REFINE

r‘m

by
<5

c3

Freisetzung eines Botenstoffes der Entziindung
(TNF-0) aus Lebermakrophagen in Perfusions-

Zellkultur

Thomas Hartung, Stephan Hermening, Achim Sauer und Albrecht

Wendel

Biochemische Pharmakologie, Universitit Konstanz

Zusammenfassung

Tumor Nekrose Faktor-o ist ein zentraler Botenstoff der
Entziindung, d.h. das Protein wird von Zellen des
Immunsystemes bei Infektionen, Verletzungen oder
Autoimmunerkrankungen freigesetzt und unterhdlt bzw.
verstirkt den Entziindungsvorgang. Die Messung solcher
Botenstoffe im Versuchstier bei experimentellen Schidi-
gungen ist eine Methode, um die Wirksamkeit von
moglichen Pharmaka zu testen. Versuche, alternative
Modelle der Freisetzung solcher Botenstoffe aus Zellkul-
turen zu verwenden, sind dadurch limitiert, daf3 erhebli-
che Unterschiede im Zeitverlauf der Bildung zwischen
Versuchstier und der Kultur bestehen.

Es wird die These aufgestellt, daf3 dies im wesentlichen
auf die fehlende Elimination der einmal freigesetzten
Botenstoffe zuriickzufiihren ist. Untersucht wurde das
Modell der Bakterienendotoxin-induzierten Freisetzung
von Tumor-Nekrose-Faktor-o aus Lebermakrophagen
der Ratte. Die bekannte Diskrepanz zwischen der
Freisetzung in vivo, hier der Ratte im Endotoxin-Schock,
und der Produktion unter iiblichen Kulturbedingungen
aus den wichtigsten Produzenten, den Kupfferzellen der
Ratte, wurde gezeigt. Durch Ubergang von der stati-
schen Inkubation zur Perfusionszellkultur wurde eine
Elimination in dem Modell erzeugt, d.h. ein stéiindiger
Ersatz des Zelliiberstandes durch frisches Medium.
Tatséichlich ergab die Modellierung einer Elimination in
der Zellkultur durch kontinuierliche Perfusion einen der
in-vivo-Situation ihnlichen Verlauf der Freisetzung des
Mediators. Damit erlaubt die Perfusionskultur eine
Anndiherung an die in vivo Situation, die die Relevanz
der Zellkultur fiir die Testung von pharmakologischen
Wirkstoffen erhiht.

1 Einleitung

Die heutige Entziindungsforschung
konzentriert sich auf die Bildung
korpereigener Mediatoren als Ver-
mittler und Verstidrker der durch
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Verletzung, Infektion oder Autoim-
munerkrankungen ausgelosten Pri-
mirschidigung (Gallin et al., 1992).
Ein zentraler Ansatz zum Studium
der Bildung dieser Botenstoffe be-
steht in einer experimentellen Scha-

Summary: The formation of a mediator of inflammation
(TNF-) by rat liver macrophages in perfusion culture

Tumor necrosis factor-o (TNF-a) represents a central
distal mediator of inflammation. It is a protein released
upon infections, traumatic lesions or autoimmune
disorders from immunocompetent cells and thus main-
tains or enhances the inflammatory reaction.The deter-
mination of such mediators in experimentally challenged
animals is a mean for testing the efficacy of putative
drugs. Alternative attempts for the assessment of media-
tor release from cell cultures are limited by profound
differences in the time course of mediator release in
vitro.

We checked the hypothesis that these kinetic differences
are due to the lack of elimination of mediators formed
and released in vitro. We used the release of TNF-o
from liver macrophage cultures stimulated with the
bacterial cell wall component endotoxin as a model. The
discrepancy between the in vivo release of the cytokine
during endotoxic shock in the rat and the in vitro release
from Kupffer cells was confirmed. By using a continuous
open perfusion system instead of a static culture, the
simulation of an elimination resulted in a mediator
release that closely resembled the kinetics seen in vivo.
Perfusion cultures appear to be suitable for relevant in
vitro screening models in drug development and testing.

Keywords: endotoxin, Kupffer cells, cytokines, kinetics,
in vitro pharmacology

digung des Versuchstieres und an-
schlieBender Messung der Freiset-
zung von Mediatoren (Neugebauer et
al., 1993; Beutler, 1993). Aufgrund
seiner Komplexitit ist das Netzwerk
aus Zytokinen, Lipidmediatoren und
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vielen anderen Mediatoren noch
weitgehend unverstanden. Als re-
duktionistischer Ansatz sind dabei
Zellkulturexperimente hilfreich, in
denen die Bildung solcher Substan-
zen z.B. auf bakterielle Stimuli hin
durch Leukozyten untersucht werden
kann. Gegeniiber dem Tierversuch
haben diese in vitro Methoden je-
doch auch Nachteile. Sowohl die
Stimuli als auch die daraufhin freige-
setzten Mediatoren sind dauerhaft in
der Zellkultur priisent und wirken
weiter auf die Leukozyten, wihrend
sie im Versuchstier einer stindigen
Elimination unterliegen und nur kurz
thre Wirkung entfalten kdnnen. Die
Pharmakologie kennt den erhebli-
chen Unterschied zwischen einer
kurzzeitigen Gabe (Bolus) und der
Dauerinfusion von Wirkstoffen. Tat-
sdchlich unterscheidet sich auch die
Mediatorbildung in vitro deutlich
von der in vivo:

¢ Durch die dauerhafte Anwesenheit
eines Stimulus kommt es im allge-
meinen zu groferen freigesetzten
Mediatormengen pro Zelle.

= Statt einem schnell erreichten Ma-
ximum (,.peak’) im Versuchstier
findet man in vitro meist eine
langfristige Produktion, dic oft
erst durch das Absterben der Leu-
kozyten in der Kultur endet.

= Die Palette freigesetzter Mediato-
ren in vitro ist meist breiter, da
jedes Zellprodukt riickwirken und
seinerseits weitere Faktoren frei-
setzen kann.

Aus diesen Griinden kann die Zell-
kulltur heute den Tierversuch zum
Studium der Bildung von Botenstof-
fen der Entziindung und ihrer Modu-
lation durch pharmakologische Mal3-
nahmen nicht ersetzen.

Der Einsatz der Perfusionszellkul-
tur stellt eine Moglichkeit dar, eine
Angleichung an die in vivo Situation
vorzunehmen. Seit wenigen Jahren
ist ein Zellkultursystem standardi-
siert verfiigbar (Minusheet-Technik),
das die Kultur von belicbigen Zellen
im DurchfluBl erméglicht. Anders als
unter den tiblichen statischen Kultur-
bedingungen fiihrt hier die kontinu-
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ierliche Entfernung aller freigesetz-
ten Zellprodukte aus der Kultur zu
Verhiltnissen, die eher der in vivo
Situation entsprechen. Der Vorteil
dieser Kulturmethode fiir die Mor-
phologie von Zellen ist vielfach be-
legt (Minuth et al., 1992; Aigner et
al.,, 1994: Gebhardt et al., 1979;
Jauregui et al., 1994; Farghali et al.,
1994).

Aus den genannten Uberlegungen
heraus wurde deshalb diese Technik
auf eine stimulierbare Leistung der
Zellen, ndmlich die Freisetzung von

Entziindungsmediatoren, angewen-
det.
Die Erwartungshaltung besteht

darin, durch eine Anndherung der
Bedingungen der in vitro Freisetzung
von Entziindungsmediatoren an die
in vivo Situation einen erheblichen
Teil dieser Phinomene in vitro stu-
dierbar zu machen. Gerade die tier-
experimentellen Modelle der Ent-
ziindungsforschung sind fiir Ver-
suchstiere sehr belastend. Die auf
dem Weg der Perfusionskultur er-
wartete Aufwertung der Zellkultur-
methodik soll hier einen teilweisen
Ubergang zu in vitro Methoden er-
moglichen, und damit eine Voraus-
wahl von Wirkstoffen in der phar-
makologischen Forschung bereits
vor dem Tierversuch moglich ma-
chen.

2 Problemstellung und Auswahl
von TNF-o als MeBparameter

Als Modell wurde die Endotoxin-
induzierbare Freisetzung von Tumor
Nekrose Faktor-oo (TNF-or) aus Le-
bermakrophagen (Kupffersche Zel-
len) der Ratte gewihlt (siehe Foto
Titelseite): Endotoxine sind der
Hauptzellwandbestandteil — gramne-
gativer Bakterien. Endotoxine sind
Lipopolysaccharide (LPS) der dufle-
ren Zellmembran. LPS ist ein zentra-
ler Ausloser der Akut-Phase-Reakti-
on und fiihrt zur Aktivierung korper-
eigener Funktionen (Komplement-,
Gerinnungs- und Kininsystem). Es
stimuliert Monozyten und Makro-
phagen zur Freisetzung endogener
Pyrogene (Interleukin I, Interleukin

D
e
6, TNF-or), die eine Fieberreaktion
vermitteln. Hohe LPS-Dosen ldsen
im Versuchstier durch eine Uberakti-
vierung des unspezifischen Immun-
systems den Endotoxin-Schock aus,
der ein weit verbreiteter Tierversuch
ist. Dabei handelt es sich um eine
Ganzkorper-Entzlindungsreaktion,
die die grundlegende Symptomatik
des Septischen Schocks beim Patien-
ten widerspiegelt.

Durch die experimentelle Auslo-
sung dieses Schadens werden Ma-
krophagen aktiviert, denen als Zellen
der unspezifischen Abwehr eine
Schliisselrolle zukommt. Kupfferzel-
len der Leber stellen mit 80% die
grofite Population aller seBhaften
Makrophagen im Organismus (La-
skin, 1990) und machen 30% der
nichtparenchymalen Zellen (NPC) in
der Leber aus. Die Lebermakropha-
gen bilden eine protektive Barriere
fiir die systemische Zirkulation, in-
dem sie potentielle Noxen (Endoto-
xine, Mikroorganismen, Immunkom-
plexe, Tumorzellen) beseitigen, die
die Leber {iber das Pfortaderblut
erreichen. Nach Stimulation sezer-
nieren Kupfferzellen eine Reihe bio-
aktiver Mediatoren, zum einen von
der Arachidonsdure abstammende
Lipidmediatoren  (Prostaglandine,
Leukotriene), zum anderen Zytokine
(Interleukin 1,Interleukin 6,Interleu-
kin 12, TNF-o). Diese Faktoren sind
wichtige Regulatoren der Immunant-
wort.

TNF-o ist einer der zentralen Me-
diatoren der Entzlindung. Er ist ein
Polypeptid mit einem Molekularge-
wicht von 17 kD und wird haupt-
séichlich von Monozyten und Makro-
phagen, aber auch von T-Lymphozy-
ten, Neutrophilen und NK-Zellen ge-
bildet (Tracy et al, 1989). Eine
Reihe von Effekten von LPS lassen
sich durch die Gabe von TNF simu-
lieren (Beutler et al., 1985a; Tiegs et
al., 1989) und durch Antikdrper ge-
gen TNF-o. hemmen (Beutler et al.,
1985b; Tiegs et al., 1990). Gerade im
Modell des Endotoxin-Schocks wur-
de die zentrale Rolle von TNF als
terminalem Mediator wiederholt ge-
zeigt.
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3 Versuchstiere, Material und
Methoden

3.1 Versuchstiere

Fiir die Experimente wurden ménnli-
che Fischer-Ratten (F344, Charles
River, Sulzfelden) mit einem Ge-
wicht von 200-300 g verwendet. Die
Haltung erfolgte in der Tierfor-
schungsanlage Konstanz fiir minde-
stens eine Woche. Die Tiere hatten
freien Zugang zu Futter und Wasser
und wurden unter natiirlichen Licht-
verhiiltnissen  (12h  Tag/Nacht-
Rhythmus, 100 Lux) bei 55% Luft-
feuchtigkeit gehalten.

3.2 TNF-Freisetzung in Endoto-
xin-behandelten Ratten in vivo
LPS (von Salmonella abortus equi,
Sigma, Deisenhofen) wurde in PBS
gelost und den Ratten iiber die
Schwanzvene i.v. injiziert (50mg/
kg). Nach verschiedenen Zeiten wur-
de den Tieren Schwanzblut durch
Inzision zur Bestimmung von TNF
abgenommen. In dem Versuch wur-
den zwei Gruppen von je drei Tieren
verwendet, denen abwechselnd Se-
rumproben entnommen wurden.

Es handelt sich bei diesem Ver-
- such um ein mehrere Jahre zuriick-
liegendes, nicht publiziertes Experi-
ment. Zu diesem Zeitpunkt war ein
Ratten-TNF-Elisa noch nicht verfiig-
bar, deshalb erfolgte die Messung
seinerzeit im Bioassay. Es wurde auf
eine Wiederholung verzichtet, da ei-
nerseits eine gute Korrelation von
Bioassay und ELISA bei den in vitro
Experimenten bestand und anderer-
seits der Vergleich der Kinetik keine
quantitativen Werte erfordert.

3.3 Kupfferzellpriparation

Die Priparation der Rattenleberzel-
len wurde nach der Methode von
Seglen (1976), modifiziert nach Har-
tung (1991), durchgefiihrt. Die Leber
wurde dabei in zwei Schritten erst
mit EGTA-haltiger Salzlosung und
dann mit einer Kollagenase-Losung
rezirkulierend perfundiert. Die nach
Ausschiitteln gewonnene Primérzell-
suspension wurde mittels Gaze (100
pm PorengroBe, Eckert, Waldkirch/
Brsg.) grob gereinigt, und die ver-
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schiedenen Zellpopulationen wurden
durch Differentialzentrifugation ge-
trennt. Die nichtparenchymalen Zel-
len (NPC) wurden durch Zentrifuga-
tion (100 g, 3 min) von den Hepato-
zyten getrennt. Um die Zellen von
Zelldebris zu trennen, schlossen sich
vier Zentrifugationsschritte (400 g, 7
min.) an. Fiir die Versuche wurden
NPC mit einer Vitalitit >95% (Try-
pan-Blau-Ausschluss)  verwendet.
Die Zellen wurden bei 37°C, 20% O,
und 5% CO, kultiviert.

3.4 Kollagenbeschichtung des
Trigermaterials

Minuthsheets (Minucells and Minu-
tissue, Bad Abbach) wurden mit
Glasdeckgldschen bestiickt (Abb.1a)
und 10 Minuten in 70% Ethanol
gelegt. Nach Uberfiihren der Sheets
in Greiner-24well-Kulturplatten
folgten zwei Waschschritte mit steri-
lem PBS (jeweils 10 Minuten schiit-

a) Aufbau eines Minusheet

b) Perfusionskultur in der Minuthkammer unter
einfachen experimentellen Bedingungen
(Peristaltikpumpe, Heizplatte)

Abbildung 1: Zusammensetzen der Zell-
Trager ,Minusheets" (a) und Aufbau der
Perfusionszellkultur (b)

Die Abbildung zeigt das Zusammenset-
zen eines Zellkulturtragers (Minusheet):
Es wurden Deckglaschen von 13 mm
Durchmesser verwendet, die spater mit
Kollagen beschichtet wurden. Die
Ratten-Lebermakrophagen wurden auf
die Trager aufgebracht, nach Adhérenz
in eine Medium-geflllte Perfusionskam-
mer Uberfuhrt und unter kontinuierlicher
Durchspulung perfundiert.

teln). Nach dem Waschen wurden
die Vertiefungen mit 500 ul Kolla-
gen (0,2 mg/ml Kollagen in 0,1%
Essigsdure) gefiillt und fiir minde-
stens zwei Tage bei 37°C ruhen
gelassen. Die Sheets wurden an-
schliefend einmal mit EDTA-halti-
ger HANKS-Salzlosung und dreimal
mit reiner HANKS-Salzlosung ge-
spiilt (pro Waschgang zwei Minuten
schiitteln). Bis zur endgiiltigen Ver-
wendung lieen sich die Minuths-
heets lichtgeschiitzt bei 4°C lagern.

3.5 Inkubation der Kupfferzellen
In die Vertiefungen einer 24well-
Kulturplatte kamen jeweils ein Mi-
nuthsheet und 500 pl Zellsuspension
mit 2:10° NPC/ml. Die Zellen wur-
den iiber Nacht vorkultiviert und
anschlieBend in bereits mit vorge-
wirmtem Medium (HEPES-geput-
fert, 37°C) gefiillte Minuth-Kam-
mern (Minucells and Minutissue, Bad
Abbach) iiberfithrt (pro Kammer 6
Sheets, Abb.1b). Die Perfusion erfolg-
te durch eine Mehrkanalschlauchpum-
pe (Peristaltikpumpe IPC-8, Ismatec
Laboratoriumstechnik, Wertheim-
Mohnfeld). Die Perfusionsgeschwin-
digkeit betrug 5 ml/h. Alle 30 min
wurden Aliquots entnommen und bis
zur Messung bei —70°C weggefroren.
Parallel wurden entsprechend mit Zel-
len besiedelte Minusheets in eine neue
24well-Kulturplatte mit 500ul Medi-
um Uberfiihrt (statische Kulturbedin-
gungen).

3.6 TNF-Bestimmung

Die TNF-Bestimmung erfolgte ent-
weder im kommerziellen Ratten-
TNF-ELISA (Biosource, Laboserv,
Marburg) oder im TNF-Bioassay.
Dieser wurde mit der TNF-sensitiven
Fibrosarkom-Zellinie WEHI 164
Klon 13 nach der Methode von
Espevik und Nissen-Meyer (1986)
durchgefiihrt. Als Standard diente
hier rekombinantes Maus-TNF-o.,
ein Geschenk von Dr. A. Adolf,
Bender & Co., Wien. Die Spezifitiit
der Messung wurde mit einem kreuz-
reagierenden Schaf-anti-Maus-TNF-
o-Antiserum gezeigt. Das Antiserum
wurde durch Immunisierung eines
Schafes in der Tierforschungsanlage
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der Universitit Konstanz gewonnen.
Es zeigte bisher keine Kreuzreaktio-
nen mit 6 getesteten anderen Maus-
zytokinen, aber mit TNF-o. von Ratte
und Mensch.

4 Ergebnisse

4.1 TNF-Freisetzung in vivo

Wird Versuchstieren LPS intraperi-
toneal verabreicht, entwickeln sie ein
systemisches Entziindungssyndrom
mit einem nachfolgenden Multior-
ganversagen. In einem solchen En-
dotoxin-Schock-Versuch in der Ratte
wurde der zeitliche Verlauf der Frei-
setzung des zentralen pro-inflamma-
torischen Mediators TNF-o. durch
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Messung im Bioassay aus Serumpro-
ben gezeigt (Abb.2a). In Analogie zu
publizierten Befunden im Mausmo-
dell (Wendel, 1990) kam es zu einer
rasch einsetzenden Freisetzung des
Zytokins innerhalb der ersten Stunde
nach LPS-Injektion mit einem Maxi-
mum bei 90 min. Nach vier Stunden
war bereits kein TNF mehr in der
Zirkulation nachweisbar.

4.2 TNF-Freisetzung in vitro bei
statischer Zellkultur

Unter einer statischen Zellkultur sei-
en Zellen auf herkdmmlichen Gewe-
bekulturplatten im Brutschrank ver-
standen. In der statischen Kultur
erfolgte ein einmaliger kompletter
Medienwechsel zu Beginn der Inku-
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Abbildung 2: LPS-induzierte TNF-Freisetzung in verschiedenen Entziindungsmodel-

len

Vergleich der in vivo Kinetik mit der Freisetzung aus statischer bzw. Perfusions-

Zellkultur

a) Zwei Gruppen von je 3 Ratten wurden mit 50 mg/kg LPS intraperitoneal injiziert und

aus Bluproben TNF im Bioassay gemessen

b) In drei unabhdngigen Zellpraparationen wurden fir jeden angegebenen Inkubati-
onszeitpunkt je drei Zellirager in Anwesenheit von 10 pg/ml LPS im Brutschrank
inkubiert. TNF wurde im ELISA gemessen. Ohne LPS wurden nur minimale TNF-
Mengen spontan freigesetzt. Kontrollinkubationen, bei denen die Zellen direkt auf die
Plastikplatte statt auf den Zellirager adhérieren konnten, zeigten eine entsprechende

TNF-Bildung.

c) In denselben drei unabhéngigen Zelipréparationen wurden je sechs Zelltrager mit
Kupfferzellen mit 5 mi/h bei einem LPS-Gehalt des Mediums von 10 pug/ml perfundiert.
Die TNF-Messung aus dem Eluat erfolgte im Ratten-TNF-ELISA. Parallele Perfusio-
nen ohne LPS-Zusatz zum Medium enthielten nur geringe TNF-Konzentrationen.

d) Die Daten aus 2b wurden durch eine Kurvenanpassung in ein Polynom 3. Grades
Uberfiihrt. Dargestellt ist die erste Ableitung, d.h. die Produktion von TNF pro Zeitinter-

vall.
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bation. Die Inkubation von Ratten-
Kupfferzellen in Gegenwart von 10
lg/ml LPS fiihrte ebenso wie in vivo
zu einer zeitabhiingigen Bildung von
TNF-o, die im Bioassay oder im
ELISA (Abb.2b) gemessen werden
konnte. Bei dieser statischen Kultur
wurde ein kontinuierlicher Anstieg
der TNF-Freisetzung bis ca 4-5 h
nach Stimulation in Anwesenheit
von 10 pg/ml LPS gemessen. Es kam
dann zur Ausbildung eines Plateaus,
das erst langfristig innerhalb von 24h
auf die Hilfte des maximalen TNF-
Spiegels abfiel. Dies scheint weniger
auf eine Aufnahme durch die
Kupfferzellen als vielmehr auf eine
Instabilitit des Proteins bei 37°C
zuriickzufithren zu sein, denn auch
rekombinantes Maus-TNF verlor sei-
ne Bioaktivitit bei Inkubation im
Brutschrank in der Abwesenheit von
Zellen in etwa diesem MaBe (Daten
nicht gezeigt). Am Ende einer sol-
chen Inkubation waren die Kupffer-
zellen, gemessen am Trypanblau-
AusschluBl, vital. Die Freisetzung
von TNF endete also nicht durch ein
Absterben der produzierenden Zel-
len, sondern durch spezifische Regu-
lation. Es ist daraus zu folgern, daB
bei herkommlicher Zellkultur wohl
eine Freisetzung von TNF durch
LPS, aber keine spezifische Elimina-
tion modelliert werden kann.

4.3 Etablierung der Perfusions-
kultur von Kupfferzellen

Die Perfusion von Zellkulturen fiihrt
zu einer kontinuierlichen Eliminati-
on von Produkten des Zellstotfwech-
sels, im speziellen Fall hier von
TNFE-o. Zunichst wurden die Bedin-
gungen der Perfusionszellkultur be-
ziiglich Konstanz des pH und der
Temperatur optimiert. Die Tempera-
tur wurde iber die Temperaturein-
stellung der Wiarmeplatte (Medax,
Kiel), auf die die Perfusionskammer
gestellt wurde, reguliert. Die Tempe-
raturmessung zur Einstellung erfolg-
te direkt in der Minuthkammer (Di-
gitalthermometer GTH 1150, Grei-
singer Electronic). Das Perfusions-
medium wurde im Brutschrank bei
20% O, und 5% CO, dquilibriert. Die
cigentliche Perfusion erfolgte auBer-
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halb des Brutschranks, d.h. unter
Umgebungsluft mit niedrigerem
CO,-Gehalt. Unter diesen Bedingun-
gen erwies sich dieser in statischen
Systemen eingesetzte Bicarbonat-
Puffer als unzureichend, der pH ver-
schob sich in den alkalischen Be-
reich (pH 8,4) durch Entweichen von
CO, aus dem an sich geschlossenen
Perfusionssystem. Durch den Einsatz
von HEPES gepufferten RPMI 1640
Medium (Biochrom) konnte der pH
iiber den erforderlichen Zeitraum
von sechs Stunden bei pH 7,4 kon-
stant gehalten werden.

Das Kammervolumen betrug ca. 3
ml. Die Perfusionsgeschwindigkeit
wurde auf 5 ml/h festgesetzt, um
eine ausreichende Durchspiilung und
den damit verbundenen Stoffaus-
tausch zu gewihrleisten. Sie darf
gleichzeitig nicht zu grofi gewiihlt
werden, damit die zu messenden
Botenstoffe (hier TNF) nicht zu stark
verdiinnt werden und sich damit der
Messung entziehen.

4.4 TNF-Freisetzung aus Kupffer-
zellen in Perfusionszellkulturen
Um die LPS-induzierte TNF-Freiset-
zung aus Kupfferzellen unter in vivo
dhnlichen Voraussetzungen zu stu-
dieren, wurden die Zellen kontinu-
ierlich mit frischem Medium perfun-
diert und das sezernierte TNF konti-
nuierlich aus den Kulturen entfernt.
Es wurden die Kinetiken der LPS-
induzierten TNF-Freisetzung in Per-
fusionskultur und statischer Zellkul-
tur iiber einen Zeitraum von 6 Stun-
den verglichen. LPS war iiber den
gesamten Versuchszeitraum dem
Medium zugesetzt, d.h. auch das
kontinuierlich eingespiilte [rische
Medium enthielt 10 pg/ml LPS.

In den perfundierten Zellkulturen
kam es nach einer anfinglichen Er-
hohung der TNF-Freisetzung mit ei-
nem Maximum bei zwei Stunden zu
einer Reduktion, und die TNF-Frei-
setzung fiel nach sechs Stunden auf
den Kontrollwert ab (Abb. 2c¢). Da-
mit kommt die Kinetik der TNF-
Freisetzung cher den in vivo Verhiilt-
nissen nahe als dem unter statischen

Bedingungen in vitro erhaltenen
Verlauf.
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5 Diskussion

Schwerpunkt der Entziindungsfor-
schung der letzten 20 Jahre war die
Untersuchung von sogenannten Me-
diatoren, d.h. korpereigenen Signal-
stoffen, die den Entziindungsvor-
gang steuern. Nachdem zunichst die
Eicosanoide (Thromboxan, Leu-
kotriene, Prostacyclin und die Pros-
taglandine) im Zentrum des Interes-
ses standen, sind es heute vor allem
Proteine wie die Zytokine (Interleu-
kine, Interferone, TNF-o,, Wachs-
tumsfaktoren). Das Gebiet hat sich
jedoch extrem diversifiziert; insge-
samt sind iiber 100 Substanzen heute
Gegenstand der Forschung (darunter
reaktiver Sauerstoff, Stickoxid, Pro-
teasen, Plittchen-aktivierender-Fak-
tor, Komplementfaktoren, etc.).
Praktisch jeder dieser Mediatoren
wird als moglicher pharmakologi-
scher Eingriffspunkt mit entspre-
chenden Synthese-Inhibitoren, Ant-
agonisten oder Agonisten diskutiert
und untersucht. Der Zugang ist dabei
im wesentlichen tierexperimentell,
d.h. eine dem klinischen Bild dhneln-
de Schidigung wird dem Versuchs-
tier beigebracht und die Bildung
dieser Botenstoffe wird studiert (Bei-
spiele fiir TNF: Ha et al., 1983,
1987; Kiener et al., 1988; Fong et al.,
1989: Ertel et al., 1991; Smith et al.,
1993). Danach werden die Testsub-
stanzen im Tierversuch sowohl auf
die Hemmung der Mediatorbildung/-
wirkung als auch auf das Endergeb-
nis des Tierversuchs hin untersucht
(Schwellung, Entziindung, Letalitit,
etc.; Beispiele fiir TNF: Badger et
al., 1989; Schade et al., 1989; Har-
tung et al., 1992).

Im allgemeinen sind die Zellen, die
den jeweiligen Mediator im Patien-
ten oder im Versuchstier bilden,
bekannt. Dennoch kann man wegen
einiger grundlegender Schwierigkei-
ten wie dem Fehlen einer Eliminati-
on nur ndherungsweise die Freiset-
zung in vitro studieren. Die Ergeb-
nisse in Zellkultur unterscheiden sich
nach Menge, Kinetik und Muster der
freigesetzten Mediatoren erheblich
vom Versuchtier. Hier wurde am
Beispiel von TNF gezeigt, dal sich

tatséichlich die Freisetzung im Ver-
suchstier (Abb.2a) und aus den fiir
die Produktion hauptsiichlich verant-
wortlichen Kupfferzellen der Leber
wesentlich unterscheidet. Ein ober-
flachlicher Vergleich zeigt, daR der
héchste Spiegel (peak) in vitro erst
mehrere Stunden spiiter beobachtet
wird. In vivo unterliegt TNF jedoch
einer raschen Elimination: Im Nage-
tier wurden Eliminationshalbwert-
zeiten von 11 bis 27 Minuten gemes-
sen (Waage, 1987; Flick et al,
1985). Es wurde die These verfolgt,
daB sich die Unterschiede zwischen
der Kinetik der TNF-Bildung in vivo
und in vitro nicht auf eine Insuffizi-
enz der Zellkultur, sondern lediglich
auf den Mangel einer Elimination
zuriickfiithren 1d6t. Dazu wurde eine
kontinuierliche Elimination des ge-
messenen TNF durch Perfusion der
Kultur in dem Modell erzeugt. Die
gewiihlte willkiirliche Eliminations-
halbwertzeit (Flufl 5 ml/h bei 3 ml
Kammervolumen) betrug 36 min.
Bereits diese grobe Anniherung an
die Situation im Tier fiihrte zu einer
Kinetik, die derjenigen im Versuchs-
tier weitgehend &dhnelt. Bei der Wahl
der FluBrate handelt es sich um einen
Kompromil3 aus den in vivo beob-
achtbaren Eliminationsraten und der
unvermeidbaren Verdiinnung des zu
messenden TNE. Die grofite Streu-
ung der TNF-Messung in Perfusions-
kultur verglichen mit der statischen
Kultur hingt u.a. damit zusammen,
dal bereits an der Nachweisgrenze
des ELISAs gearbeitet werden mul3-
te. Das Maximum der TNF-Produk-
tion lag hier bei 2 h, wihrend es im
Versuchstier bei 1.5 h lag. Der ver-
bleibende Unterschied konnte auf die
geringere Temperatur (37°C  im
Brutschrank im Vergleich zu 40-
42°C in der Ratte) zuriickzufiihren
sein.

Diese Anniherung an die in vivo
Verhiltnisse ist kaum durch die Be-
seitigung autokrin  stimulierender
Faktoren der Kupfferzellen erklir-
bar, sondern resultiert wahrschein-
lich aus den unterschiedlichen Ver-
fahren der Probengewinnung: In der
herkdmmlichen statischen Kultur ak-
kumuliert das gebildete TNF: Es

21



HARTUNG ET AL.

REFINE

wird deshalb zu jedem Zeitpunkt
nicht die aktuelle Produktion, son-
dern das Integral der bisherigen Bil-
dung gemessen. Um dies zu veran-
schaulichen, wurde in Abb. 2d eine
Kurvenanpassung fiir die TNF-Bil-
dung unter statischen Kulturbedin-
gungen vorgenommen (Polynom 3.
Grades). Dargestellt ist die entspre-
chende erste Ableitung, die die je-
weilige Neuproduktion pro Zeitinter-
vall darstellt. Auch auf diese Weise
erhiilt man eine Produktion, die der
in vivo Situation angenihert ist. Al-
lerdings liegt das Maximum der Pro-
duktion jetzt erst bei 3 h. Ob dies auf
eine unphysiologische Riickwirkung
gebildeter, stimulierender Produkte
(wie TNF selbst) zuriickzufiihren ist,
bleibt zu kldren.

Die Ergebnisse zeigen aber, daB
beziiglich der TNF-Freisetzung zwi-
schen beiden Zellkultursystemen tat-
siichlich nur geringe Unterschiede
bestehen. Auch die pro Zelle freige-
setzte TNF-Menge unterschied sich
nicht signifikant. Beziiglich der be-
obachteten Kinetik wurden beim
Vergleich zu in vivo jedoch bisher
sprichwértlich . Apfel und Birnen*
verglichen. Die Perfusionszellkultur
enthilt jedoch die Komponente der
ansonsten fehlenden Elimination, die
bei solchen Botenstoffen, die einer
stirkeren autokrinen Regulation un-
terliegen, einen noch deutlicheren
Einflup auf ihre Kinetik haben sollte.
Hinzu kommt im Vergleich zum
Tierversuch, daB3 der Stimulus LPS
bei den Zellkultursystemen stindig
prasent war, wihrend er in vivo einer
raschen Elimination unterliegt. Im
Gegensatz zur statischen Kultur liee
sich dies jedoch in der Perfusions-
kultur ebenfalls modellieren.

Erweiterte Anwendungen der Me-
thodik ergeben sich bei der Untersu-
chung von pharmakologischen Inhi-
bitoren: Hier kann neben der Dauer-
infusion des Wirkstoffes erstmals
auch die Bolus-Gabe, d.h. einmalige
Verabreichung des Wirkstoffes ent-
sprechend z.B. einer Injektion im
Versuchstier, in Zellkultur model-
liert werden.

Die Vorteile der Perfusionskultur
bei Dauerkultivierung von Zellen
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beziiglich der Morphologie und Dif-
ferenzierung der Zellen ist vielfach
gezeigt (Minuth et al., 1992; Aigner
et al., 1994; Gebhardt et al., 1979;
Jauregui et al., 1994; Farghali et al.,
1994). Hier wurden nun erstmals in
Kurzzeitkulturen Effekte der Perfusi-
onskultur studiert. Mit der dadurch
erreichten Anniherung an die in vivo
Verhiltnisse wird eine wichtige Dis-
krepanz zwischen Ergebnissen aus
Tierversuchen und aus Zellkulturen
abgebaut. Diese war bisher ein we-
sentlicher Grund dafiir, da3 die Ent-
ziindungsforschung fast ausschlief3-
lich auf Tierversuchen basierte.
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