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Zusammenfassung
Die Etablierung und der Einsatz standardisierter Zellkulturen
bilden die Grundlage fiir toxikologische Untersuchungen in
vitro und ermoglichen einen Vergleich uber Jahre hinweg, Die
Basis hierfiir bilden primdre Zellkulturen aus den zu untersu-
chenden Organen. Die Zellkulturen sollten, auch unter
Langzeitkulturbedingungen, die Organeigenschaften behalten.
Unterstiazt werden diese Bestrebungen durch Neuentwicklun-
gen auf dem Sektor der Zellkulturrnedien, Supplemente und
Oberflachenbeschichtungen del' Zellkulturschalen.
Routinemdfiig werden heute Zellen aus toxikologisch bedeut-
samen Organen wie Leber, Niere und dem Nervensystem in
vitro eingesetzt. Die mechanistischen Untersuchungen von
toxikologischen Befunden in vivo machen aber auch den
Einsatz anderer Zellsysteme aus Knorpel, Knochen, Skelett-
und Herzmuskel, Hoden usw. notwendig, Alle Zellsysteme
werden soweit etabliert, daj3 die Methode unter standardisier-
ten Bedingungen wiederholt werden kann und charakteristi-
sche Proteine oder Enzyme der jeweiligen Organe unter
diesen Bedingungen erhalten bleiben.
Die entscheidende Aufgabe der Toxikologie ist die Riskoab-
schdtzung fur den Menschen. Hier kann die in vitro Toxikolo-
gie durch den direkten Vergleich zwischen menschlichen und
tierischen Zellkulturen unter den gleichen Bedingungen einen
bedeutenden Beitrag leisten.

1 Einleitung

Die Verwendung von Zellkulturen in der
Pharmaindustrie ist inzwischen als etabliert
und akzeptiert anzusehen. Ihr Einsatz auf
der Suche nach neuen Wirkprinzipien und
Wirkstoffen auf dem Sektor der Pharma-
zeutika und Pflanzenschutzmittel ist mitt-
lerweile unverzichtbar. Hierbei kommen
prim are Zellkultursysteme aus dem Tier-
und Pflanzenreich, wie auch Zelllinien zurn
Einsatz. Neue molekularbiologische Ver-
fahren ("reporter gen assays") lassen mo-
lekulare Targets in den Zellen .Jeuchten",
Somit wurde der Weg frei fur das sogenann-
te HTS (high throughput screening) mit ma-
ximalem Einsatz von Zellkulturen auf mi-
nimalem Raum. Diese Verfahrenstechno-
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Summary: The importance of standardised cell culture methods
for the routine toxicology in pharmaceutical companies
The establishment and the use of standardised cell cultures build
the basis for toxicological investigations and guarantees the
comparison over years. The requirement for these investigations
in vitro are mainly primary cell cultures from the target organs.
The cell cultures should keep, also under long term culture
conditions, the organ differentiation. This will be supported by
new developments in the fields of cell culture media, supplements
and coating material of the cell culture dishes.
Routinely, cells from toxicologically important organs like liver,
kidney and nervous system were used in vitro. However, mecha-
nistic investigations of toxicological findings in vivo made the
use of cell systems from other organs like cartilage, bone,
skeletal and heart muscle cells, testis eg necessary. All cell
culture systems were established and standardised to allow
repeated tests under the same conditions. The determination of
charcteristic proteins or enzymes of the related organ will
demonstrate the organ like quality of the cell cultures.
The central question of toxicology is the risk assessment. Here,
the in vitro toxicology will provide important information by a
comparison between human and animal cell cultures under the
same conditions.

Keywords: 3R, replacement, primary cell cultures, organ
specification, long term cultures, species comparison

logie erlaubt eine wesentlich gezieltere For-
schung ohne den Einsatz von z.T. aufwen-
digen in vivo oder ex vivo Verfahren. Neue
molekularbiologische Verfahren in Korn-
bination mit der Entschllisselung des
menschlichen Genoms machen unter dem
Oberbegriff .Pharmacogenomics" die Un-
tersuchung der Wirkung von spezifischen
Pharmaka auf den Menschen unter der Be-
riicksichtigung von genetischen Variationen
und Defekten erst rnoglich.

Zellkultursysteme haben auch in der To-
xikologie Einzug gehalten und werden bei
toxikologischen Bewertungen und der Aus-
wahl von Entwicklungskandidaten, aber
auch zur Aufklarung mechanistischer Fra-
gestellungen benutzt. Der Anspruch an die
Zellkulturen ist hier vollig anders als in der

Forschung. In der Forschung werden spe-
zifische Mechanismen und Angriffspunk-
te betrachtet und Wirksubstanzen daran
optimiert, in der Toxikologie werden die
Reaktionen von Zellen, Organen oder des
Organismus im Ganzen untersucht. Daher
ist der Anspruch in der Toxikologie an die
Organspezifitat eines Zellkultursystems
sehr hoch, da moglichst alle Funktionen er-
halten bleiben sollen.

Die Grundlage dazu bilden standardi-
sierte Zellkulturverfahren, da nur sie uber
Jahre hinweg einen Vergleich zwischen den
Substanzen und ihren Wirkprinzipien er-
moglichen, Dies wurde durch die Entwick-
lung von Zellkulturmedien, die Supplimen-
tierung von Hormonen und Wachstumsfak-
toren und die richtigen Oberflachensubstra-
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te in den Zellkulturschalen erst moglich,
Heutzutage konnen viele Zellsysteme wie
die Niere, Leber, das Nervensystem, Kno-
chen, Knorpel, Muskel, Hoden und Kno-
chenmark erlolgreich und reproduzierbar
unter Erhalt ihrcr organspezifischen Eigen-
schaften kultiviert werden. Sensitive hio-
chemische, analytische und molekularbio-
logische Methoden erlauben auch hier eine
genaue Charakterisierung der Zelle und ihre
spezifische Reaktion auf einen Prufsubstan-
zen,

2 Leber

Das sogenannte "Sandwich-Modell", die
Einbettung von Leber-Zellen zwischen zwei
Collagen-Gele, erbrachte den Durchbruch
bei der Kultivierung von Hepatozyten (Ba-
der et al., 1996). Das Modell bietet die
Moglichkeit, im Vergleich zu bisherigen
Techniken, auch chronische Effekte unter
wiederholter Substanzgabe zu untersuchen,
da diese Zellkulturen uber eine Woche sta-
bil bleiben. Bekannte klinische Parameter
wie die Aspartataminotransferase (AST),
die Alaninaminotransferase (ALT) und die
Albuminsekretion konnen untersucht wer-
den, aber auch wichtige Enzyme ZUTEnt-
giftung/Giftung von Substanzen wie die
Phase I und Il Enzyme des Fremdstoffme-
tabolismus. Molekularbiologische Verfah-
ren wie die "real time" PCR oder .soxico-
genomics" erlauben auch in diesem Zell-
kultursystem eine Untersuchung auf brei-
ter Basis bezuglich der Genregulation. Ein
weiterer, nicht minder wichtiger Durch-
bmch war der Einsatz yon unterschiedlichen
Spezies. Die Verwendung von Humanhe-
patozyten im Vergleich zu Hepatozyten to-
xikologisch wichtiger Tierspezies wie
Hund, Affe, Ratte und Maus ist hierbei be-
sonders wichtig, denn sie beriicksichtigt die
genetischen und metabolischen Eigenarten,
die im Tier nicht erfaBt werden konnen, in
der Praxis aber eine groBe Rolle bezuglich
des Fremdstoffmetabolismus spielen.

3 Niere

Die Niere ist als ein Hauptausscheidungs-
organ das zweite bedeutende Organ fur
Fremdstoffe. Die Aufgaben unterscheiden
sich deutlich von denen der Leber, und so
ist es auch nicht verwunderlich, daB die
Zellkulturverfahren unterschiedlich ausfal-
len (Boogard et a1., 1990). Als Modell fur
die Niere werden proximale Tubulus Zel-
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len verwendet, die den Fremdstofftransport
und -metabolismus bewerkstelligen. Der
Erhalt von Ionenpumpen, Transportprotei-
nen und Mitochondrien ist das wichtigste
Merkmal neben der Polaritat und der enor-
men Oberflachenvergroferung. Spezifische
Kulturmethoden auf sogenannten .Inserts"
erlauben auch hier die Bestimmung von
klinischen Parametem wie alkalischer Phos-
phatase (AP), N-Acetyl-~-Glucoaminidase
(NAG) oder y-Glutamyltransferase (y-GT).
Des weitem spielen Ionen-Pumpen wie die
Na+K+ATPase und der Transport yon Me-
thylglukose eine wichtige Rolle. Wie bei der
Leber haben auch die Fremdstoff metabo-
lisierenden Enzyme, zumeist der Phase Il,
eine groBe Bedeutung und werden bioche-
misch oder uber ihre Genregulation be-
stimmt.

Die Niere ist ebenfalls geeignet, Verglei-
che im Rahmen der Speziesunterschiede
anzustellen. Wie bei der Leber laufen zur
Zeit Validierungsstudien, um diesen End-
punkt fur verschiedene humanrelevante
Nephrotoxine aus dem Bereich der Antibio-
tika und Zytostatika zu klaren,

4 Nervensystem

Ein weiteres Zellkultursystem beschaftigt
sich mit dem Nervensystem. Hierzu wer-
den standardisierte Neuronen- oder Glia-
zellkulturen eingesetzt. Diese Kulturen
gleichen, wie die Hepatozyten, in einem
hohen MaBe den Zellen im Organismus.
Der Differenzierungsstatus kann anhand
der elektrischen Erregbarkeit, der Neuro-
transmittersysteme zur chemischen Korn-
munikation, des Energieverbrauchs, des
Zellaufbaus und der hohen Empfindlich-
keit gegenuber oxidativem Stress und
Ischamie nachgewiesen werden (Schmuck
und Schluter, 1996; Schmuck et al., 2000).
Das Nervensystem ist empfindlich fur vie-
lerlei ex ogene Einflusse, die zu sich lang-
sam entwickelnden, neurodegenerativen
Effekten fuhren konnen. Deshalb ist es
gerade hier dringend notwendig, eine ver-
langerte Behandlung unter standardisier-
ten Bedingungen durchzufuhren. Die
moglichen Endpunkte sind hier ebenfalls
vielschichtig: Untersuchungen zu oxida-
tivem Stress, Energiegewinnung, Zyto-
skelett und Neurotransmittersystemen sind
dabei nur die wichtigsten. Zusatzlich kon-
nen elektrophysiologische Untersuchun-
gen oder die schon oben erwahnten Gen-
expressionsanalysen hilfreich sein.

5 Schlu6folgerung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
standardisierte Zellkulturen in hohem MaE
ihren jeweiligen Zellen im Organismus in
Funktion und Morphologie gleichen mus-
sen, um pradiktive Aussagen bezilglich des
toxikologischen Profils einer Substanz
machen zu konnen. Zudem mussen diese
Modelle uber Jahre stabil anwendbar sein,
urn Vergleiche anstellen zu konnen. Die-

. ser Aufgabe werden bisher nUT primare
Kulturen gerecht.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die
Moglichkeit einer Riskoabschatzung fur
den Menschen. Der Vergleich zwischen
tierischen und humanen Zellkulturen er-
laubt eine quantitiative Abschatzung des
Risikopotentials bezilglich des jeweiligen
Organs.

Diese Schritte erlauben ein frilhzeitige
Optimierung der Entwicklungskandida-
ten, die sparer in in vivo "Guideline-Stu-
dien" weiter verfolgt werden.
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