Inkubation
mit DMSO und PFOS (3,8x10° Zellen). Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus 3 Messungen. Die
Zugabe von DMSO und PFOS erfolgte an Tag2. Die Absorptionswerte der jeweiligen
Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der dazugehdérigen Proben abgezogen.

Abgebildet sind die Ergebnisse der Hepatozyten aus den Seehunden PV 20, Pv 21
und Pv 22. Die Kurvenverlaufe der LDH-Werte sind fur alle Zellen vergleichbar. Die
hochsten Werte wurden an Tag 1, die niedrigsten Werte an Tag 3 gemessen. Die
Hepatozyten aus Pv 22 zeigten an allen Tagen eine signifikant hohere LDH-
Freisetzung als die Zellen aus Pv 20 und Pv 21. Eine Inkubation mit DMSO bzw.
300 nM PFQOS fluhrte nicht zu einem Anstieg der LDH-Freisetzung.

5.6.3.2 Diskussion der LDH-Freisetzung der Seehund-Hepatozyten nach
Schadstoffinkubation

Die LDH-Freisetzung war in samtlichen Hepatozyten-Praparationen an Tag 1 am
hdchsten (Ausnahme Pv 23). Diese auffallig hohen Werte lassen sich vermutlich auf
die Anwesenheit geschadigter Zellen zurtckfihren. In der Zellsuspension, die nach
der lIsolierung erhalten wurde, befanden sich neben vitalen Hepatozyten auch
geschadigte Hepatozyten, Zelltrimmer und Erythrozyten. Bei der Aussaat der Zellen
gelangten sie ebenfalls mit in die Kulturen und verursachten mdoglicherweise die

hohen LDH-Werte. Da sie sich aber, im Gegensatz zu den vitalen Hepatozyten, nicht
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am Boden der Zellkulturflaschen anhefteten wurden sie beim Mediumwechsel an
Tag 1 entfernt, wodurch es zu einem Absinken der LDH-Werte kam. Bei der
Kultivierung von humanen Hepatozyten konnten Vondran et al. (2008) ebenfalls die
hdchsten LDH-Werte an Tag 1 messen. Auch Clement et al. (2001) detektierten an
Tag 1 hoéhere LDH-Werte als an den Folgetagen. Korff (2010) erhielt bei der
Kultivierung primarer Seehund-Hepatozyten ebenfalls am ersten Tag die hochsten
LDH-Werte. Diese sanken im Verlauf der Kultivierung ab.

Betrachtet man die Ergebnisse der PCB-Inkubation der Seehund-Hepatozyten in der
vorliegenden Arbeit, ergibt sich ein sehr heterogenes Bild. In den Hepatozyten-
Kulturen aus Pv 22, die mit Isooctan inkubiert wurden, kam es an Tag 3 zu einem
Anstieg der LDH-Werte, wahrend sie nach einer Inkubation mit 50 uM PCB absanken.
Ein signifikanter Anstieg der LDH-Freisetzung konnte auch fur die Hepatozyten aus
Pv 23 nach einer Inkubation mit Isooctan bzw. 50 uM PCB beobachtet werden. Auf-
fallig ist, dass fur die Zellen aus Pv 19 kein Anstieg der Werte detektiert werden
konnte. Die Seehund-Hepatozyten reagierten offensichtlich individuell sensibel auf
die Schadstoffinkubation.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass PCBs eine Schadigung der Zell-
membran hervorrufen. Katynski et al. (2004) stellten eine Veranderung der
Hepatozytenmembran bei Hihnerembryonen fest, die in ovo PCB 126 ausgesetzt
waren. In anderen Untersuchungen konnten Veranderungen der Zellmembran nach
PCB-Inkubation bei primaren Nierenzellen (Lopez-Aparicio et al., 1997) und in
neuronalen Zellen aus der Ratte (Sanchez-Alonso et al., 2004) gezeigt werden.

Eine Inkubation mit DMSO bzw. 300 nM PFOS fihrte zu einem einheitlichen Kurven-
verlauf der Absorptionswerte. Sie sanken bei den Hepatozyten aus den Tieren Pv 20,
Pv 21 und Pv 22 im Verlauf der Kultur kontinuierlich und fielen bei den Hepatozyten
aus den Tieren Pv 20 und Pv 21 an Tag 3 auf die Werte des Kontrollmediums ab. Bei
den Hepatozyten aus Pv 22, die mit DMSO bzw. 300 nm PFOS inkubiert wurden,
konnte ebenfalls ein Absinken der LDH-Werte nach der Schadstoffinkubation
detektiert werden. Allerdings sanken die Werte nicht bis auf den Nullwert ab. Die
LDH-Freisetzung war wahrend der gesamten Kultivierung bei den Hepatozyten aus
Pv 22 signifikant hoher als bei den Hepatozyten aus Pv 20 und Pv 21. Eine mogliche

Ursache konnte eine insgesamt hohere Zellschadigung sein. Modest (2009) konnte
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bei der Kultivierung humaner Hepatozyten ebenfalls unterschiedlich hohe LDH-Werte
bei Zellen aus den verschiedenen Lebern messen.

Die verwendeten Schadstoffkonzentrationen scheinen im Falle der PCBs eine
Membranschadigung in einem Teil der Seehund-Hepatozyten hervorzurufen. Im
Gegensatz dazu konnte Korff (2010) nach einer Inkubation primarer Seehund-
Hepatozyten mit Isooctan, PCB, DMSO oder PFOS keinen signifikanten Anstieg der
LDH-Werte beobachten.

5.6.3.3 LDH-Freisetzung der Schweine-Hepatozyten

Die LDH-Freisetzung der Schweine-Hepatozyten ohne Schadstoffinkubation ist in
Abbildung 5-30 zu sehen. Die Isolierung wurde mit der Leberbiopsie Perfusion aus
den Lebern S 25 und S 27 durchgefihrt. Die Kultivierung erfolgte in WME. Die
Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrolle wurden von den Absorptionswerten

der dazugehdrigen Probe abgezogen.
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Abbildung 5-30: LDH-Freisetzung der primaren Schweine-Hepatozyten (3,8x1 0° Zellen; aus S 25
und S27). Dargestellt ist der Mittelwert £ SD aus 2 Parallelproben mit je 3 Messungen. Die
Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der
dazugehdrigen Proben abgezogen.

Der Verlauf der LDH-Freisetzung ist bei den Hepatozyten aus S 25 und S 27
(3,8x106 Zellen) vergleichbar. Die hdéchsten Absorptionswerte wurden an Tag 1
gemessen (0,4+0,03 bzw. 0,2+0,09), anschliefend kam es zu einem Abfall der LDH-
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Werte. Nur an Tag 1 gab es einen signifikanten Unterschied in der LDH-Freisetzung

zwischen den Hepatozyten aus den beiden Schweinelebern.

In Abbildung 5-31 ist die LDH-Freisetzung primarer Schweine-Hepatozyten
(1,6x10° Zellen pro Ansatz) aus den Lebern S 25-29 dargestellt. Die Isolierung wurde
mit der Leberbiopsie Perfusion durchgefuhrt. Die Kultivierung erfolgte in WME. Die
Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrolle wurden von den Absorptionswerten

der dazugehorigen Probe abgezogen.
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Abbildung 5-31: LDH-Freisetzung der primaren Schweine-Hepatozyten (1,6x106 Zellen).
Dargestellt ist der Mittelwert £ SD aus 2-3 Parallelproben mit je 3 Messungen. Die Zahlen in der
Legende beziehen sich auf die Schweineleber, aus der die Hepatozyten isoliert wurden (s. Tabelle
5-9). Die Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der
dazugehdrigen Proben abgezogen.

Der Verlauf der LDH-Freisetzung der Hepatozyten aus den Lebern S 25 bis S 28 war
sehr einheitlich (Ausnahme: S 29). Die Hepatozyten lieferten an Tag 1 die héchsten
Absorptionswerte (durchschnittlich 0,12+0,04) wahrend an Tag 2 die niedrigsten
Absorptionswerte erreicht wurden. Nur fir die Hepatozyten aus S 29 wurden die

hochsten Werte am dritten Tag gemessen.
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5.6.3.4 Veranderung der LDH-Freisetzung der Schweine-Hepatozyten in

Abhangigkeit von der Isolierungsmethode

Es sollte untersucht werden, ob die beiden Isolierungsmethoden Gewebedissoziation
in Medium (GdM) und Leberbiopsie Perfusion (LbP) einen unterschiedlichen Einfluss
auf die Membranintegritat der primaren Schweine-Hepatozyten haben. In Abbildung
5-32 ist die LDH-Freisetzung in Abhangigkeit von der Isolierungsmethode fur primare
Schweine-Hepatozyten dargestellt. Die Zellen wurden aus den Lebern S 27-29
isoliert und in WME kultiviert. Die Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrolle

wurden von den Absorptionswerten der dazugehorigen Probe abgezogen.
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Abbildung 5-32: LDH-Freisetzung der primiren Schweine-Hepatozyten (1,6x10° Zellen).
Dargestellt ist der Mittelwert £ SD aus 3 unabhangigen Experimenten mit 2 Parallelproben und je
3 Messungen. GdM=Gewebedissoziation in Medium, LbP=Leberbiopsie Perfusion. Die
Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der
dazugehdrigen Proben abgezogen.

Die hochsten Absorptionswerte wurden flr beide Zellpraparationen an Tag 1
gemessen (GdM: 0,13+0,02; LbP: 0,10£0,08). Danach kam es zu einem Absinken
der LDH-Werte. Es bestand zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied
zwischen den mit GdM isolierten und den mit LbP isolierten Zellen. Hinsichtlich der
Membranintegritat konnte somit kein Unterschied zwischen den verwendeten

Methoden beobachtet werden.
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5.6.3.5 Veranderung der LDH-Freisetzung der Schweine-Hepatozyten in

Abhangigkeit vom Kulturmedium

Um zu untersuchen, ob die beiden Kulturmedien Hepatozyme-SFM und WME einen
Einfluss auf die Membranintegritat der primaren Schweine-Hepatozyten haben,
wurden die Hepatozyten mittels Leberbiopsie Perfusion isoliert und in den
entsprechenden Medien kultiviert. Die Absorptionswerte der jeweiligen Medium-
kontrolle wurden von den Absorptionswerten der dazugehdérigen Probe abgezogen.
Der Einfluss der Kulturmedien auf die LDH-Freisetzung der primaren Schweine-

Hepatozyten ist in Abbildung 5-33 dargestellt.
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Abbildung 5-33: LDH-Freisetzung der primaren Schweine-Hepatozyten (1,6x10° Zellen) in
Abhédngigkeit vom Kulturmedium. Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus 2 unabhangigen
Experimenten mit je 3 Messungen. H=Hepatozyme-SFM, W=WME. Die Absorptionswerte der
jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der dazugehodrigen Proben
abgezogen.

Far beide Zellpraparationen wurden die hochsten Werte an Tag 1 gemessen
(H: 0,15t 0,14; W:0,24+0,07). Ein signifikanter Unterschied der beiden Methoden

hinsichtlich der LDH-Freisetzung konnte nicht detektiert werden.

5.6.3.6 Veranderung der LDH-Freisetzung der Schweine-Hepatozyten im

Verlauf einer 14tagigen Kultivierung

In Abbildung 5-34 ist der Verlauf der LDH-Freisetzung von primaren Schweine-

Hepatozyten wahrend einer 14tagigen Kultivierung dargestellt. Die Zellen wurden mit
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der Leberbiopsie Perfusion aus den Lebern S 27-S 29 isoliert und in WME Kkultiviert.
Die Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrolle wurden von den Absorptions-

werten der dazugehdrigen Probe abgezogen.

1,4 |

1,2 1

1,0

0,8 - ¢

0,6 - B Zellen (S27-29)|

0,4

Absorption 492nm

0,2

0,0 -
Tagl Tag2 Tag3 Tagd Tag7 Tag8 Tag9 Tag10 Tag11 Tagi4

-0,2

Abbildung 5-34: LDH-Freisetzung der primdren Schweine-Hepatozyten (1,6x106 Zellen) im
Verlauf einer 14-tdgigen Kultivierung in WME. Dargestellt ist der Mittelwert+ SD aus
3 unabhangigen Experimenten mit je 2 Parallelproben und 3 Messungen. Die roten Pfeile markieren
die Tage, an denen in den zwei vorangegangenen Tagen kein Mediumwechsel erfolgte. Die
Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der
dazugehdrigen Proben abgezogen.

Die LDH-Freisetzung primarer Schweine-Hepatozyten liel3 im Verlauf einer 14tagigen
Kultivierung keinen kontinuierlichen Anstieg oder Abfall der Werte erkennen. Die
hohen Werte an Tag 7 und Tag 14 ergaben sich durch eine Akkumulierung von LDH
im Medium, da jeweils an den zwei Tagen vor der Messung, kein Mediumwechsel
stattfand. An den Ubrigen Tagen wurde das Medium alle 24 h gewechselt. In der
zweiten Kultivierungs-Woche wurden hohere LDH-Werte gemessen als zu Beginn

der Kultivierung. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.

5.6.3.7 Vergleichende Diskussion der LDH-Freisetzung bei primaren Schweine-

Hepatozyten

Bei allen untersuchten Schweine-Hepatozyten wurden, unabhangig von der ein-
gesetzten Zellzahl, die hochsten LDH-Werte am ersten Tag gemessen. Danach kam

es zu einem Abfall der Werte, die in der Regel die HOhe der Mediumwerte erreichten.
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Lediglich bei den Hepatozyten aus S 29 kam es an Tag 3 wieder zu einem Anstieg
der Werte (s. Abbildung 5-30 und Abbildung 5-31).

Die hohen Werte an Tag 1 sind vermutlich dadurch bedingt, dass ein Teil der
Hepatozyten durch den lIsolierungsprozess geschadigt wurde. Auch die Tatsache,
dass immer ein gewisser Anteil toter Zellen mit ausgesat wurde, fuhrte zu den hohen
Absorptionswerten am ersten Tag. Mit dem ersten Mediumwechsel wurden die
geschadigten oder toten Zellen entfernt und es kam zu einer Abnahme der LDH-
Werte. Diese Ergebnisse decken sich mit denen aus anderen Studien an porcinen
Hepatozyten (Christiansen 2000; Frohlich 2004). Korff (2010) konnte ebenfalls die
hochsten LDH-Werte bei einer Kultivierung primarer Schweine-Hepatozyten an Tag 1
nachweisen. Es kam in dieser Studie zu einem signifikanten Abfall der LDH-
Freisetzung an Tag 2.

Die beiden Isolierungsmethoden Gewebedissoziation in Medium (GdM) und
Leberbiopsie Perfusion (LbP) wurden hinsichtlich mdglicher Auswirkungen auf die
Membranintegritat der isolierten Schweine-Hepatozyten untersucht. Mit Hilfe des
LDH-Tests konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Methoden
festgestellt werden. Sie scheinen somit keinen negativen Einfluss auf den Zustand
der Hepatozyten-Membran zu haben

Beim Vergleich der beiden verwendeten Medien WME und Hepatozyme-SFM liel3
sich hinsichtlich der Membranintegritat kein signifikanter Unterschied feststellen. Die
mikroskopische Betrachtung, der in den verschiedenen Medien Kkultivierten
Schweine-Hepatozyten, deckte jedoch deutliche Unterschiede auf (s. Abbildung
5-14). Nur die in WME kultivierten Zellen bildeten einen Monolayer aus und nahmen
die fur Hepatozyten charakteristische Zellform an.

Im Verlauf einer 14tagigen Kultivierung primarer Schweine-Hepatozyten konnte keine
kontinuierliche Zu- oder Abnahme der LDH-Werte beobachtet werden. Die hohen
Absorptionswerte an den Tagen 7 und 14 sind auf eine Akkumulierung von LDH im
Medium zurlckzufuhren, da an den Tagen 5, 6, 12 und 13 kein Mediumwechsel
erfolgte. In der zweiten Kultivierungswoche konnten hdhere LDH-Werte als zu
Beginn der Kultivierung nachgewiesen werden, wobei der Unterschied nicht
signifikant war. Diese Beobachtungen deckten sich gut mit der mikroskopischen

Betrachtung der Hepatozyten. Ab dem neunten Kultivierungstag traten die ersten
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Licken im Zellrasen auf, welche durch das Absterben einiger Zellen hervorgerufen
wurden (s. Abbildung 5-24).

5.6.3.8 LDH-Freisetzung der HepG2-Zellen

In Abbildung 5-35 sind die Ergebnisse der LDH-Freisetzung fir HepG2-Zellen
dargestellt. Die Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrolle wurden von den
Absorptionswerten der dazugehdrigen Probe abgezogen. Dies fuhrte in einigen

Fallen zu negativen Absorptionswerten (Abbildung 5-35).
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Abbildung 5-35: LDH-Freisetzung der HepG2-Zellen (3,8x10‘s Zellen). Dargestellt ist der
Mittelwert £ SD aus 3 Parallelproben mit je 3 Messungen. Die Absorptionswerte der jeweiligen
Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der dazugehdérigen Proben abgezogen.

Fir die HepG2-Zellen aus H 1 und H 5 wurden die hochsten Absorptionswerte an
Tag 1 gemessen. An Tag 2 und Tag 3 kam es zu einem Absinken der Werte. Die
HepG2-Zellen aus H 4 wiesen an allen Kultivierungstagen signifikant héhere LDH-
Werte auf als die Zellen aus H 1 und H 2. Die hochste LDH-Freisetzung wurde fur
H 4 an Tag 3 gemessen (0,4+0,04).

5.6.3.9 Veranderung der LDH-Freisetzung der HepG2-Zellen nach
Schadstoffinkubation

Die Auswirkungen der Inkubation der HepG2-Zellen mit Isooctan bzw. PCB sind in

Abbildung 5-36 zu sehen. Die Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrolle
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wurden von den Absorptionswerten der dazugehorigen Probe abgezogen, wodurch

sich teilweise negative Werte ergeben.
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Abbildung 5-36: LDH-Freisetzung der HepG2-Zellen (3,8x10° Zellen) nach der Inkubation mit
Isooctan bzw. PCB. Dargestellt ist der Mittelwert £ SD aus 3 Parallelproben mit je 3 Messungen. Die
Absorptionswerte der jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der
dazugehdrigen Proben abgezogen.

Dargestellt sind die Ergebnisse der HepG2-Zellen aus H 3 und H 5. An den Tagen 1
und 2 unterschieden sich die LDH-Werte der zwei Zellpraparationen nicht signifikant.
Nach der Schadstoffinkubation kam es zu einer signifikanten Anderung der LDH-
Werte (p<0,05). Wahrend die LDH-Freisetzung der Zellen aus H 3 signifikant anstieg,
kam es bei den Zellen aus H5 zu einem signifikanten Absinken der Werte

(Ausnahme: H 5 + Isooctan).

In Abbildung 5-37 sind die Ergebnisse der LDH-Freisetzung nach einer Inkubation
mit DMSO bzw. PFOS dargestellt. Die Absorptionswerte der jeweiligen
Mediumkontrolle wurden von den Absorptionswerten der dazugehorigen Probe

abgezogen.
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Abbildung 5-37: LDH-Freisetzung der HepG2-Zellen (3,8x106 Zellen) nach der Inkubation mit
DMSO bzw. PFOS. Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus 3 Parallelproben mit je 3 Messungen. Das
Datum in der Legende bezieht sich auf den Zeitpunkt der Aussaat. Die Absorptionswerte der
jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der dazugehdrigen Proben
abgezogen.

Die hochste LDH-Freisetzung erfolgte bei den Zellen aus H 3 und H 5 an Tag 1. Die
Unterschiede zwischen den Zellpraparationen waren nicht signifikant. An Tag 2 kam
es zu einem signifikanten Absinken der LDH-Werte (p<0,05). Nach einer Inkubation
mit DMSO bzw. PFOS stieg die LDH-Freisetzung fur H 3 signifikant an (p<0,05). Fur
die Zellen aus H 5, die mit DMSO bzw. 30 nM PFOS inkubiert wurden, kénnen
aufgrund der hohen Standardabweichungen keine eindeutigen Aussagen getroffen
werden. Die Inkubation mit 300 nM PFOS flhrte bei den Zellen aus H 5 zu einer

signifikant geringeren LDH-Freisetzung.
5.6.3.10 Diskussion der LDH-Freisetzung der HepG2-Zellen

Far alle Zellpraparationen wurde die hochste LDH-Freisetzung an Tag 1 nach-
gewiesen (s. Abbildung 6-35, 6-36, 6-37). Da sich bei der Aussaat der HepG2-Zellen
in den Kulturen nur sehr wenig tote Zellen und keine Zelltrimmer befanden, muss es
eine andere Ursache fur die relativ hohen LDH-Werte geben. Es ist bekannt, dass
der Prozess des Passagierens zu einer leichten Schadigung der Zellen fuhren kann
(Freshney 2005; Lindl und Gstrunthaler, 2008), was die hohen Werte an Tag 1
erklaren konnte. Bei allen Zellpraparationen kam es an Tag 2 zu einem signifikanten

Absinken der Absorptionswerte (p<0,05), was auf eine Erholung der Zellen schliel3en
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lasst. Ein weiteres Absinken der LDH-Werte konnte fir die Zellen aus H 1 und H 2 an
Tag 3 beobachtet werden (s. Abbildung 5-35). Die Zellen aus H 4 zeigten an Tag 3
dagegen ihre signifikant hochste LDH-Freisetzung (s. Abbildung 5-35). Die LDH-
Werte aus H 4 waren zudem an allen drei Kultivierungstagen signifikant héher als bei
den Zellen aus H1 und H 2 (p<0,05). Dieser Unterschied kénnte evtl. in einer
hoheren Zellzahl bei H 4 begrindet sein oder durch eine hohere Zellschadigung
bedingt sein. Betrachtet man in dem Zusammenhang die Harnstoffwerte, die von den
Zellen aus H 1, H 2 und H 4 synthetisiert wurden (s. Abbildung 5-25), so zeigten die
Zellen aus H 4 auch in diesem Fall an allen Tagen signifikant hdhere Werte als die
ubrigen Zellen. Die héheren LDH- und Harnstoffwerte lassen sich somit auf einen
Fehler bei der Aussaat der Zellen zurlckfihren und nicht auf eine hohere Zell-
schadigung. Trotz grofter Sorgfalt beim Zahlen und Aussaen der Zellen kann ein
solcher Fehler nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

Die Inkubation mit Isooctan bzw. PCB flihrte bei den HepG2-Zellen zu keiner
einheitlichen Anderung der LDH-Freisetzung. Wahrend es bei den Zellen aus H 3 zu
einem signifikanten Anstieg kam, sanken die LDH-Werte bei den Zellen aus H5
signifikant ab (Abbildung 5-36). Die Zellen scheinen unterschiedlich sensibel auf die
Inkubation zu reagieren. Die Zellen aus H 3 zeigten auch nach einer Inkubation mit
DMSO bzw. PFOS eine erhdohte LDH-Freisetzung (s. Abbildung 5-37). Fur die Zellen
aus H 5 kann aufgrund der hohen Standardabweichung keine Aussage zum Einfluss

der Schadstoffinkubation hinsichtlich der LDH-Freisetzung gemacht werden.

5.6.3.11 Vergleichende Diskussion der LDH-Freisetzung bei den

untersuchten Zelltypen

Ein Vergleich der LDH-Werte der einzelnen Zelltypen zeigt, dass die Seehund-
Hepatozyten signifikant mehr LDH freisetzten als die Schweine-Hepatozyten und die
HepG2-Zellen. Die Seehund-Hepatozyten wiesen an Tag 1 Absorptionswerte von
durchschnittlich 1,22+0,04 auf. Sie lagen damit etwa viermal so hoch wie die Werte
bei den Schweine-Hepatozyten (durchschnittlich 0,3+0,06) und sechsmal so hoch
wie bei den HepG2-Zellen (durchschnittlich 0,21+0,07). An Tag 2 sind diese Unter-
schiede sogar noch deutlicher. Die Absorptionswerte bei den Seehund-Hepatozyten

sind ca. 40x hoher als bei den Schweine-Hepatozyten (durchschnittlich 0,50+0,03
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vs. 0,01+0,01). Korff (2010) wies ebenfalls sehr hohe LDH-Werte bei primaren
Seehund-Hepatozyten nach. Die LDH-Werte bei den untersuchten Schweine-
Hepatozyten betrugen in Korff (2010) nur ein Zehntel der Menge, die bei den
Seehund-Hepatozyten gefunden wurde (1,5 vs. 0,1). Ein direkter Vergleich der
Absorptionswerte zwischen Korff (2010) und der vorliegenden Arbeit ist aufgrund der
unterschiedlich hohen Zellzahl nicht méglich (6,8x10* vs. 1,5x10°/cm?). Die
Unterschiede in den LDH-Werten bei Seehund- und Schweine-Hepatozyten sind
mdglicherweise auf einen tierartspezifischen Unterschied des LDH-Gehaltes in den
Zellen zurlckzufuihren. Bhandari et al. (2008) stellten unterschiedlich hohe LDH-
Werte bei Ratten- und Affen-Hepatozyten fest.

In der Regel zeigten sowohl die Seehund- als auch die Schweine-Hepatozyten eine
sinkende LDH-Freisetzung im Verlauf einer dreitagigen Kultivierung. Ein negativer
Einfluss durch eine Schadstoffinkubation lief3 sich weder fir die Seehund- und

Schweine-Hepatozyten noch fur die HepG2-Zellen nachweisen.

5.6.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Vitalitatstests und

abschlieBende Diskussion

Um die verwendeten Zellen und Methoden umfassend beurteilen zu kdnnen, ist es
wichtig moglichst verschiedene Vitalitatstests anzuwenden, die auf unterschiedlichen
Ebenen greifen. Zusatzlich zu den Vitalitatstests ist eine kontinuierliche mikros-
kopische Betrachtung unerlasslich. Die Dokumentation von mdglicherweise auf-
tretenden morphologischen Veranderungen der Zellen ist von Interesse, um die

Daten aus den Tests besser beurteilen zu konnen.

Von den untersuchten Zelltypen gab es keinen, der in allen Assays die besten
Ergebnisse lieferte und somit am vitalsten sein konnte. Dies ware z. B der Fall
gewesen, wenn die betreffenden Zellen sowohl im XTT- als auch im Harnstoff-Test
die hochsten Werte liefern wirden und gleichzeitig die geringste LDH-Freisetzung
zeigen wurden. Da die untersuchten Parameter (allgemeiner bzw. spezifischer Stoff-
wechsel und Membranintegritat) nicht notwendigerweise zusammenhangen, ist es

nicht Uberraschend, dass die Vitalitatstests teilweise ein uneinheitliches Bild liefern.
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Die HepG2-Zellen zeigten zwar die hochste Stoffwechselaktivitat im XTT-Test, sie
wiesen aber gleichzeitig die geringste Harnstoffproduktion auf. Dies konnte darin
begrindet sein, dass es sich bei den HepG2-Zellen um eine permanente Zelllinie
handelt und Zelllinien haufig einen Verlust des spezifischen Metabolismus aufweisen
(Lindl und Gstrunthaler, 2008; s. auch Kapitel 3.2). Die Seehund-Hepatozyten
zeigten im XTT-Test zwar die niedrigste Stoffwechselaktivitat (Pv: 0,5+0,4;
Schwein: 1,6+0,4; HepG2: 1,5+0,7), sie produzierten aber von allen untersuchten
Zellen die hdchsten Harnstoffmengen (Pv: 64+4,2 ug/ml; Schwein: 47+3,3 pg/ml;
HepG2: 18+2,0 uyg/ml). Fuar das Zellkulturmodell ist es von entscheidender
Bedeutung, dass die Seehund-Hepatozyten ihren spezifischen Stoffwechsel
beibehalten. Diese Voraussetzung wurde, wie die Ergebnisse des Harnstoff-Tests
zeigen, erfullt. Obwohl die Stoffwechselaktivitat der Seehund-Hepatozyten im XTT-
Test gering ist, wiesen alle Zellpraparationen zu jedem Zeitpunkt hohere

Absorptionswerte auf als Medium und waren somit vital.

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse aus den Schadstoffinkubationen fir
die drei Vitalitatstests XTT, Harnstoff und LDH nach Zelltyp geordnet vorgestellt und
diskutiert. In Abbildung 5-38 sind die Ergebnisse aus den Inkubationsexperimenten
mit Seehund-Hepatozyten zusammengefasst. Dargestellt sind die Veranderungen
nach der Schadstoffinkubation an Tag3 im Vergleich zu Tag2 (vor der
Schadstoffgabe). In den Spalten sind die beprobten Tiere eingetragen und in den

Zeilen sind die verwendeten Schadstoffkonzentrationen abzulesen.
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Test Schadstoff Pv19 Pv20 Pv21 Pv22 Pv23

XTT Isooctan

1 uM PCB

50 uM PCB

DMSO

30 nM PFOS

300 nM PFOS

Harnstoff Isooctan

1 uM PCB

50 uM PCB

DMSO

30 nM PFOS

300 nM PFOS

LDH Isooctan

1 uM PCB

50 uM PCB

DMSO

30 nM PFOS

300 nM PFOS

Abbildung 5-38: Reaktionen der Seehund-Hepatozyten auf die Schadstoffinkubation im XTT-, Harnstoff-
und LDH-Test. Dargestellt sind die Veranderungen nach Schadstoffeinfluss an Tag 3 im Vergleich zu Tag 2 (vor
Schadstoffgabe); Spalte: beprobtes Tier; Zeile: Schadstoffkonzentration

|:|keine Messung —keine Aussage méglich . keine signifikante Anderung
. signifikanter Abfall signifikanter Anstieg
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Wie der Abbildung 5-38 zu entnehmen ist, reagierten die Seehund-Hepatozyten
individuell sensibel auf eine Schadstoffinkubation. Im XTT-Test konnte keine
signifikante Abnahme der Stoffwechselaktivitat nach einer Inkubation mit Isooctan,
1 UM bzw. 50 yM PCB beobachtet werden. Bei den Hepatozyten aus dem Tier Pv 22
konnte stattdessen ein signifikanter Anstieg der XTT-Werte nach einer Inkubation mit
Isooctan bzw. 1 yM PCB festgestellt werden. Die Ursache dieses Anstiegs konnte in
der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden. In der Literatur sind Studien be-
schrieben, die in Fressexperimenten an Ratten (Gilroy et al., 1998; Connell et al.,
1999) und Fischen (Quabius et al., 1997) mit PCB-haltigem Futter eine Zunahme der
Mitochondrien-Zahl beobachten konnten (s. Kapitel 5.6.1.3). Eine Erhéhung der
Mitochondrien-Zahl wirde zu einem vermehrten Ablauf der Atmungskette fuhren und
sich in héheren Absorptionswerten im XTT-Test niederschlagen. Allerdings sind in
der Literatur keine in vitro Experimente beschrieben, in denen es nach einer
Inkubation mit PCBs zu einem Anstieg der Mitochondrien-Zahl kommt bzw. in denen
dies untersucht wurde.

Far die Inkubation mit DMSO, 30 nM bzw. 300 nM PFOS kann im XTT-Test keine
Aussage gemacht werden, da die finale DMSO-Konzentration im Medium zu hoch
war (0,1%) und es dadurch in allen Zellpraparationen zu einem signifikanten Abfall
der Stoffwechselaktivitat kam. Die Zellen aus Pv 21 und Pv 22 wiesen aber weiterhin
signifikant héhere Werte als das Medium auf und waren somit vital. Bei Pv 20 kam es
aufgrund eines Fehlers in der Schadstoffapplikation zu einem Verlust der Vitalitat
(s. Kapitel 5.6.1.3). Die eingesetzten Schadstoffkonzentrationen fiuhrten bei den
Seehund-Hepatozyten im XTT-Test, wie erwartet, nicht zu einem Absterben der
Zellen. Diese Ergebnisse werden auch durch die Studie von Korff (2010) gestitzt, die
bei der Inkubation von Seehund-Hepatozyten mit PCB (Isooctan, 1 bzw. 50 yM PCB)
und PFOS (DMSO, 3; 30; 3000; 30000 nM) keine signifikante Abnahme der
Stoffwechselaktivitat im XTT-Test feststellen konnte. In allen Fallen, in denen eine
Anderung der Stoffwechselaktivitdt eintrat, handelte es sich um einen signifikanten

Anstieg.

Die Ergebnisse des Harnstoff-Tests der Seehund-Hepatozyten lieferten nach der

Inkubation mit Isooctan bzw. 50 yM PCB ein sehr heterogenes Bild (s. Abbildung
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5-18 und 5-38). Es konnte sowohl eine sinkende Harnstoffsynthese (Pv 19; Pv 23 mit
Isooctan) als auch eine steigende Harnstoffproduktion beobachtet werden (Pv 23 mit
50 uM PCB). Die Hepatozyten aus Pv 22 zeigten keine Veranderung nach der
Schadstoffinkubation. Die Hepatozyten aus den drei Tieren reagierten somit
individuell verschieden auf die Schadstoffinkubation. Individuelle Unterschiede in der
Reaktion auf eine Schadstoffinkubation konnten ebenfalls Silkworth et al. (2005) an
humanen Hepatozyten feststellen. Die Auswirkungen einer PCB-Inkubation, fielen
bei den Zellen aus verschiedenen Patienten, unterschiedlich aus. Die kleine
Datenmenge und die heterogenen Ergebnisse lassen in der vorliegenden Arbeit
keine eindeutige Aussage zum Einfluss von PCBs auf die Harnstoffsynthese primarer
Seehund-Hepatozyten zu. Es kann jedoch festgehalten werden, dass die gewahlten
Schadstoffkonzentrationen nicht zu einem Verlust des spezifischen Stoffwechsels
fuhrten (Werte signifikant hoher als die Mediumkontrolle). Aufgrund einer zu hohen
DMSO-Konzentration in den Proben, kam es im Harnstoff-Test zu einer Stérung der
Urease (s. Kapitel 4.9.2 und 5.6.2.2). Es liegen somit keine Ergebnisse zum Einfluss
von PFOS auf die Harnstoffsynthese primarer Seehund-Hepatozyten vor. Korff (2010)
konnte in lhrer Arbeit keinen signifikanten Einfluss einer Inkubation mit PCB bzw.

PFOS auf die Harnstoffsynthese primarer Seehund-Hepatozyten detektieren.

Ebenso wie die Harnstoffsynthese lieferte auch die LDH-Freisetzung bei primaren
Seehund-Hepatozyten nach einer Inkubation mit Isooctan bzw. 50 uM PCB
uneinheitliche Ergebnisse. Wahrend die LDH-Werte bei den Hepatozyten aus Pv 19
nach der Inkubation signifikant abnahmen, kam es bei Pv 23 zu einem signifikanten
Anstieg der Werte (s. Abbildung 5-28 und 5-38). Bei den Hepatozyten aus Pv 22
konnte nach einer Inkubation mit Isooctan eine signifikante Zunahme der LDH-
Freisetzung beobachtet werden, wahrend es nach der Inkubation mit 50 uM PCB zu
einer signifikanten Abnahme kam. Nach einer Inkubation mit DMSO bzw. 300 nM
PFOS kam es bei den Hepatozyten aus Pv 22 zu einer signifikanten Verringerung
der LDH-Freisetzung. Die Zellpraparationen aus Pv 20 und Pv 21 zeigten keine
signifikante Veranderung. Die Hepatozyten aus den einzelnen Tieren reagierten
individuell unterschiedlich auf die Schadstoffinkubation. Eine Inkubation mit Isooctan

bzw. PCB schien in einem Fall (Pv 23) eine Membranschadigung hervorzurufen. In
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einigen Studien konnte gezeigt werden, dass PCBs eine Schadigung der
Zellmembran hervorrufen. Katynski et al. (2004) stellten eine Veranderung der
Hepatozytenmembran bei Hihnerembryonen fest, die in ovo PCB 126 ausgesetzt
waren. In anderen Untersuchungen konnten Veranderungen der Zellmembran nach
PCB-Inkubation bei primaren Nierenzellen (Lopez-Aparicio et al., 1997) und in
neuronalen Zellen aus der Ratte (Sanchez-Alonso et al., 2004) gezeigt werden. Wie
die Ergebnisse aus dem XTT- und Harnstoff-Test zeigen, wirkte sich die Schadstoff-
inkubation der Zellen aus Pv 23 jedoch nicht negativ auf die Vitalitat der Zellen aus.
Eine Inkubation mit DMSO scheint keinen Einfluss auf die Zellmembran primarer
Seehund-Hepatozyten zu haben. Korff (2010) konnte ebenfalls keine signifikante
Membranschadigung bei primaren Seehund-Hepatozyten nach einer Inkubation mit
PCB bzw. PFOS feststellen.

Insgesamt betrachtet zeigen die Ergebnisse aus den drei Vitalitatstests, dass eine
Inkubation der primaren Seehund-Hepatozyten mit Isooctan bzw. 50 yM PCB nicht
zu einer signifikanten Beeintrachtigung der Vitalitat in den untersuchten Tests fuhrte.
Zum Einfluss einer Inkubation mit DMSO bzw. 300 nM kann in der vorliegenden
Arbeit keine Aussage gemacht werden. Allerdings lassen die Ergebnisse aus Korff
(2010) den Schluss zu, dass die eingesetzten Schadstoffkonzentrationen ebenfalls
zu keinem signifikanten Vitalitatsverlust in den angewendeten Tests fuhrten.

Die fur das Zellkulturmodell gewahlten Schadstoffkonzentrationen scheinen somit fur

die Inkubationsexperimente geeignet zu sein.

Aufgrund von Zeitmangel und dem Bedarf an Zellen fur die Etablierungs- und
Optimierungsversuche, wurde bei den Schweine-Hepatozyten der Schadstoffeinfluss
lediglich im XTT-Test untersucht. Wie bereits bei den Seehund-Hepatozyten
beobachtet werden konnte, reagierten auch die Schweine-Hepatozyten individuell
verschieden auf die Schadstoffinkubation. Wahrend bei den Hepatozyten aus S 23
und S 29 keine Anderung der Stoffwechselaktivitat im XTT-Test festgestellt werden
konnte, kam es bei S 25 nach einer Inkubation mit 50 yM PCB, DMSO und 30 nM
PFOS zu einer signifikanten Abnahme der Aktivitat (s. Abbildung 5-39). Da die Zellen
weiterhin signifikant hdhere Werte als das Medium aufwiesen, behielten sie ihre
Stoffwechselaktivitat im XTT-Test bei (s. Abbildung 5-11, 8-2 und 8-3).
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Test Schadstoff $S23 S§25 S29
XTT Isooctan
1 uM PCB
50 M PCB .
keine Messung
DMSO . E keine Aussage moglich
keine signifikante Anderung
30 nM PFOS . signifikanter Anstieg
300 nM PFOS . signifikanter Abfall

Abbildung 5-39: Reaktionen der Schweine-Hepatozyten auf eine Schadstoffinkubation im XTT-
Test. Dargestellt sind die Verdnderungen nach Schadstoffeinfluss an Tag 3 im Vergleich zu Tag 2 (vor
Schadstoffinkubation); Spalte: beprobtes Tier; Zeile: Schadstoffkonzentration

Anhand der Schweine-Hepatozyten wurden die beiden Isolierungsmethoden
Gewebedissoziation in Medium und die Leberbiopsie Perfusion sowie die beiden
Medien Hepatozyme-SFM und WME beurteilt. Sowohl im XTT- als auch im Harnstoff-
Test konnte fur die Hepatozyten, die mit der Methode Gewebedissoziation in Medium
isoliert wurden, keine Stoffwechselaktivitat nachgewiesen werden (s. Abbildung 5-12
und Abbildung 5-21). Im Gegensatz dazu waren die mittels Leberbiopsie Perfusion
gewonnen Zellen in beiden Tests stoffwechselaktiv. Dies deckte sich ebenfalls mit
den mikroskopischen Beobachtungen. Nur die Hepatozyten, die mit der Leberbiopsie
Perfusion isoliert wurden hefteten sich am Boden der Zellkulturflaschen an und
bildeten im Verlauf der Kultivierung einen konfluenten Monolayer aus (s. Abbildung
5-3 und Abbildung 5-6). Mit dem LDH-Test konnte kein Unterschied zwischen den
verwendeten Isolierungsmethoden detektiert werden. Dieses Beispiel verdeutlicht
nochmals, dass es zur Beurteilung von Zellkulturen unerlasslich ist, verschiedene
Vitalitatstests parallel zu verwenden.

Beim Vergleich der beiden Medien Hepatozyme-SFM und WME wurden ebenfalls
eindeutige Ergebnisse erzielt. Die in Hepatozyme-SFM kultivierten Hepatozyten,
zeigten eine signifikant geringere Stoffwechselaktivitat (XTT-Test) und Harnstoff-
synthese als die in WME kultivierten Zellen (s. Abbildung 5-13 und Abbildung 5-22).
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Auch in diesem Fall deckten sich die mikroskopischen Betrachtungen mit den
Ergebnissen aus den beiden Zelltests. Lediglich die in WME kultivierten Schweine-
Hepatozyten bildeten einen Monolayer aus. Mikroskopische Begutachtungen kdnnen
keinesfalls Zelltests ersetzen, sie ermdglichen jedoch eine zusatzliche Beurteilung
der Ergebnisse. Mit dem LDH-Test konnte kein Unterschied zwischen den

verwendeten Zellkulturmedien detektiert werden.
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Test Schadstoff H 3

I
»

XTT Isooctan

1 uM PCB

50 uM PCB

DMSO

30 nM PFOS

300 nM PFOS

u
(3]

Harnstoff Isooctan

1 uM PCB

50 uM PCB

DMSO

30 nM PFOS

300 nM PFOS

LDH Isooctan

1 uM PCB

50 yM PCB D keine Messung

DMSO —— keine Aussage méglich

. keine signifikante Anderung
30 nM PFOS

signifikanter Anstieg

. signifikanter Abfall
300 nM PFOS

Abbildung 5-40: Reaktionen der HepG2-Zellen auf eine Schadstoffinkubation im XTT-,

Harnstoff- und LDH-Test. Dargestellt sind die Veranderungen nach Schadstoffeinfluss an Tag 3 im
Vergleich zu Tag 2 (vor Schadinkubation); Spalte: Zellpraparation; Zeile: Schadstoffkonzentration
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Die HepG2-Zellen reagierten im XTT- und Harnstoff-Test unempfindlicher auf die
Schadstoffinkubation als die primaren Seehund- und Schweine-Hepatozyten. Im
XTT-Test konnte keine Anderung der Stoffwechselaktivitat nach einer Schadstoff-
inkubation festgestellt werden (s. Abbildung 5-40). Die Ergebnisse aus dem
Harnstoff-Test lieferten ein sehr einheitliches Bild. Nach einer Inkubation mit Isooctan,
1 UM bzw. 50 yM PCB kam es zu einem Anstieg der Harnstoffsynthese. Dieser
Anstieg ist vermutlich auf die Tatsache zuruckzufluhren, dass HepG2-Zellen ein Zell-
wachstum (Proliferation) zeigen und sich somit die Anzahl der Zellen im Verlauf der
Kultivierung erhoht. Die Ergebnisse aus dem LDH-Test lieferten kontrare Ergebnisse
fur die beiden Zellpraparationen und lassen damit keine eindeutige Beurteilung zu.
Fir H 3 kam es nach der Schadstoffinkubation zu einem signifikanten Anstieg der
Werte wahrend die LDH-Freisetzung bei H5 abnahm. Aufgrund der hohen
Standardabweichung kann fir die Zellen, die mit Isooctan, DMSO bzw. 30 nM PFOS

inkubiert wurden, keine Aussage zur Hohe der LDH-Werte gemacht werden.

Aus den Ergebnissen der durchgefuhrten Tests lassen sich folgende Schluss-
folgerungen ziehen. In allen eingesetzten Tests und bei allen untersuchten Zelltypen
kommt es teilweise zu individuellen Reaktionen auf einen Schadstoffeinfluss.
Aufgrund der geringen Datenmenge mussen die Ergebnisse daher kritisch betrachtet
werden. Diese von Individuum zu Individuum unterschiedlichen Reaktionen kénnen
z. B. durch genetische Faktoren, Ernahrungszustand oder Umwelteinflisse bedingt
sein (Bayliss und Somers, 2005) und lassen sich nie ganz ausschlie®en. Durch den
zusatzlichen Vergleich mit Daten aus der Studie von Korff (2010), lassen sich die
Ergebnisse besser absichern.

Eine Inkubation mit Isooctan, 1 uM bzw. 50 yM PCB fihrte bei den primaren
Seehund-Hepatozyten im XTT-, Harnstoff- und LDH-Test nicht zu einem Vitalitats-
verlust. Uber den Einfluss einer Inkubation mit DMSO, 30 nM bzw. 300 nM PFOS
kann in der vorliegenden Arbeit, aufgrund von Fehlern in der Durchfuhrung, keine
Aussage gemacht werden. Korff (2010) konnte in ihrer Studie jedoch zeigen, dass
die eingesetzten Schadstoffkonzentrationen nicht zu einem Verlust der Vitalitat in
den verwendeten Tests (XTT-, Harnstoff- und LDH-Test) fiihrten. Die eingesetzten

Schadstoffkonzentrationen erfullen somit die Pramisse fur das Zellkulturmodell, dass
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die Inkubationsexperimente nicht zu einem Absterben der Zellen fuhren dirfen. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass erstmals die Isolierung primarer Seehund-
Hepatozyten aus frischtoten Tieren gelang und, dass die Zellen sowohl ihren
allgemeinen als auch den spezifischen Stoffwechsel beibehielten. Dies ermdglicht

die Verwendung der Zellen im Zellkulturmodell.

Mit Hilfe der Vitalitatstests konnte an primaren Schweine-Hepatozyten gezeigt
werden, dass die Wahl der Isolierungsmethode und des Mediums die Vitalitat der
Hepatozyten entscheidend beeinflussen. Nur die Isolierung mit der Leberbiopsie
Perfusion und der anschlielenden Kultivierung in WME Medium fihrte zu vitalen
Zellen (im XTT- und Harnstoff-Test).

Die HepG2-Zellen sollten dazu dienen, die Ergebnisse aus den Vitalitatstests mit
primaren Hepatozyten besser einschatzen zu konnen. Die Ergebnisse zeigen, dass
die Zellen, wie erwartet, auf eine Schadstoffinkubation unsensibler reagierten als die
primaren Hepatozyten (s. Kapitel 3.2). Diese Ergebnisse decken sich mit denen aus
einer Studie von Silkworth et al. (2005), die den Einfluss von TCDD, PCB 126 und
Aroclor 1254 auf primare Hepatozyten aus Menschen, Ratten, Affen und HepG2-
Zellen untersuchten (Silkworth et al., 2005). Sie stellten hierbei fest, dass die
humanen Zellen (primare Hepatozyten und HepG2-Zellen) wesentlich weniger
empfindlich (Faktor 10-1000) auf eine Schadstoffinkubation reagierten als die Gbrigen
Zellen. Diese Studie verdeutlicht wie wichtig es ist, artspezifische Untersuchungen
hinsichtlich des Schadstoffeinflusses durchzufihren. Die Beobachtungen ver-
deutlichen nochmals, dass es unerlasslich ist fur das Zellkulturmodell primare
Hepatozyten zu verwenden. Eine Ubertragung der HepG2-Daten auf die Seehund-
Hepatozyten ist nicht moglich.

Wie die Arbeit von Korff zeigte, konnen ebenso wenig die Daten von primaren
Hepatozyten aus anderen Tierarten (in diesem Fall Schwein) auf Seehunde
ubertragen werden. Die Schweine-Hepatozyten reagierten im XTT- und Harnstofftest

weniger sensibel auf eine Schadstoffinkubation als die Seehund-Hepatozyten.
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5.7 Allgemeine Bewertung des in vitro Zellkulturmodells

Seehunde als Endglieder der marinen Nahrungskette gelten als gute Indikatoren fur
die Bewertung des Zustandes des Okosystems Wattenmeer (Reijnders et al., 2005).
Zur Beurteilung eignet sich unter anderem der Gesundheitszustand der Tiere, der mit
Hilfe einiger Monitoring Programme charakterisiert wird. Hierzu gehoért vor allem das
Todfund- und Lebendmonitoring, welches am FTZ erfolgt (Siebert et al., 2003, 2007).
Es wird vermutet, dass die Gesundheit der Seehunde durch die Belastung mit
Schadstoffen negativ beeinflusst wird (Jepson et al., 1999, 2005; Ross, 2002;
Reijnders, 2003b; Reijnders et al., 2007; Hall et al., 2009). Um diesen Hintergrund
genauer analysieren zu konnen, sind geeignete Biomarker notwendig, die die Aus-
wirkungen des Schadstoffeinflusses anzeigen. Auf diesen Uberlegungen basiert die
Motivation fur die vorliegende Arbeit.

Die Identifizierung geeigneter Biomarker fir ein Lebendmonitoring an Seehunden ist
das Ziel unserer Arbeitsgurppe. Fur diese Zielsetzung sollte in der vorliegenden
Arbeit ein Zellkulturmodell entwickelt werden auf dessen Grundlage die
Identifizierung der Biomarker erfolgen kann. Das Prinzip des Zellkulturmodells basiert
auf der Tatsache, dass Xenobiotika u.a. Auswirkungen auf den Proteinhaushalt
haben. Durch den Schadstoffeinfluss kann das Expressionslevel von Proteinen hoch-
oder dereguliert werden, wodurch es zu einer Anderung des Protein-
expressionsmusters kommt (Fountoulakis et al., 2002). Diese Modifikation kann
mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese (2D-Gelelektrophorese) dargestellt
werden (Brenez et al., 2004; Gorg et al., 2004). Als mogliche Biomarker eignen sich
Proteine, deren Expressionslevel spezifisch durch bestimmte Schadstoffe hoch- oder
dereguliert wird (Brenez et al., 2004; Monsinjon und Knigge, 2007; Fossi et al., 2008).
Die Identifizierung der Proteine kann mit massenspektrometrischen Methoden vor-
genommen werden (z.B. MALDI-TOF-TOF). Um die Biomarker im Lebend-
monitoring anwenden zu kdnnen, mussen sie im Blut lebender Tiere nachweisbar
sein. Dies ist einer der Grinde warum fur das Zellkulturmodell Hepatozyten
verwendet werden. Hepatozyten sind zum einen malfgeblich am Fremdstoff-
metabolismus beteiligt und synthetisieren zum anderen in vivo und in vitro Plasma-
proteine. Die Plasmaproteine lassen sich in vitro im Zellkulturmedium detektieren
(Gémez-Lechon et al., 1990; Farkas et al., 2005).
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Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ausarbeitung des Zellkulturmodells. Um ein ge-
eignetes Zellkulturmodell fur die gegebene Fragestellung entwickeln zu kdnnen,
mussen verschiedene Parameter bericksichtigt werden. Fir das Zellkulturmodell
muissen Hepatozyten aus Seehunden eingesetzt werden, weil insbesondere der
Fremdstoffmetabolismus artspezifisch ist (Jover et al., 1992; Dickens et al., 2008).
Da nur primare Zellen den in vivo Zustand gut widerspiegeln, kdnnen fur das Modell
keine Zelllinien verwendet werden (Li, 1998; Donato et al., 1999, Schmitz, 2009). Der
erste Schritt in der Entwicklung des Zellkulturmodells war die Etablierung einer ge-
eigneten Methode zur Isolierung primarer Seehund-Hepatozyten, da in der Literatur
bisher keine Isolierung von Seehund-Hepatozyten beschrieben wurde. Die
Isolierungsmethode war an einige Rahmenbedingungen gebunden. Die Isolierung
der Hepatozyten konnte nur aus frischtoten Tieren erfolgen, die eines natlrlichen
Todes verstarben oder aufgrund eines sehr schlechtes Gesundheitszustandes tier-
schutzgerecht getétet werden mussten (s. Kapitel 4.4.1). Die Leber konnte nicht
komplett verwendet werden, da Proben fur weitere Untersuchungen (z. B. Pathologie,
Schadstoffkonzentration) vorgehalten werden mussten. Aus diesem Grund musste
eine Methode etabliert werden, die es ermdglicht, aus Leberproben frischtoter Tiere
Zellen mit einer hohen Vitalitdt und in ausreichend hoher Ausbeute zu isolieren. Die
Beprobung der Seehunde war nicht planbar, so dass die verwendete Methode ohne
lange Vorbereitungszeit durchfuhrbar sein musste.

Die erforderliche Hohe der Zellausbeute war zum einen durch die Gegebenheiten in
der Zellkultur bedingt (Zellzahl muss gute Kultivierungsbedingungen ermdglichen)
und zum anderen musste die Zellzahl in den Kulturen so hoch sein, dass fur die
nachfolgende Proteomanalyse ausreichend Material zur Verfiugung stand. Daraus
ergab sich eine bendtigte Zellausbeute von 3,5x10” Zellen pro Isolierung. In der vor-
liegenden Arbeit wurden verschiedene Isolierungsmethoden getestet (z. B. Explantat
Kultur, Gewebedissoziation in Medium, Leberbiopsie Perfusion), wobei lediglich die
Leberbiopsie Perfusion alle gennanten Rahmenbedingungen erflllte. Diese Methode
ermdglichte eine Isolierung von durchschnittlich 3,5x10” Zellen mit einer Vitalitat 79-
99% (mit Trypanblau ermittelt). Die GrélRe des Lebersticks sollte ca. 70 g betragen,
um eine optimale Ausbeute zu erreichen. Ein groReres Stuck fuhrte eher zu einer

geringeren Zellausbeute. Dieser Zusammenhang war allerdings nicht immer

154



Ergebnisse und Diskussion

gegeben. Andere Parameter wie das Alter der Tiere, Geschlecht oder die Zeitspanne
zwischen Eintritt des Todes und dem Beginn der Zellisolierung korrelierten in der vor-
liegenden Arbeit nicht mit der Hohe der Zellausbeute. Diese Beobachtung deckt sich
mit Daten aus der Literatur (Schulze-Bergkamen et al., 2003; Serralta et al., 2003;
Vondran et al., 2008). Die Dauer der einzelnen Perfusions-schritte richtete sich vor-
nehmlich nach dem Zustand des Lebersticks. Die Pra-perfusion wurde i. d. R. fur
30 min durchgefihrt und wurde abgebrochen, wenn das Leberstick vollstandig
entblutet war. Im Anschluss daran erfolgte die Perfusion, die 15-20 min dauerte und
beendet wurde, wenn das Leberstlick eine merklich weichere Konsistenz aufwies als
zu Beginn der Prozedur.

Damit die Seehund-Proben flr die Proteomanalyse verwendet werden koénnen,
mussen alle Arbeitsschritte so abgestimmt werden, dass sie mit der Proteomanalyse
kompatibel sind. Dies betrifft u. a. die Zellzahl mit der die Hepatozyten ausgesat
werden. Hierbei erwies sich in der vorliegenden Arbeit eine Zellzahl von 3,8x10°
Zellen pro Zellkulturflasche (25 cm2) als optimal. Diese Zellzahl ermoglichte eine ge-
eignete Zelldichte fir die Kultivierung der primaren Seehund-Hepatozyten und
lieferte zeitgleich eine ausreichend hohe Proteinmenge (450 pg/Gel) fur die 2D-Gel-
elektrophorese. Diese Proteinmenge ermoglichte zum einen die Farbung der Gele
mit Coomassie® Brilliant Blue und erlaubte zum anderen die ldentifizierung der
Proteine mit MALDI. Die Proteinextraktion musste in einem Medium erfolgen,
welches nicht zu Stérungen in der 2D-Gelelektrophorese flhrt. In der vorliegenden
Arbeit erwies sich eine Aufnahme der Seehund-Hepatozyten in Rehydrierungspuffer
mit einem anschlieBenden Ultraschall-Aufschluss als geeignet (s. Kapitel 4.11). Des
Weiteren war es notwenig, die Zellen in serumfreiem Zellkulturmedium zu kultivieren,
da ansonsten Proteine aus dem Serum relevante Proteine in der 2D-Gel-
elektrophorese uberlagern konnten.

Damit mit dem Zellkulturmodell die gegebene Fragestellung geklart werden kann ist
es entscheidend, dass die Seehund-Hepatozyten ihre Vitalitdt auch nach der
Isolierung und wahrend der Kultivierung aufrechterhalten. Um die Vitalitat der
Hepatozyten zu analysieren, wurden in der vorliegenden Arbeit drei verschiedene
Vitalitatstests verwendet: der XTT-Test (allgemeine Stoffwechselaktivitat), die Harn-

stoffsynthese (leberspezifischer Stoffwechsel) und der LDH-Test (Membran-
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integritat). Diese Tests wurden ausgewahlt, da sie verlassliche Daten liefern, einfach
und zeitsparend in der Anwendung sind, ohne radioaktive Stoffe auskommen und
eine gute Charakterisierung der Zellen ermdglichen. Xenobiotika kdnnen die Zell-
vitalitat auf vielfaltige Weise beeinflussen. Deshalb ist es wichtig mehrere Tests, die
auf unterschiedlichen Ebenen greifen, parallel anzuwenden.

Mit Hilfe der Vitalitatstests wurde u. a. der Einfluss zwei verschiedener Isolierungs-
methoden (Gewebedissoziation in Medium, Leberbiopsie Perfusion) und zweier
Medien (Hepatozyme-SFM, WME) auf die Vitalitdt der Zellen untersucht. Die
Experimente wurden an primaren Schweine-Hepatozyten durchgefuhrt, da das Zell-
material aus Seehunden begrenzt war. Die Ergebnisse aus dem XTT- und Harnstoff-
Test zeigten, dass eine Isolierung vitaler Hepatozyten nur mit der Leberbiopsie
Perfusion moglich war (s. Abbildung 5-12 und Abbildung 5-21). Wurden die
Hepatozyten anschlielend in WME kultiviert, zeigten sie in beiden Tests eine
signifikant hdhere Stoffwechselaktivitat als Zellen, die in Hepatozyme-SFM kultiviert
wurden (s. Abbildung 5-13 und Abbildung 5-22). Im LDH-Test konnte weder ein
Unterschied bei den Isolierungsmethoden noch bei den verwendeten Kulturmedien
detektiert werden. Diese Beobachtung unterstreicht erneut die Notwendigkeit, dass
es zur Beurteilung von Zellkulturen erforderlich ist, verschiedene Vitalitatstests
parallel anzuwenden.

Der zentrale Teil des Zellkulturmodells sind die Inkubationsexperimente mit den
Schadstoffen PCB und PFOS bzw. den dazugehérigen Lésungsmitteln. Die ver-
wendeten Schadstoffmengen orientierten sich an Konzentrationen, die in Seehunden
aus der Deutschen Nordsee nachgewiesen wurden. Die Zellen wurden demnach mit
Schadstoffen in umweltrelevanten Konzentrationen inkubiert (s. Kapitel 4.10). Far die
Inkubationsexperimente wurden die primaren Seehund-Hepatozyten entweder mit
Isooctan, 1 uM bzw. 50 yM oder mit DMSO, 30 nM bzw. 300 nM PFOS inkubiert
(jeweils in dreifacher Ausfiihrung). Ein vollstandiger Inkubationsansatz umfasste
i. d. R. neun Zellkulturflaschen (Wachstumsflache: 25 cmz). In einigen Fallen war die
Zellausbeute jedoch zu gering, so dass lediglich 6 Flaschen angesetzt werden
konnten, die mit dem Lo&sungsmittel bzw. der hohen Schadstoffkonzentration
inkubiert wurden. Die Schadstoffinkubation erfolgte 48 h nach der Zellisolierung und

dauerte 24 h. Der Beginn der Inkubationsexperimente wurde so gewahlt, dass sich
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die Hepatozyten sich an die Kultivierungsbedingungen gewodhnen konnen und
gleichzeitig die Kultivierungsdauer noch nicht so weit fortgeschritten ist, dass in den
Zellen ein Verlust an Enzymaktivitaten eintritt. Eine ausreichende Akklimatisierung
der Zellen und die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten sind notwendig fur den Erhalt
des differenzierten Phanotyps sowie flr die Expression und Induktion von Enzymen
des Cytochrom P450-Enzymkomplexes (Guguen-Guillouzo et al., 1983; Corlu et al.,
1991; Maurel, 1996). Mit fortschreitender Kultivierungsdauer konnte in der Literatur
eine Verringerung der Enzymaktivitat bei Hepatozyten festgestellt werden (Géméz-
Lechon et al., 1990; Skett, 1994; Bayliss und Somers, 2005). Durch den Verlust von
Enzymaktivitat wurden die Zellen den in vivo Zustand nur noch unzureichend
widerspiegeln, was fur die Fragestellung in der vorliegenden Arbeit nicht erwiinscht
ist. Der mogliche Verlust der Enzymaktivitat spielte ebenfalls eine Rolle bei der Wahl
der Inkubationsdauer. Als Dauer fir die Schadstoffinkubation wurde ein Zeitraum von
24 h gewdahlt. Durch die insgesamt kurze Kultivierungszeit von 72h (von der
Isolierung bis zur Proteinextraktion) sollte ein Absinken der Enzymaktivitat verhindert
werden. Eine Inkubationszeit von 24 h wird in zahlreichen Studien an HepG2-Zellen
und primaren Hepatozyten eingesetzt, um die Auswirkungen eine PCB-Inkubation zu
analysieren. In den Studien wurde sowohl die Zytotoxizitat der PCBs evaluiert als
auch die Induktion von Cytochrom P450 Enzymen untersucht (Thomé et al., 1995;
Sanderson et al., 1998; Zhou et al., 2006; Aly und Domenech, 2009; Yuan et al.,
2009). Eine Inkubationszeit von 24 h wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit als
geeignet angesehen.

Fiar die Funktionsweise des Zellkulturmodells ist es wichtig, dass die eingesetzten
Schadstoffkonzentrationen zwar eine Veranderung in der Proteinexpression her-
vorrufen, es jedoch nicht zu einem Verlust der Zellvitalitat oder zu morphologisch
sichtbaren Veranderungen kommt. Um dies zu Uberprifen, wurde die Vitalitat der
Seehund-Hepatozyten vor und nach der Schadstoffinkubation mit den drei ge-
nannten Tests analysiert. Die Inkubation mit Isooctan, 1 yM bzw. 50 uM fuhrte in
keinem der Assays zu einem Verlust der Stoffwechselaktivitat. Zu den Auswirkungen
einer Inkubation mit DMSO, 30 nM bzw. 300 nM PFOS kann in der vorligenden
Arbeit keine Aussage getroffen werden. Die DMSO-Konzentration von 0,1% (v/v)

fuhrte im XTT-Test in allen Proben (auf’er den Kontrollzellen ohne DMSO oder
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PFOS) zu einem signifikanten Absinken der Stoffwechselaktivitat. Eine Messung der
Harnstoffmengen konnte nicht erfolgen, weil die DMSO-Konzentration in den Proben
(0,1% (v/v)) die Aktivitat der Urease hemmte. Beim Harnstoff-Test standen, aufgrund
des begrenzten Zellmaterials, keine Kontrollzellen (ohne DMSO oder PFOS
Inkubation) zur Verfigung. Untersuchungen an primaren Seehund-Hepatozyten von
Korff (2010), die mit derselben PFOS-Konzentratron aber einer geringeren DMSO-
Konzentration durchgefihrt wurden, zeigten keine signifikante Beeintrachtigung der
Vitalitat im XTT-, Harnstoff- oder LDH-Test. Die in der vorliegenden Arbeit ein-
gesetzten Schadstoffkonzentrationen kénnen somit in nachfolgenden Studien fir das
Zellkulturmodell angewendet werden.

Behr (2008a,b) konnte in einer ersten Testreihe zeigen, dass die verwendeten
Schadstoffkonzentrationen zu einer Veranderung im Proteom der Seehund-
Hepatozyten fihrten. Hierfir wurden Proteinextrakte aus Seehund-Hepatozyten
analysiert, die in der vorliegenden Arbeit mit Isooctan, 1 yM, 50 uM bzw. 100 uyM
PCB inkubiert wurden. Nach der Inkubation mit 50 uM bzw. 100 uM PCB konnte fur
einige Enzyme eine signifikante Anderung im Expressionslevel detektiert werden.
Diese Proteine wurden anschlieBend von Behr (2008a,b) mit MALDI-TOF-TOF
vorlaufig identifiziert. Eine vollstandige Sequenzierung der Proteine steht noch aus.
Ein Datenbankabgleich mit Proteinsequenzen aus anderen Saugetieren lieferte Hin-
weise darauf, dass die Proteine zum Cytochrom P450-Enzymkomplex gehdren
(CYP3A1, CYP11B1). Die Ergebnisse bestatigen die Funktionalitat des Zellkultur-
modells, da diese Enzyme mal3geblich am Abbau von Schadstoffen (vor allem PCBs)
beteiligt sind. Des Weiteren konnte ein Protein detektiert werden, dessen MS-Daten
Hinweise auf ein Hitzeschockprotein lieferten. Hitzeschockproteine werden vermehrt
bei Hitze Einfluss oder chemischen Stress gebildet. In weiterflhrenden Studien soll
die Sequenzierung der Proteine erfolgen, da bisher nur sehr wenige Protein-
sequenzen aus Seehunden bekannt sind und andernfalls keine eindeutige
Identifizierung erfolgen kann.

In der vorliegenden Arbeit ist es erstmals gelungen vitale Hepatozyten aus
Seehunden zu isolieren. Die Hepatozyten behielten ihre Vitalitat wahrend der
dreitagigen Kultivierung bei, wie die Ergebnisse aus den Vitalitatstests demonstrieren.

Die Hepatozyten zeigten sowohl allgemeine als auch spezifische Stoffwechsel-
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aktivitdt und wiesen eine intakte Zellmembran auf. Die eingesetzten Schadstoff-
konzentrationen fuhrten nicht zu einem Verlust der Vitalitat und kdonnen fur weitere
Untersuchungen mit dem Zellkulturmodell verwendet werden. Zugleich fuhren die
verwendeten Schadstoffkonzentrationen zu einer Veranderung in der Protein-
expression. Mit den Daten aus weiterfihrenden Arbeiten (Behr, 2008a,b) konnte die
Funktionalitat des Zellkulturmodells bewiesen werden.

Um die Proteine als Biomarker einsetzen zu konnen, mussen sie zunachst
vollstandig sequenziert werden. Des Weiteren muss Uberpruft werden, ob die be-
treffenden Proteine im Blut lebender Seehunde nachgewiesen werden kénnen. In der
Arbeitsgruppe wurden bereits erste Studien zur Proteomanalyse von Seehundblut
durchgefuhrt (Holdt, 2009)

Das in der vorliegenden Arbeit entwickelte Zellkulturmodell ermdglicht erstmals
Untersuchungen zum Fremdstoffmetabolismus von Seehund-Hepatozyten.

Allerdings muss bei der Beurteilung des Zellkulturmodells beachtet werden, dass fur
die Untersuchungen nur eine begrenzte Anzahl an Tieren zur Verfugung steht (ca. 10
Tiere pro Jahr). Bei den Tieren handelt es sich ausschlie3lich um erkrankte Tiere. Da
die Tiere meist von diversen Krankheiten gleichzeitig betroffen sind und aufgrund des
geringen Stichprobenumfangs, kénnen selten zwei Tiere mit demselben Krankheits-
bild beprobt werden. Dies macht es schwierig den moglichen Einfluss von Krank-
heiten auf das Zellkulturmodell zu abzuschatzen. Des Weiteren konnen i. d. R. nur
Jungtiere (< 1 Jahr) beprobt werden. Altere Tiere werden meist tot aufgefunden und
weisen dann eine mehr oder weniger weit fortgeschrittene Verwesung auf. Es ist
nicht auszuschlielen, dass die genannten Gegebenheiten (geringer Stichproben-
umfang, Erkrankungen, lediglich eine Altersgruppe) einen Einfluss auf die Aussagen
des Zellkulturmodells haben. Diese Gegebenheiten flir die Seehunde aus dem
Deutschen Wattenmeer, lassen sich nicht verandern. Lediglich eine gezielte Jagd
kdnnte dazu fuhren, dass fur die Untersuchungen gesunde Tiere zur Verfigung
stehen und Daten aus verschiedenen Altersgruppen erhoben werden kénnen.

Trotz der Einschrankungen kann mit diesem Modell erstmals der Fremdstoff-
metabolismus bei Seehunden untersucht werden. Das Zellkulturmodell liefert einen
wichtigen Beitrag zum Lebenmonitoring von Seehunden und damit zur Uberwachung

des Okosystems Wattenmeer.
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6 Ausblick

In der voliegenden Arbeit wurde erfolgreich ein Zellkulturmodell entwickelt, auf
dessen Grundlage die Identifizierung geeignter Biomarker fur ein Lebendmonitoring
bei Seehunden erfolgen kann.

In der vorgestellten Dissertation wurden bei den Inkubationsexperimenten mit
Seehund-Hepatozyten keine Kontrollzellen mitgefuhrt, die ohne Losungsmittel oder
Schadstoffe kultiviert wurden. Die Ergebnisse aus der Arbeit von Korff (2010) zeigen,
dass die Kontrollzellen eine bessere Interpretation der Daten ermdglichen. In einigen
Fallen konnte eine Abnahme der Vitalitat sowohl in inkubierten Zellen als auch in den
Kontrollzellen festgestellt werden, was zu der Annahme fuhrte, dass die Ver-
minderung der Vitalitat nicht durch die Schadstoffe bedingt war. Aus diesem Grund
ware es sinnvoll in weiterfihrenden Studien immer Kontrollzellen einzusetzen.

Um eine noch umfassendere Charakterisierung der primaren Hepatozyten zu
erreichen, ware die Anwendung weiterer Vitalitatstests notwendig. Von Interesse
ware die Etablierung geeigneter Zelltests, die eine Untersuchung der Hepatozyten
hinsichtlich ihres Fremdstoffmetabolismus ermdglichen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde versucht, Tests wie EROD und PROD zu etablieren, die die Aktivitat
verschiedener Cytochrom P450 Enzyme anzeigen. Diese Enzyme sind im
Organismus maldgeblich am Abbau verschiedener Schadstoffe beteiligt (wie z. B.
PCB). Eine Etablierung der Zelltests gelang in der vorliegenden Arbeit nicht. Jedoch
sollten Zelltests dieser Art in weiterfhrenden Studien berlcksichtigt werden. Mit Hilfe
dieser Tests lieBen sich moglicherweise die beobachteten individuellen Unterschiede
in der Reaktion auf einen Schadstoffeinfluss besser beurteilen.

Um die Aussagekraft des Zellkulturmodelles weiter erhdhen zu kénnen, ware es
wunschenswert gesunde Tiere aus verschiedenen Altersgruppen zu beproben. Dies
ware z.B. in Landern wie Alaska moglich, wo die indigene Bevolkerung zur
Sicherung ihres Lebensunterhaltes und Bewahrung ihrer urspringlichen Lebens-
weise, pro Jahr eine begrenzte Anzahl von Tieren erlegen darf.

Da Seehunde mit einer Vielzahl von Schadstoffen belastet sind, ware es sinnvoll die
Untersuchungen auf weitere Schadstoffklassen auszudehnen. Einige Schadstoffe

wie z. B. Polybromierte Diphenylether (PBDE) oder Nanopartikel ricken vermehrt ins
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Interesse der Wissenschaft, da ihre Auswirkungen auf Organismen noch nicht
vollstandig abgeschatzt werden konnen. Aus diesem Grund ware es interessant die
Auswirkungen mit Hilfe geeigneter Biomarker zu untersuchen.

Des Weiteren ware zu Uberlegen, ob eine Immortalisierung der primaren
Hepatozyten sinnvoll ware. Dies kdnnte beispielsweise durch die Transfektion mit
dem katalytisch aktiven Teil der Telomerase h-TERT (engl. = human Teleomerase
Reverse Transcriptase) erreicht werden. Bei den auf diese Weise transfizierten
Zellen, bleiben die in vivo Eigenschaften besser erhalten als bei der herkdbmmlichen
Transfektion mit viraler Fremd-DNA. Trotz allem wirden diese Zellen den in vivo
Zustand nicht so zufrieden stellend widerspiegeln wie primare Hepatozyten und
konnte diese nicht ersetzen. Sie lieRen sich aber dennoch z. B. fur Vorversuche
(Etablierung zusatzlicher Vitalitatstests, Abschatzung toxischer Schadstoff-
konzentrationen) verwenden und wurden die in vivo Reaktion mdglicherweise besser
wiedergeben als beispielsweise primare Schweine-Hepatozyten. Da das Proben-
material aus Seehunden begrenzt ist und nicht immer zur Verfugung steht, konnten
mit Hilfe der Zelllinie Vorversuche in groRerem Umfang durchgefuhrt werden.

Ziel der Arbeitsgruppe ist es, mit Hilfe des Zellkulturmodells Biomarker zu
identifizieren, die spezifisch den Einfluss bestimmter Schadstoffe anzeigen. Die
Biomarker sollen in einem Effektmonitoring an Blutproben aus wildlebenden
Seehunden zum Einsatz kommen. Aus diesem Grund ist es wichtig, dass sich die in
den in vitro Versuchen identifizierten Biomarker im Blut nachweisen lassen. In der
Arbeitsgruppe wurden bereits Methoden etabliert, mit deren Hilfe Proteomanalysen
an Seehundblut durchgefuhrt wurden. Weitere Arbeiten, auf diesem Gebiet sind
erforderlich und in Planung.

Zusatzlich zu den Proteomanalysen werden Untersuchungen auf genetischer Ebene
durchgefuhrt. Mit Hilfe der mRNA Expression sollen schadstoffinduzierte
Veranderungen in der Genexpression detektiert werden, um so weitere

Informationen zu den Auswirkungen eines Schadstoffeinflusses zu erlangen.
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8 Anhang

8.1 Herstellung und Zusammensetzung der Puffer und

Mediumzusatze

FiUr die Isolierung der Hepatozyten aus Seehund und Schwein werden zwei Puffer
verwendet, die in den verschiedenen Splulschritten unterschiedliche Zusatze

enthalten (Zusammensetzung der Puffer s. Tabelle 8-1, 8-2 und 8-3).

Tabelle 8-1: Zusatz zum Perfusionspuffer

Konzentration CaCl,-Lésung

im Medium 0,2M

AnsatzgroBe 100 ml

Substanz CaCly x 2 H,O

Menge 294 g

Lésungsmittel Reinstwasser

Aliquote sterilfiltrieren & 10
ml in 15 ml
Réhrchen abfillen

Lagerung RT

Einsatzmenge 10 mi/500 mi

Tabelle 8-2 Praperfusionspuffer

Substanz mmol/Il g/51
EDTA 1,0 1,45
Hepes 20,0 23,85
KCI 5,6 2,1
NaCl 154,0 45,0
NaHCO; 25 10,5
+ Glucose 5 5x1

Alle Substanzen (bis auf die Glucose) wurden in Reinstwasser gelost und der
pH-Wert mit 1 M NaOH auf 7,4 eingestellt. Die Lé6sung wurde anschlieltend durch
einen 0,2 um Membranfilter in 1 | Flaschen steril filtriert und im Kdhlschrank gelagert.
Kurz vor der Verwendung wurde pro Liter Puffer 1 g Glucose zugegeben. Fur die

Praperfusion wurden flr beide Spezies ca. 2 | verwendet.
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Tabelle 8-3: Perfusionspuffer

Substanz mmol/| g/2 1
Hepes 20,0 9,54

KClI 5,6 0,82
NaCl 154,0 18,0
NaHCO3 25 4,2

+ Glucose 5 4x0,5

+ CaCl,-Lsg. (0,2 M) 4,0 4x10 ml

Die Herstellung des Perfusionspuffers erfolgte analog zum Praperfusionspuffer. Der
Puffer wurde in 0,5 | Flaschen abgefullt. Pro Perfusion wurden 0,5 | Puffer bendtigt.
Kurz vor der Verwendung wurden 0,5 g Glucose und 10 ml CaCl,-Lésung zugefugt.

AnschlieRend wurde der Puffer nach folgendem Schema aufgeteilt:

- Perfusion: 150 ml + Collagenase (300 U/ml)

- Puffer zur Isolierung der Zellen: 200 ml + 8 mg DNAse

- Zwischenschritt: 150 ml ohne weitere Zusatze

Die Hepatozyten wurden in WME Medium kultiviert. Das Kulturmedium wurde
hergestellt in dem 436 ml WME Medium mit den Zusatzen aus Tabelle 8-4 und

Tabelle 8-5 versetzt wurde.

Tabelle 8-4: Zusatze zum Kulturmedium 1

Konzentration Glucagon Prednisolon Insulin
im Medium 0,014 pg/mi 0,6 pg/ml 0,16 U/mg
AnsatzgroRe 100 ml 2,0ml 10,0 ml
Substanz Glucagon Prednisolon Insulin
Menge 0,28 mg 40 mg ~50 mg
Losungsmittel 0,15 M NaCl- | Ethanol 96 % In2 ml

Lsg* Reinstwasser

suspendieren +
0,01 M HCI*

Aligoute Sterilfiltrieren | & 300 pl in 1,5 | & 650 pl in 1,5 ml
a 6 ml in 15 | ml Eppis Eppis
ml Réhrchen
Lagerung -20°C -20°C -20°C
Einsatzmenge 2,5 ml/500 ml | 240 ul/500 ml 600 pl/500 ml

*0.15 M NaCl-Lésung: 0.877 g/100 ml
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#0.01 M HCI: 1000 pl HCI 36% ad 100.0 ml

Tabelle 8-5: Zusatze zum Kulturmedium 2

Konzentration Fotales Glutamin Penicillin/Streptomycin
im Medium Kalberserum | 2 mM 100 U/ml / 100 pg/ml
10%
Aliquote a25min50 | a1mlin1,5ml | &1mlin1,5mlEppis
ml Réhrchen Eppis
Lagerung -20°C -20°C -20°C
Einsatzmenge 50 ml/500 ml | 5 miI/500 mi 5 ml/500 ml

Tabelle 8-6:Zusammensetzung des Rehydrierungspuffers

Endkonzentration Menge
Harnstoff (FW 60,06) 8M 48¢g
CHAPS 2% (w/v) 0,2g
Bio-Lyte® 3/10 (100x, 40%ig) 0,2% (W/V) 5 ul
Bromphenolblau 0,001% 10 ul der 1%igen Lésung

Reinstwasser

auf 10 ml auffillen

Tabelle 8-7: Zusammensetzung der UW-L6sung

Substanz Konzentration gll
PEG 0,03 mM 1,05
Lactobionsaure 100 mM 35,8
Adenosin 5 1,34
Allopurinol 1 mM 0,14
NaOH (5 M) 25 mM 5 ml
KH2PO4 25 mM 34
MgSO04 5mM 0,6
Gluthathion 3mM 0,92
Raffinose 30 mM 17,8
KOH (5 M) 125 mM 20 ml
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8.2 Erlauterung der medizinischen Fachbegriffe

Tabelle 8-8: Erlauterung der medizinischen Fachbegriffe der Befunde der Seehunde (s. Tabelle

5-2 und Tabelle 5-3)

Medizinischer Fachbegriff

Erlauterung

Aneurysma lokale, spindel- oder
sackférmige Erweiterung der
Blutgefalle

Enteritis Darmentzindung

Endoparasitose

Befall eines  Wirtes  mit
Endoparasiten z.B. Wirmer

Meningoenzephalitis

Hirnhautentziindung

Kachexie Auszehrung, pathologischer
(krankhafter) Gewichtsverlust
Gastroenteritis Magen-Darm-Entziindung

Bronchopneumonie

Lungenentzindung

Phlegmone

eitrige, Infektionserkrankung
der Weichteile (des
interstitiellen Bindegewebes)
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8.3 Zusatzliche Abbildungen zum XTT-Test

8.3.1 Veranderung der Stoffwechselaktivitat der HepG2-Zellen im
XTT-Test nach Schadstoffinkubation

1,8
1,6
c 1,4 1 m Zellen
< 1,2 O Zellen + Isooctan
[=]
¥ 10 @ Zellen + 1 yM PCB
§ @ Zellen + 50 uM PCB
‘gi 0.8 1 m Zellen + DMSO
2 0,6 - m Zellen + 30 nM PFOS
< 0,4 @ Zellen + 300 nM PFOS
0,2 -
0,0 -
Tag 1 Tag 2 Tag 3

Abbildung 8-1: Verdnderung der Stoffwechselaktivitit der HepG2-Zellen sH 4) nach
Schadstoffinkubation. Dargestellt ist der Mittelwert+ SD aus 4 Messungen, 1x10" Zellen/well,
signifikante Unterschiede zu den Kontrollzellen an Tag 3: p<0,05 (*). Die Absorptionswerte der
jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der dazugehdrigen Proben
abgezogen.
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8.3.2 Veranderung der Stoffwechselaktivitat der Schweine-
Hepatozyten im XTT-Test nach Schadstoffinkubation

25 ® Medium
m Zellen
2 |
O Zellen + Isooctan
S 1,5 -
-%_ ’ m Zellen + 1 yM PCB
2 1 O Zellen + 50 uyM PCB
@ Zellen + DMSO
0,5 -
m Zellen + 30 nM PFOS
0 Zellen +300 nM PFOS
Tag 1 Tag 2 Tag 3 B cetle

Abbildung 8-2: Veranderung der Stoffwechselaktivitit der Schweine-Hepatozyten (S23) nach
Schadstoffinkubation. Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus 4 Messungen, 1x10* Zellen/well,
signifikante Unterschiede zu den Kontrollzellen an Tag 3: p<0,05 (*)

2,5
2,0 - ® Medium
g M| Zellen
§ 15 - O Zellen + Isooctan
c @ Zellen + 1 yM PCB
-%_ @ Zellen + 50 uM PCB
S 1.0 m Zellen + DMSO
2 m Zellen + 30 nM PFOS
0,5 - @ Zellen + 300 nM PFOS
0,0 -
Tag 1 Tag 2 Tag 3

Abbildung 8-3: Verdanderung der Stoffwechselaktivitat der Schweine-Hepatozyten (S29) nach
Schadstoffinkubation. Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus 4 Messungen, 1x10* Zellen/well,
signifikante Unterschiede zu den Kontrollzellen an Tag 3: p<0,05 (*)
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8.3.3 Veranderung

der

Stoffwechselaktivitat der Seehund-
Hepatozyten im XTT-Test nach Schadstoffinkubation

3,0

2,5

2,0 -

1,5 1

Absorption 450 nm

1,0 1

0,5 -

0o | I

m Zellen

0O Zellen+ Isooctan

@ Zellen + 1 yM PCB
O Zellen + 50 yM PCB

s Il o o

Tag 1

Tag 2

Tag 3

Abbildung 8-4: Verdnderung der Stoffwechselaktivitit der Seehund-Hepatozyten aus Pv 19
nach Schadstoffinkubation. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SD aus 8 Messungen, 1x10* Zellen/well,
signifikante Unterschiede zu den Kontrollzellen an Tag 3: p<0,05 (*).Die Absorptionswerte der
jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der dazugehdrigen Proben

abgezogen.

3,0
2,5 1
2,0 +
1,5
1,0

0,5

oo | M

Absorption 450 nm

@ Zellen

O Zellen + DMSO

@ Zellen + 300 nM PFOS
o Zellen + 3000 nM PFOS

Tag 1

Tag 2

Tag 3

Abbildung 8-5: Verdnderung der Stoffwechselaktivitit der Seehund-Hepatozyten aus Pv 20
nach Schadstoffinkubation. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SD aus 8 Messungen, 1x10* Zellen/well,
signifikante Unterschiede zu den Kontrollzellen an Tag 3: p<0,05 (*). Die Absorptionswerte der
jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der dazugehdrigen Proben
abgezogen. Die Schadstoffkonzentrationen hatten 30 nM bzw. 300 nM PFOS sein missen.
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Abbildung 8-6: Verdnderung der Stoffwechselaktivitat der Seehund-Hepatozyten aus Pv 21
nach Schadstoffinkubation. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SD aus 8 Messungen, 1x10* Zellen/well,
signifikante Unterschiede zu den Kontrollzellen an Tag 3: p<0,05 (*). Die Absorptionswerte der
jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der dazugehdrigen Proben
abgezogen.
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Abbildung 8-7: Verdnderung der Stoffwechselaktivitat der Seehund-Hepatozyten aus Pv 23
nach Schadstoffinkubation. Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus 8 Messungen, 1x10* Zellen/well,
signifikante Unterschiede zu den Kontrollzellen an Tag 3: p<0,05 (*). Die Absorptionswerte der
jeweiligen Mediumkontrollen wurden von den Absorptionswerten der dazugehdrigen Proben
abgezogen
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