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Zusammenfassung

Die Leber erfiillt ihre vielféiltigen lebenswichtigen Funktionen
durch die komplexe Verflechtung der Hepatozyren mit den
"Littoral-Zellen* und der Extrazelluldrmatrix des Organs. In
vitro Systeme der Leber basieren auf Kulturen von Einzelzel-
len, welche enzymatisch aus der essentiellen Organstruktur
gewonnen werden. Die Prazisionsschnitt-Technik ermaglicht
es dagegen, Organschnitte (Slices) mit intakter Organsirukiur
unter standardisierten Bedingungen in Kultur zu bringen.
Studien mit diesem System beschrinkten sich bisher jedoch auf
pharmakologische Kurzzeitversuche, unter Verwendung von
allgemeinen zelluliren Viabilitditskriterien. Die mangelhafte
leberspezifische Validierung verhinderte die Verbreitung und
Akzeptanz dieser Organkulturen als Tierversuchsalternative. In
dieser Arbeit wurde die Regulation der Genexpression als
geeignetes Viabilitatskriterium gewdhlt, denn im Gegensatz zu
den herkommlichen Parametern beinhaltet die Genexpression
eine Kaskade verschiedener rdumlich und zeitlich koordinier-
ter Prozesse. Die hormonelle Regulation der Leber-Slices
wurde als Vergleich herangezogen und bewies die Uberlegen-
heit des neu entwickelten Interphasen-Systems iiber ein
Perfusions-System. In unserem wirtschaftlichen und einfach zu
handhabenden Interphasen-System konnte die leberspezifische
Genexpression in Langzeitkulturen durch Dexamethason,
¢AMP und Endotoxin in vivo-éihnlich moduliert werden.

Summary: Liver organ systems: valuation by gene expression
The multitude of vital functions of the liver is largely depen-
dent on the complex interaction of hepatocytes with "littoral-
cells* and the liver-specific extracellular matrix. In vitro
systems used 1o study the liver are almost exclusively based on
the culture of single cells obtained by enzymatic disruption of
the essential organ structure. In contrast, the slicing technique
enables a standardized organ culture, while retaining the
intact organ structure. However, previous experiments using
this system have been restricted to short-term pharmacological
studies and have used general cellular parameters to assess
viability. The lack of liver specific validation has hindered the
acceptance and application of this organ culture as an
alternative to in vivo experiments. In this work we chose the
regulation of liver-specific gene expression as an adequate
viahility criterion because, in contrast to the commonly used
general cell physiology parameters, gene expression includes a
cascade of differentially coordinated processes. Using hormo-
nal responsiveness of precision-cut liver slices as a basis for
comparison, the new developed interphase system was found to
be superior to a perfusion system. With the application of this
economical and easy-to-handle interphase system, the control
of liver-specific gene expression by dexamethasone, cAMP and
endotoxin in long-term cultures was found to be modulated in
a manner similar to in vivo conditions.

Keywords: organ culture, precision-cut liver slices, culture systems, gene expression, dexamethasone, LPS

Nihrstoffen und Sauerstoff stellt cine we-

1 Einleitung

Die Leber vollbringt eine Vielzahl sehr
unterschiedlicher Aufgaben zur Erhaltung
der Vitalitidt des Organismus: zentrale
Steuerung des Stoffwechsels, Metabolis-
mus von Fremdstoffen (Xenobiotika), so-
wie endokrine und hiéimostatische Rege-
lung. Obwohl 65% der Zellen der Leber
Hepatozyten sind, diirfen die Leistungen
des Organs jedoch nicht einfach nur als
metabolische Leistung dieser Zellen be-
trachtet werden. Die komplexen Funktio-
nen sind vielmehr das Resultat der Inter-
aktion der verschiedenen Zelltypen, aus
denen sich das Organ zusammensetzt (Ro-
jkind et al., 1988). Nicht-Hepatozyten, u.a.
Kupffersche Sternzellen, Sinusoidal-, En-
dothelial-, Ito- und Pit-Zellen (alle unter
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dem Sammelbegriff Littoralzellen (Bade,
1967) zusammengefaBt) und gelegentlich
auch die Gallengangs-Epithelzellen, erfiil-
len eine essentielle, aber bisher nur teil-
weise geklirte Rolle in dieser funktionel-
len Vielfalt (Loreal et al., 1993, Deaciuc
et al., 1994),

Trotz der Vielfalt an in vitro Systemen
der Leber ist bisher keines in der Lage
gewesen, die Komplexitit des Organauf-
baus nachzuahmen und die differenzier-
ten Leberfunktionen iiber einen lingeren
Zeitraum zu erhalten. Im Gegensatz zu
Zellkulturen besitzen Organkulturen den
Vorteil der Beibehaltung der Organstruk-
tur, jedoch bisher den Nachteil des schnel-
len Viabilitiitsverlusts, hiiufig innerhalb
von wenigen Stunden. Die unzureichen-
de Versorgung der Organfragmente mit

sentliche Limitierung von Organkulturen
dar. Zudem kénnen Organfragmente glei-
cher GroBe und Gewichte aufgrund von
ungleichmiBiger Stirke unterschiedliche
Viabilititen aufweisen, was eine Standar-
disierung von Organkulturen erschwert.
Die Krumdieck-Technik (Krumdieck et
al., 1980) erméglicht es, Organfragmente
gleichmiBig in einer Gewebsstirke von
200-300 um zu schneiden, welche 10 bis
15 Zellschichten entspricht, wodurch eine
passive Diffusion von Sauerstoff und Nihr-
stoffen moglich ist. Bei gleicher Schnittstéir-
ke erlauben Grofe und Gewicht der Priizi-
sionsorganschnitte den Vergleich zwischen
mehreren Kulturen, wodurch die Standar-
disierungsproblematik entscheidend verbes-
sert wurde. Dieses Organkultursystem wur-
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de von einer relativ kleinen Gruppe von
Wissenschaftlern hauptsiichlich in pharma-
kologischen Studien eingesetzt und konnte
gich auf diesem Gebiet als niitzliche Tier-
versuchsalternative behaupten.

Dieses in vitro System erfiillt aber auch
einige Voraussetzungen fiir einen Einsatz
zur Analyse zellbiologischer und patho-
logischer Fragestellungen, besonders in
der Grundlagenforschung. Abgesehen von
der zeitlichen Limitierung auf 8 Stunden
(Goethals und Roberfroid, 1995), besteht
eine mangelhafte leberspezifische Validie-
rung dieses Systems. Die bisher angewen-
deten Viabilititskriterien wie intrazelluli-
rer Kaliumgehalt, ATP-Gehalt, allgemei-
ne Proteinsynthese oder das MTT-Reduk-
tionspotential reflektieren nicht die viel-
filtigen spezifischen Funktionen der Le-
ber. Aus Mangel an leberspezifischen Da-
ten wurde dieses System weiterhin  von
ECVAM nicht cmpfohlen (Blaaubocr ct
al., 1994).

Erst eine kiirzlich erschienene Arbeit
(Lake et al., 1996) befalBit sich mit leber-
spezifischen Funktionen (Phase I Isoen-
zyme) in einer Langzeitkultur (3 Tage) von
Leberschnitten, ohne eine Vorbehandlung
der Tiere zu bendtigen, wie in der voran-
gegangenen Arbeit aus demselben Labor
(Lake et al., 1993). Im Gegensatz zu einer
Organentnahme bedeutet eine Vorhehand-
lung der Tiere vor der Organentnahme ei-
nen Tierversuch. Diese Vorgehensweise
bietet keine sinnvolle Tierversuchsalterna-
tive fiir Studien, welche grofiere Tierzah-
len bendétigen oder Vorbehandlungen mit
Testsubstanzen wie etwa LPS (Luster et
al., 1994) erfordern, um schliefilich in
Leberorgankulturen brauchbare Ergebnis-
se erzielen zu kdnnen.

Die Qualitit der Viabilititsparameter
hingt von der Komplexitit der dazu er-
forderlichen Zellreaktionen ab. Viele die-
ser Parameter konzentrieren sich auf ei-
nen einzigen Prozess. Der fiir die Zellkul-
tur etablierte kolorimetrische Viabilitits-
test nach Mosmann (1983) findet heute
breite Anwendung, denn er ist kostengiin-
stig und einfach und eignet sich somit fiir
routinemifige Toxizitdtsstudien grofier
Probenzahlen. Dagegen beinhaltet die
Genexpression, wenn sie an deren Ergeb-
nis, einem spezifischen Proteinprodukt (e
novo Synthese), analysiert wird, eine Rei-
he von Schritten, die nicht nur die unter-
schiedlichsten Enzyme beanspruchen,
sondern auch zeitlich und rdumlich koor-

10

diniert in der Zelle ablaufen miissen. Die-
ses Kriterium heinhaltet daher die einfa-
chen, kurzfristigen Viabilitatsverfahren als
Grundvoraussetzung. Ein tabellarischer
Uberblick iiber die Einstufung von Viabi-
litdtskriterien wird in der untenstehenden
Tabelle gegeben.

Tabelle: Uberblick zur Einstufung von
Viabilitdtskriterien

Zytotoxische Effekie

— Zelltod (Cell survival)

— Verlust von zytoplasmatischen
Enzymen (LDH, GOT)

— Veranderung / Hemmung der
Zellvermehrung

— Morphologische Charakterisierung

Metabolische Effekte

- Energlenaushalt

— Proteinsynthese

— Fremdstoff-
(Xenobiotika-)Metabolismus

Genexpression

1. Rezeptoraktivierung und
Signaltransduktion

2. Transkription

3. RNA-Prozessierung

4, Translation

5. Proteinmodifikation
(einschlief3lich Sekretionskontrolle)

Die Physiologie der Leberzellen wird
letztendlich auf molekularer Ebene kon-
trolliert, denn die organspezifische Ex-
pression der meisten Gene der Leber
wird aul Transkriptionsebene reguliert
(Friedman, 1988). Die Induktion des
Enzyms TAT (Tyrosin-Aminotransfera-
se, E.C. 2.6.1.5.) durch Glukokortiko-
ide wurde durch die Arbeiten von
Tomkins et al. (1969) zum Modellsy-
stem fiir die hormonelle Kontrolle der
Genexpression in Sdugetierzellen. Die-
ses Hepatozyten-spezifische glukoneo-
genetische Enzym (Thompson, 1989)
besitzt ein Molekulargewicht von 53000
Dalton (Hargrove et al., 1980), eine re-
lativ kurze Halbwertszeit von 2 Stun-
den (Ernst et al., 1979) und unterlicgt
zirkadianen Schwankungen (Hardeland
et al., 1973). Die hormonell kontrollier-
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te Induktion durch Glukokortikoide und
Glukagon bzw. die Modulation durch
den intrazelluldren Vermittler cAMP
fithrt zu einer schnellen Steigerung der
Enzymaktivitit, wobei die Wirkung von
Dexamethason und cAMP nach unter-
schiedlichen Mechanismen abliuft
(Schmid et al., 1987).

Die Einwirkung von Endotoxin (L.PS)
fithrt zu einer drastischen Verinderung
der Genexpression der Leber (Baumann
und Gauldie, 1994). Neben der Produk-
tion von Akutphase-Proteinen treten
aber auch noch reaktive Sauerstoff- und
Stickstoff-Zwischenprodukte auf (La-
skin, 1997). Stickstoffoxid ist ein hoch-
reaktives Stickstoffradikal mit einer Viel-
zahl an Funktionen, v.a. als Vasodilata-
tor, Neurotransmitter, sowie protektiven
aber auch toxischen Effekten (de Vera et
al., 1995). NO wird zellspezifisch durch
drei NOS (Nirric oxide synthase) Isoen-
zyme synthetisiert: NOS-1 (neuronale
NOS), NOS-2 (Makrophagen NOS, indu-
zierbare NOS, i-NOS) und NOS-3 (en-
dotheliale NOS). NOS-1 und NOS-3 wer-
den konstitutiv exprimiert, wihrend die
Expression von i-NOS im Zusammen-
hang mit Infektionen und Entziindun-
gen steht. Nach neueren Erkenntnissen
konnen sowohl Viren, Protozoen, My-
kobakterien, Helminthen als auch Tu-
morzellen als Induktionssignale wirken
(Nathan et al., 1994). Die Bedeutung
der NO-Produktion durch hepatische i-
NOS in pathologischen Prozessen konn-
te bis heute nicht vollstindig geklirt
werden (Milbourne et al., 1995).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es,
Langzeitkulturen von Prizisions-Leber-
schnitten zu etablieren und anhand der
leberspezifischen Genexpression iiber
1-3 Tage auf eine breite Anwendbarkeit
zu untersuchen. Dazu werden unter-
schiedliche Kultivierungssysteme mit
Prizisionsorganschnitten adulter Leber
gepriift. Fiir die Anlage von Organkul-
turen muf} allerdings noch immer je-
weils ein Tier geopfert werden. Zur
Verbesserung der Verbrauchsbilanz und
um das System gleichzeitig auch fir
einen breiteren Anwendungskreis zu-
ginglich zu machen, wurden in der vor-
liegenden Arbeit zusitzlich Bedingun-
gen erarbeitet, welche die Verhiltnisse
der Materialgewinnung von Schlacht-
tieren und auch aus chirurgischen Inter-
ventionen beriicksichtigen.
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2 Tiere, Material und Methoden

2.1 Priparation von Prazisions-
Leberschnitten

Die Organkulturen wurden mit Lebern aus
4-6 Monate (300-400 g KGW) alten
minnlichen Lewis Ratten ctabliert.Die
Tiere werden mit einer CO -Letalnarkose
getotet und die Leber in eisgekiiblten PBS
uberfiihrt. Die grofen Leberlappen wer-
den jeweils zu einem Block zurechtge-
schnitten aus dem mit einem Tissue-Sli-
cer (Science Services, Miinchen) bis zu 20
Priizionsschnitte mit einer Fliche von
1,5x2 em angefertigt werden. Die Slices
werden in gekiihltem, serumhaltigen L-15
Medium aufbewahrt, in auf 37°C vorge-
wirmtes Medium aufgenommen und in
das Kultivierungssystem eingesetzt.

2.2 Kultivierungs-Systeme
Es wurden zwei Systeme benutzt, einmal
cin kommerziell erhiltliches Perfusions-
system (Minuth-System) und ein selbst
entwickeltes System SSOCS(Static-Stir-
red Organ Culture System). Das Minuth-
Perfusionssystem besteht aus autoklavier-
baren Kunststoffkammern mit einem Lei-
tungssystem aus Silikonschlduchen und
Luerverschliissen. Die Perfusionsge-
schwindigkeit wird durch eine Peristaltik-
pumpe reguliert und die Temperierung
durch eine Wirmeplatte. Die 6 mm @ klei-
nen Leberschnitte werden durch zwei
.Siebmembranen™ in dem Ringverschlu
(8-9 mm @) in vertikaler Lage positioniert,
so daB} das durchstromende Medium die
Leberschnitte perfundiert / perifundicrt.
Das selbst entwickelte System SSOCS
basiert auf dem Prinzip, Organfragmente
in der Interphase zwischen Medium nnd
Luft zu kultivieren (Trowell, 1959). Der
Unterschied zu herkémmlichen Versionen
besteht darin, dal das Medium in Bewe-
gung ist und das Medium-Organfragment-
Verhiltnis weit zugunsten des Mediums
liegt. Kristallisierschalen, Glaspetrischa-
len, Netzmembranen, Magnetriihrstiabe
und ein Multimagnetriihrer kennzeichnen
das System. Die Kultivierungsbehilter
werden durch Autoklavieren sterilisiert.
Abb. 1 zeigt den Aufbau des Systems, in
dem die Proben statisch in der Luft-Me-
dium Interphase untergebracht sind, aber
dynamisch vom Medium versorgt werden.
Der Multi-Magnetrithrer sorgt durch ei-
nen Riithrmodus fiir den Wechsel zwischen
einer schubweisen Uberflutung der Organ-
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fragmente mit Medium und Kontakt der
Leberschnitte mit der Luftphase. Der
Multimagnetrithrer kann bis zu 15 Behal-
ter aufnchmen mit je zwei 3 cm? groen
Organschnitten. Die gesamte Apparatur ist
in einem auf 37°C eingestellten Brut-
schrank untergebracht.

Kristailisier-
schale

ausgeschnittena
Glaspatrischate

Netz-
membran
Magnet- I — - )'
rUhrer ——

Kuliur-
medium

Abb. 1: Aufbau des Kultivierungssystems
SSOCS.

Die Viabilitit der Langzeitkultur wur-
de in beiden Kultivierungssystemen erst
nach einer 24 h langen Vorinkubation in
serumhaltigen Medium, Leibovitz-15 +
10% FKS + 4 mM L- Glutamin + 15 mM
Hepes, bewertet. Die Induktionsversuche
erfolgten unter serumireien Bedingungen
wihrend des zweiten und dritten Kultivie-
rungstages.

2.3 Biochemische Methoden

Die Prizisionsleberschnitie wurden zu
unterschiedlichen Kultivierungszeiten im
Perfusionssystem auf ihr MTT-Redukti-
onspotential nach Fischer et al. (1995)
getestet. Die Schnitte werden in 1% MTT-
haltigem Medium fiir 30 und 60 min lang
in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert.
Die Farbstoffextraktion erfolgt in 0,5 ml
DMSO pro Slice iiber Nacht und die opti-
sche Dichte wird bei 570 nm gemessen.
Zur Bestimmung des Proteingehaltes wer-
den die Leberschnitte nach Chiappelli et
al. (1979) aufbereitet und anschlieffend
nach Bradford (1976) bestimmt. Der Pro-
teinstandard wird mit BSA (Bovine Serum
Albumin, Pierce) ermittelt. Die Aktivitdt
des TAT Enzyms wird nach der Methode

von Granner und Tomkins (1970) be-
stimmt. Die Leberschnitte werden in 0,14
M KClI (8 Volumen/Gewicht) bei 4°C ho-
mogenisiert und 30 min. lang bei 30.000
g zentrifugiert. Der Uberstand dient so-
wohl der Enzym- als auch der Proteinbe-
stimmung.

2.4 SDS-PAGE-Gelclektrophorese
und Immunoblot

Die Organschnitte werden in reduzieren-
den Sample Buffer (SB) (8 Volumen/Ge-
wicht) auf Eis homogenisiert, 10 min bei
90°C gekocht und bei -20°C aufbewahrt.
Die Mediumproben werden bei 4000 g 30
min lang bei 4°C zentrifugiert und der
Uberstand wird mit vierfachen Volumen
an kaltem (-20°C) Azeton bei -20°C iiber
Nacht getillt (Zoller et al., 1996). Der
Azetoniiberstand wird nach erneuter Zen-
trifugation dekantiert, und die Pellets wer-
den in reduzierendem SB aufgelost, 10
min bei 90°C gekocht und bei -20°C auf-
bewahrt, oder direkt fiir die PAGE-Gel-
elektrophorese verwendet.

Die SDS-PAGE nach Laemmli (1970)
wird in 5-15% Gradientengelen bei 50-80
Volt iiber Nacht ausgefiihrt. Elcktrotrans-
fer auf eine Nitrozellulosemembran
(Schleicher&Schuell) erfolgt fiir 2 h bei
80 Volt in einer Hoefer Apparatur (TE 52).
Zur Kontrolle des Transfervorgangs wer-
den die Proteine auf der Membran rever-
sibel mit Ponceau-S-Losung (Serva
33427) nach Harlow und Lane (1988) ge-
fiirbt und zwecks Dokumentation der auf-
getragenen Proteinmengen photokopiert.
Die Membranen werden 1,5 h bei Raum-
temperatur in TBS-t mit 5% Trockenmilch
blockiert, anschlieBend werden die Mem-
branen 1 h mit dem primiiren Antikorper
(polylklanaler anti-TAT (von G. Schiitz,
DKFZ, Heidelberg) 1:2000, anti-GST-al-
pha (Biotrin, Dublin) 1:5000, monoklona-
ler anti-i-NOS (Transduction Laborato-
ries, Lexington) 1:1000 verdiinnt) inku-
biert. Nach mehrmaligem Waschen erfolgt
die Inkubation mit dem sekundiren Anti-
korper (Peroxidase konjugierte anti-Ka-
ninchen oder anti-Maus von Amersham,
1:2000 bis 1:5000 verdiinnt) fiir 1 h. Zur
Detektion wurde das ECL-System nach
Angaben des Herstellers eingesetzL.

2.5 Histologische und Immun-
histologische Verfahren

Die Leberschnitte werden in Bouin-Lo-
sung fixiert und anschliebend in Paraplast
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eingebettet. Nach Entparaffinierung wer-
den die 3 pm Priiparate durch eine zwei-
malige Mikrowellenbehandlung fir S min
in 10 mM Zitratpuffer, pH 6,0 mit 580
Watt erhitzt. Nach der Inaktivierung der
endogenen Peroxidasen durch 3,0% Was-
serstoffperoxid folgt eine 2 h Blockierung
in PBS mit 5% Trockenmilchpulver und
2% BSA. Der primiire Antikérper wird in
der Blockierldsung verdiinnt (polyklona-
le anti-Laminin und anti-GST-P, Biotrin,
Dublin), mit Natriumazid (Endkonzentra-
tion 0,02%) versetzt und iiber Nacht bei
Raumtemperatur in ciner Feuchtekammer
inkubiert. Nach mehreren Waschschritten
in PBS wird der Peroxidase-gekoppelte
sekundire Antikorper fiir 1 h eingesetzt.
Die Detektion erfolgt mit dem Chromo-
gen DAB (Sigma) und die Kernfirbung
mit Harris Hiamatoxylin. Die PAS-Reak-
tion wurde nach Hotchkiss und McManus
(Burck, 1988) ausgefiihrt.

2.6 Auswertung

Die statistische Auswertung der MTT- und
TAT-Enzymbestimmungen beschrinkt sich
auf die Ermittlung des Mittelwertes. Die
Ergebnisse wurden in zwei bzw. drei unab-
héngigen Versuchen wiederholt. Das Test-
system — Induktion von TAT durch Gluko-
kortikoide — war aus in vivo Versuchen eta-
bliert und konnte unmittelbar fiir die Fest-
stellung des viablen Zeitraumes eingesetzt
werden. Nach Ermittlung dieser Zeitspan-
ne wurden neue Versuche weiter anhand von
Immunoblots beurteilt. Immunoblots bieten
gegeniiber Enzymbestimmungen den Vor-
teil der Dauerhaftigkeit der Dokumentati-
on und der Darstellung der biochemischen
Eigenschaften des verantwortlichen Prote-
ins (Mono- oder Oligomer, usw.). Aufgrund
der Probenprozessierung konnen unter-
schiedliche Antigene aus ein und derselben
Probe durch spezifische Antikirper nach-
gewiesen werden.

3 Ergebnisse

3.1 Eigenschaften der eingesetzten
Kultivierungssysteme

Der Einsatz der Organschnitte (6 mm
Durchmesser) unter sterilen Bedingungen
in den Ringverschluf des Perfusionssy-
stems erwies sich in unseren Hinden als
zeitintensiv. Der pI des Mediums alkali-
sierte bereits nach 18 h auf 7.8-8.2; die-
sen Prozell konnten auch Hepes-Zusiitze
(20 oder 50 mM) nicht verhindern.
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Im selbst entwickelten SSOC-System
konnen GriBe und Zahl der eingesetz-
ten Prizisionsschnitte an die Fragestel-
lung und Auswertungsmethode bequem
angepalit werden. Innerhalb von Minu-
ten werden die Organschnitte in bis zu
20 Kultivierungseinheiten eingesetzt. Je
nach Versuchsverlauf kénnen einzelne
Proben steril und einfach entnommen
oder umgesetzt werden. Der pH Wert
bleibt auch in serumfreien Medien iiber
72 h stabil.

3.2 Auswertung der Perfusions-
kulturen mit dem MTT-Test
Verglichen mit der Ausgangssituation
(0 h Perfusion) nehmen das MTT-Reduk-
tionspotential und der Proteingehalt der
Leberschnitte in der Perfusionskultur tig-
lich um etwa 25% ab (Abb. 2). Diese re-
lativen Daten beziehen sich auf die ein-
zelnen Slices; wenn aber das MTT-Poten-
tial den Proteingehalt der Slices beriick-
sichtigt, kann die spezifische Aktivitit er-
mittelt werden. Abb. 2 zeigt, dal} wihrend
der gesamten Inkubationsdauer ein gleich-
méBiges spezifisches MTT-Reduktionspo-
tential vorhanden ist. Dieser stabile Grund-
wert ist um etwa 235 bis 40% hoher als die
Ausgangssituation.

3.3 Glukokortikoid induzierte
TAT-Expression

In vive fiihrt eine Dexamethasonbehand-
lung (3 mg/KGW) innerhalb von 6 h zu
einem fiinffachen Anstieg der Enzymak-
tivitat von TAT in der Leber. In beiden in
vitro Systemen fillt die TAT-Aktivitit
wihrend des ersten Tages auf etwa die
Hiilfte ihrer Ausgangswerte ab und steigt
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in den zweiten 24 h auf einem in vivo-na-
hen Wert, der auch am dritten Tag erhal-
ten bleibt. Nach 24 h Vorinkubation fiihrt
die Hormonbehandlung mit Dexametha-
son (50 M) fiir 6 h im Perfusionssystem
zu keiner Verinderung und im SSOC-Sy-
stem zu einer Verdopplung der TAT-Akti-
vitdt. Diese Aktivitdtssteigerung in
SSOCS erreicht nach 24 h das vierfache
der Kontrolle. Die gleichzeitige Zugabe
von Cycloheximid (8 pg/ml) hemmt die
Aktivititszunahme und zeigt somit, dafl
die Aktivitatssteigerung in SSOCS auf
Neusynthese (Induktion) des Enzyms zu-
riickzufithren ist. Im Perfusionssystem
steigt die Enzymaktivitiit nach 24 h Dex
Behandlung auf den 1,7 fachen Kontroll-
wert. Bei diesem Ergebnis wurde auf den
Induktionsbeweis durch Hemmung mit
Cycloheximid verzichtet.

Mit Hilfe der TAT-Induktion wurden
Viabilitit und Leistung der beiden unter-
suchten Inkubationssysteme fiir Leber-
schnittkulturen verglichen. Die lingere
Hormonbehandlung (24 h) verdeutlicht die
Uberlegenheit des dynamischen Interpha-
sen-Systems (SSOCS) mit einer fast 2,5
fachen stirkeren Induzierbarkeit von TAT
in den Leberorgankulturen als im kommer-
ziell erhiltlichen System. Diese Indukti-
onsstirke ist mit der in vivo Reaktion ver-
gleichbar und relativiert die Aktivititsstei-
gerung im Perfusionssystem (Abb. 3),

Die Glukokortikoidbehandlung der Le-
berschnitte am dritten Tag der Kultur
(1.Tag mit Serum, 2. und 3. Tag serum-
frei) fithrt zu einer 1,8 fachen Induktion
von TAT nach 24 h Behandlungszeit (Abb.
4), die wiederum durch Cycloheximid
hemmbar ist. Interessanterweise fiihrt eine
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Abb. 2: Standardisierung des MTT-Reduktionspotentials durch den Gesamtproteinge-
halt der 6 mm @ Leberschnitte. Sechs Slices wurden in einer Perfusionskammer inku-
biert und fiir jeweils einen Kultivierungszeitpunkt (18, 24, 48 oder 66 h) ausgewertet.
Den Ausgangspunkt stellen nicht inkubierte Leberschnitte dar (MTT: 6,7=100%; Prote-
ingehalt 0,69 mg=100%). Die Resultate setzen sich aus zwei unabhéngigen Versuchen

Zusammen.
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leberspezifischen Weise zu reagieren. Die
massive Induktion von i-NOS ist ein Bei-
spiel fiir die drastischen Veranderungen
der Genexpression der Leber, bedingt

1 Tag Vor-Inkubation

EO0 e e -
| durch die Einwirkung von LPS. Die Neu-
5 500 - synthese des Proteins kann im SSOC-Sy-
< . E stem nicht nur durch den allgemeinen
g | [@woniroTe Translationsinhibitor Cycloheximid erzielt
£ 200 L |m& hDex werden, sondern auch durch Dexametha-
,‘f | (D24 hDex son (Abb. 6).
g 200 ——
100 L 3.6 Regulation des Zytotoxizitits-
markers GST-alpha
] L Der Zytotoxizititsmarker GST-alpha gilt
wive Perfusions- S50CS als empfindlicher Indikator fiir frithe Le-
systemn berschiidigungen (Redl et al., 1995). Aus

diesen Griinden wurde der Nachweis des
Proteins im Medium von Leberschnittkul-

Abb. 3: Vergleich der TAT Expression in vivo und in Langzeitkulturen von Leberschnit-
ten, inkubiert in verschiedenen Systemen.

Die Hormonbehandlung wurde in beiden Systemen erst nach 24 h Vorinkubation be-
gonnen. Die Enzymaktivitit wurde 6 und 24 h nach Dexamethasonzugabe (50 uM) ge-
messen. Die Daten beziehen sich auf die spezifische Aktivitét von TAT unbehandelter
adulter Rattenlebern (25,83 umol/min/mg Protein=100%).

kurze (6 h) Dex Behandlung zu Beginn
des zweiten Tages zu einer schnellen
(6 h) und deutlichen (4 fach) zweiten In-
duzierbarkeit am dritten Tag, die der vier-
fachen TAT-Induktion am zweiten Tag ent-
spricht.

3.4 Einsatz der TAT-Genexpression
als Routine-Viabilititsmarker

Diese Induktion wurde zusitzlich durch
die Modulation des 53 kDa Proteins, wel-
ches mit einem spezifischen Antikdrper
gegen TAT nachgewiesen wurde, bestitigt.
Die durch Immunoblot nachgewiesene
TAT-Induktion durch Glukokortikoide
(Sultan et al., 1996) wurde als Standard-

methode zur Bestimmung der Viabilitit
der Leberschnitte eingesetzt. Abb. 5 zeigt
die Modulation von TAT in Leberschnit-
ten kultiviert im SSOC-System unter se-
rumfreien Bedingungen mit den angege-
benen Zusitzen (EGF, cAMP, Tunicamy-
cin, LPS) nach einer eintigigen Vorinku-
bation. Die Wirkungen werden mit der
Glukokortikoid-vermittelten TAT-Indukti-
on (K, Dex, Dex/Chx) verglichen. Die
dargestellte Ubersicht besteht aus drei
unabhiingigen Versuchen und den entspre-
chenden Kontrollen (K). Die cAMP ver-
mittelte TAT-Induktion (Schmid et al.,
1987) ist damit auch im SSOC-System
nachgewiesen. Die Zugabe von LPS in
Anwesenheit von Dex flihrt zu einer In-
duktion, wie sie bei alleiniger Dex Zuga-
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turen, welche Tunicamycin, LPS, Cyclo-
heximid oder cAMP ausgesetzt waren,
durchgefiihrt. Das Ergebnis ist im Immun-
oblot (Abb. 7) dargestellt. Sowohl Tuni-
camycin als auch die LPS-Behandlung
fithren zu einem Anstieg an GST-alpha im
Medium. Die LPS-induzierte Freisetzung
wird aufgrund der Hemmung durch Cy-
cloheximid von de noveo Synthese abhiin-
gig sein. Die zusitzliche Inhibition durch
Dexamethason zeigt, dafi die LPS-beding-
te Leberreaktion in diesem SSOC-System
dhnlich wie in vivo regulierbar ist. Dieser
Befund validiert den Einsatz des SSOC-
Systems fiir komplexere Toxizitdtsstudi-
en bis zu diesem spiten Zeitpunkt von 48

be entsteht, insofern kann eine toxische
LPS-Wirkung bei der gewihlten LPS-
Konzentration ausgeschlossen werden.

3.5 LPS vermittelte i-NOS-
Genexpression

Trotz der eintdgigen Vorkultivierung von
Prizisionsleberschnitten im SSOC-Sy-
stem sind die Organkulturen am zweiten
Tag in der Lage, auf Endotoxin in einer

TAT-Induktion in 3 d SSOCS-Kultur
120 B——————————— SSR——— o e —— - e i

TAT (spezifische Aktivitat)
[wmol/min/mg Protein]
5
|

20 -T
o 1

“ -
o

OKontrolle B Dex
ODex+Chx O2 x Dex

1d +&h
1d +12h
1d +24h
2d + 6h
2d + 24h

Abb. 4: Induktion von TAT durch Glukokortikoide in Leberschnitten wiahrend des zwei-
ten und dritten Tages in serumfreier Kultur.

Die Enzymaktivitdt wurde 6, 12 und 24 h am 2. und 6 und 24 h am 3. Kultivierungstag
nach Dexamethasonzugabe (50 (M) gemessen. Zusétzlich wurde Cycloheximid (8 Lg/
ml) gleichzeitig mit Dexamethason zugegeben. Alle Behandlungen wurden nach einer
24 h bzw. 48 Vor-Inkubation begonnen. Zusétzlich wurde nach der 24-stiindigen, se-
rum-haltigen Vorinkubation eine kurze (6 h) Dex Behandlung, gefolgt von einer 18 h
Hormon- und serumfreien Phase, eine erneute zweite 6 h Dex Behandlung angeschlos-
sen. Die Resultate setzen sich aus drei unabhéangigen Versuchen zusammen
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Stunden. Der deutliche Anstieg an GST-
alpha im Medium cAMP behandelter Le-
berschnitte und die fehlende Inhibition
durch Cycloheximid deuten auf die post-
translationale Wirkung von cAMP auf
bereits synthetisierte Proteine. vermutlich
durch Stimulation der Sekretion.

3.7 Histologische und Immun-
histologische Befunde

Bei der histologischen Auswertung meh-
rerer unabhingiger SSOCS-Langzeitkul-
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turen fielen leberuntypische Zellstruktu-
ren auf (Abb. 8). Die PAS-Firbung (A, D)
zeigt stark positive Zellmembranen der
Zellen des Glissonschen Dreiecks und von
diesen, lumenbildenden Zellgruppen. Die-
se Zellgruppierungen treten gehéuft in den
Periportalfeldern auf (D), sind aber auch
mitten im Leberldppchen zu finden (A).
Mit einem spezifischen Laminin-Antikor-
per, der unter anderem die Endothelzellen
darstellt, wurden diese Strukturen nicht
gefirbt (B, E), so daf es sich bei diesen

By—
S

¢

Abb. 5: TAT-Immunoblots als Routine-Via-
bilitdtskontrolle fiir Langzeitkulturen von
Leberschnitten im SSOC-System.

Nach 24 h Verinkubation in serumhaltigem
Medium (10% FKS) wurden die Testsub-
stanzen Dex (50 UM), Chx (8 pug/ml), EGF
(100 ng/ml), cAMP (500 M), Tunicamycin
(T) (5 ug/ml) und LPS (20 ug/ml)) unter se-
rumfreien Bedingungen zugegeben und
weitere 24 h inkubiert. Als Kontrolle (K)
dienten unbehandelte Schnitte. Die Resul-
tate reprisentieren drei unabhéngige Ver-
suche.

Abb. 6: Expression von i-NOS in Leber-
schnitten aus Langzeitkulturen im SSOC-
System.

(a) Positiv-Kontrolle (130 kDa i-NOS) von
induzierten Makrophagen (Transduction
Laboratories).

(b) 48 h kultivierte Leberschnitte ohne
Zusitze (Kontrolle).

(€) 24 h lang mit LPS (20 pg/ml) behandelte
Schnitte nach einer eintdgigen Vorinkuba-
tion.

(d) wie (c) jedoch mit Chx (8 ug/ml).

(e) wie (c) jedoch mit Dex (50 uM).

Abb. 7: Nachweis von GST-alpha im Medi-
um von Leberschnittkulturen im SSOC-
System durch Immunoblot.

Nach 24 h Vorinkubation in serumhaltigen
Medium (10% FKS) wurden die Testsub-
stanzen unter serumfreien Bedingungen
zugegeben und weitere 24 h inkubiert. T-1
und T-2 repréasentieren unterschiedliche
Konzentrationen von Tunicamycin (T-1: 2,5
bzw. T-2: 5 ug/ml). Die Konzentrationen der
tibrigen Zusétze sind: Chx (8 ug/ml), cAMP
(500 LM), LPS (20 ug/ml) und Dex (50 uM).

lumenbildenden Zellgruppen nicht um
Kapillarstrukturen handelt. Ein spezifi-
scher Antikorper gegen das Gluthathion-
S-Transferase-P (GST-P) Antigen, der in
der gesunden adulten Leber die Gallen-
gangszellen darstellt (Parola et al., 1993),
ergab eine stark positive Firbung dieser
lumenbildenden Zellstrukturen (Abb. 8, C,
F). Dicsc Ergebnisse und die kubische Epi-
thelform der Zellen konnten durch Akti-
vierung von Stammzellen der Leber (oval
cells) erklirt werden.
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Abb. 8; Histologische und immunhistologische Befunde in Langzeitorgan-

kulturen der Leber.

PAS-Farbungen (A, D) und Immunhistologie: anti-Laminin (B, E) und anti-GST-p (C, F)
von Leberschnitten nach Langzeitkultivierung im SSOC-System.

4 Diskussion

Urspriinglich wurde in dem Perfusionssy-
stem die Viabilitit der Organkultur anhand
des MTT-Reduktionspotentials tiberpriift.
Die Standardisierung des MTT-Tests an-
hand des Proteingehaltes der Leberschnitte
zeigte, daB bis zum dritten Tag ein kon-
stantes Reduktionspotential erhalten
bleibt. Das kénnte daran liegen, dal} fiir
die MTT-Reduktion allgemeine extra-mi-
tochondriale Faktoren verantwortlich sind
(Berridge und Tan, 1993), welche stabile
Eigenschaften, gegebenfalls auch nach
dem Zelltod, besitzen, im Gegensatz zur
Annahme, dall mitochondriale Enzyme
wie die Succinatdehydrogenase fiir die
MTT-Reduktion verantwortlich sind (Fry
etal., 1995). Die erhobenen Befunde wei-
sen darauf hin, daB der MTT-Test eher zur
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Erfassung der Zellzahl als der Viabilitit
geeignet ist.

Die widerspriichlichen Ergebnisse mit
dem MTT-Test fiihrten zur Beurteilung der
Viabilitat anhand der Hormon-induzierten
Genexpression. Im Perfusionssystem wur-
de eine geringfiigige Erhéhung der TAT-
Aktivitdt durch Glukokortikoide erzielt.
Das anschliefend selbstentwickelte Inku-
bationssystem (SSOCS) ermoglicht dage-
gen eine in vive dhnliche TAT-Induktion
durch Glukokortikoide (Sultan et al.,
1996). Mit anderen bekannten TAT-Induk-
toren, wic z.B. cAMP, wurde auch eine
durch Immunoblot nachgewiesene TAT-
Induktion erzielt. Im Vergleich zu den
Untersuchungen von Hart et al. (1983), der
einen Serumzusatz von 50% benutzte, um
eine 1,7 fache TAT-Induktion zu erzielen,
wird im SSOC-System unter serumfreien

Bedingungen eine vierfache Induktion
durch Glukokortikoide erreicht. Es er-
scheint sinnvoll, dieses System fiir weite-
re Untersuchungen von endokrinen oder
auch antihormonellen Regelmechanismen
cinzusetzen.

Zusiitzlich zu der hormonell induzier-
ten Genexpression wurde die Reaktions-
fahigkeit des SSOC-Systems auf Endoto-
xine untersucht. Im Gegensatz zu den
Hepatozyten-Primirkulturen, die eine
Kombination von LPS und Zytokinen
(Cocktail-Mix) benétigen oder aus zuvor
mit LPS behandelten Tieren isoliert wer-
den (de Vera, 1995), um NOS-II induzie-
ren zu kénnen (Morris und Billiar, 1994),
ist es im SSOC-System mdglich, durch
den allemnigen Endotoxinzusatz cine in
vivo-dhnliche Kuskade auszuldsen. Diese
Induktion ist sowohl durch Cycloheximid
als auch durch Dexamethason hemmbar.
Damit ist der Nachweis crbracht, dal} ec
sich einerseits um eine echte Induktion (de
nove Synthese) handelt, und dartiber hin-
aus, daf} diese Induktion durch das Glu-
kokortikoid wie in vive negativ reguliert
werden kann.

Obwohl der Einsatz von Leberschnitten
immer noch vorwiegend auf pharmakolo-
gische Fragestellungen beschrankt wird
und sich in Kurzzeitkulturen als ,.Scree-
ning“*-System bewiihrt hat (Li, 1994; Goet-
hals und Roberfroid, 1995), zeigen die
vorliegenden Resultate die Eignung des
Systems fiir komplexe Langzeituntersu-
chungen in der Grundlagenforschung, wie
z.B. zellbiologische Regelmechanismen.
Die Regulation der Genexpression durch
Steroidhormone, cAMP oder Endotoxin
wurde anhand der neusynthetisierten Pro-
teine nachgewiesen und kann nun in ih-
ren einzelnen Reaktionen spezifisch un-
tersucht werden. Der Einsatz von mole-
kularbiologischen Methoden zum Nach-
weis der beteiligten Komponenten (z.B.
mRNA) der Genexpression wurde bereits
erfolgreich demonstriert (unveroffentlich-
te Ergebnisse).

Die histologische Auswertung der
SSOCS Organkulturen zeigte ein gehiuf-
tes Auftreten von kleinen gallengangsiihn-
lichen Strukturen. Nach zwei Tagen in
Kultur kénnen in den Portalfeldern meh-
rere lumenbildende mehrzellige Struktu-
ren gezeigt werden. Diese auch mitten im
Leberparenchym beobachteten Zellstruk-
turen wurden immunhistologisch mit ei-
nem GST-P Antikorper spezifisch gefirbt.
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Da dieses Protein nur in den Gallengangs-
epithelzellen der normalen Leber nachzu-
weisen ist (Parola et al., 1993) und die
Hiufung dieser Beobachtung einen
Schnittartefakt weitestgehend ausschlieBt,
konnte es sich um eine Neubildung von
Gallengidngen handeln. Zu dieser Neubil-
dung sind nur Leber-Stammzellen fihig,
die sich entweder zu Hepatozyten oder zu
Gallengangszellen entwickeln (Reid et al.,
1988). Eine Aktivierung dieser Stammzel-
len, auch oval cells genannt, eréffnet ein
neues Untersuchungsgebiet fiir dieses Sy-
stemn, da die iiblichen Systeme entweder
Tierversuche in Form von chemisch indu-
zierter Kanzerogenese oder durch Hepat-
ektomie verursachte Leberregeneration
bendtigen (Reid et al., 1988).

Die Abkopplung der Leber vom Zirku-
lationssystem muB in vitro durch das In-
kubationssystem ausgeglichen werden.
Die Trowell-Technik (Trowell, 1959) fiihr-
te zur Etablierung der sog. Luft-Medium
Interphasen Kultur. Eine weiterentwickel-
te Version stellt die Benutzung von Mem-
braneinlagen in Multiwellplatten dar, die
in einem Wasserbad mit Schiittelbewe-
gung untergebracht werden (Dogterom,
1993).

Die kontinuierliche Zu- und Abfuhr von
Medium stellt im Perfusionssystem einen
Vorteil dar, der in allen anderen Systemen,
wie z.B. DOCS (Fischer et al., 1995) oder
das Trowell-System (1959) nicht stattfin-
den kann. Dieser Perfusionsvorgang wur-
de in SSOCS durch die schubweise Um-
spiilung von Medium durch den Ma-
gnetriihrer ersetzt. Gleichzeitig stellt das
iiberschiissige Mediumvolumen ein Reser-
voir dar, iiber das auch wihrend einer 48-
stindigen Inkubation die Organkulturen
stindig mit nahezu unverbrauchtem Me-
dium versorgt werden. Die Bestandteile
von SSOCS sind allgemein erhiltliche
Laborausstattungen und im Falle von Ver-
schleiB kostengiinstig und schnell ersetz-
bar. Die Kosten fiir eine Kultivierungsein-
heit betragen etwa 5 bis 7 DM, die einer
Perfusionskammer etwa 700 DM.

Die Entwicklung von Alternativen zum
Tierversuch richtete sich nach den von
Russell und Burch (1959) geforderten drei
R, Replacement, Reduction und Refine-
ment. Die Validierungsfrage von Alterna-
tivsystemen wurde im urspriinglichen Po-
stulat noch nicht berlicksichtigt, deshalb
wurde von Gad (1994) ein viertes “R*
(Responsibility) zugefiigt: die Verantwor-
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tung des Experimentators, sein System
kritisch zu beurteilen. Die Vielfalt an ein-
setzbaren Viabilitatsparametern kann zu
einer Validierung durch allgemcine Zell-
funktionen fiihren, wodurch die organspe-
zifische Funktionalitit des Systems nicht
charakterisiert wird (Skett et al., 1995;
Blaauboer et al., 1994). Die Verbreitung
neuer Systeme kann aber entscheidend
verbessert werden, wenn komplexere Kri-
terien wie die Genexpression zur Validie-
rung herangezogen werden. Das vierte R
sollte den Experimentator auch veranlas-
sen, einen Vergleich zur Situation in vivo
durchzufiihren. Die Ergebnisse von Sul-
tan et al. (1996) beschreiben den direkten
Vergleich der in vive Reaktion mit der
Langzeitkultur von SSOCS. In vivo wird
nach sechs Stunden eine fiinffache Induk-
tion erreicht, die auch mit den Resultaten
von Chesnokov et al. (1990) iibereinstim-
men. Diese TAT-Induktion kommt der
vierfachen Induktion nach 24 h am zwei-
ten Kultivierungstag am nichsten. Erst
dieser direkte Vergleich relativiert sowohl
die Ergebnisse der Induzierbarkeit am 3.
Tag von SSOCS als auch die gesamten
Resultate im Perfusionssystem, denn eine
zeitliche Verzogerung kann bei dhnlicher
Reaktionsfihigkeit in vifro noch akzeptiert
werden. Mit demin dieser Arbeit entwick-
leten SSOC-System ist es moglich, iiber
eine Zeitspanne von 48 h spezifische Le-
berfunktionen zu untersuchen und in vivo
dhnlich zu modulieren.
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