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Anwendung von Hepatozytenkulturen in der Toxikologie
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Zusammenfassung

Die Bedeutung von Hepatozytenkulturen als alternatives Testsystem in der
experimentellen Toxikologie sowie in der Routine=Sicherheitspriifung von
chemischen Substanzen hat in den letzten Jahren stark an Bedeutung zugenom-
men. Praktische Anwendungsmoglichkeiten fiir die Zytotoxizitatspriifung von
chemischen Substanzen umfassen die Abklarung spezifischer zelluldarer Mechanis—
men der Lebertoxizitdl, die vergleichende Priifung von toxischen Effekten an
Hepatozyten verschiedener Spezies einschliesslich des Menschen, und toxikologi-
sches Screening von strukturanalogen Verbindungen. Im Bereich Genotoxizitit
werden Hepatozytenkulturen erfolgreich zum Nachweis von DNS-Schidigungen
sowie als metabolisches: System fiir in-vitro Genotoxizitatstests verwendel.

Mit diesen Techniken konnen gezielte Einzelinformationen rasch gewonnen
werden, die teilweise denjenigen von in-vivo Versuchen gleichwerlig sind oder
sogar im Tierversuch nicht erreicht werden kénnen (menschliche Hepatozylen).
Fiir eine optimale Beurteilung der Hepatotoxizitat chemischer Substanzen heim
Menschen sollten Hepatozytenkulturen derzeit nur komplementir zum Tierver-
such eingesetzt werden.

Summary: Use of hepatocyte cullures in toxicology

The significance of hepatocyte cultures as an alternative to animal tests in
experimental toxicology and routine safety assessment of drugs and chemicals has
increased during the past years. Practical applications for cytotoxicity testing of
compounds range from the analysis of specific cellular mechanisms of toxicity to
the determination of species differences (including-man) for a given endpoint, and
the screening of structural analogs. Hepatocyte cultures have been successfully
used to assess genotoxicity by demonstrating various types of DNA damage.
They are also used as a metabolic system for different genoloxicily assays. Using

these techniques. specific information can be obtained which may be equivalent
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or even superior (e.g. When using human hepatocytes) lo.the answers provided by
in vivo experiments. However, hepatocyte cultures should only be used as a

complementary method in combination with animal experiments in order to
optimally predict the hepatotoxic potential of drugs and chemicals in man.

L. Einleitung

- Kultivierte Leberparenchymzellen (Hepatozyten) werden schon seit langerer Zeit

als in vitro Modelle eingesetzt, um die komplexen zellbiologischen und
biochemischen Funktionen der Leber besser zu verstehen und die toxischen
Effekte von chemischen Substanzen und .ﬁlrzncimitteln aul hepatozelluldre
Funktionen zu definieren. Auch die chemisch—-pharmazeutische Industrie ist daran
interessiert, vermehrt Hepatozytenkulturen einzusetzen. Dabei stehen neben der
allgemein geforderten und notwendigen Rg:dLiktion von Versuchstieren auch
allgemein bekannte Vorteile von Zellkultursystemen im Vordergrund: genauer
definierte experimentelle Bedingungen und grossere Effizienz beziiglich Zeit und
‘Testsubstanzmengen.

Hepatozyten werden im narkotisierten Tier durch Perfusion der Leber mit einer
kollagenasehaltigen Losung, die die interzellularen Adhédsionen losen, gewonnen,
qn speziell beschichteten Plastik-Kulturschalen ausgesdt und in spezifischen
Kulturmedien geziichtet. Zu testende Substanzen werden zu verschiedenen Zeiten
und in verschiedenen Konzentrationen den Zellkulturmedien zugesetzt. Dabei
konnen chemische Umwandlungsschritte (Metabolismus) von. Substanzen durch
die Leberzellen charakterisiert und das qualitative und quantitative Muster der
in-vitro neugebildeten Metaboliten verfolgt werden (siehe Beitrag von F. Wiebel,
dieses Heft).

In diesem Beitrag sind zwei andere Anwendungsgebiete von Hepatozytenkulturen
in der Toxikologie dargestellt: das Erkennen von potentiell toxischen Effekten auf
die Leberzellstruktur und —funktion (Zylotoxizitat) und aul die Erbsubstanz:
(Genotoxizitat). .
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2. Hepatozylotoxizitat

Zytotoxische Effekte von chemischen Substanzen auf Leberzellen manifestieren
sich nicht nur in irreversiblen morphologischen (ultrastrukturellen) Zellverdn-
derungen, sondern auch in funktionellen Storungen, die nach Absetzen der
Exposition mil lebertoxischen Substanzen reversibel sind. Darunter [allen
qualitative und quantitative Veranderungen leberspezilischer Prozesse, wie z.B.
Storungen der Biosynthese von Albumin oder von Harnstoff, Beeeintrachtigung
der Synthese und Sekretion von Lipoproteinen, und die Hemmung leberspezili-
scher Transportfunktionen (z.B. Aufnahme, transzelluldrer Transport und bilidre
Ausscheidung von Gallenséuren und Bilirubin).. Es konnen auch Effekte von
Substanzen auf intrazellulire Schliissel-Enzyme oder auf Substrate erfasst werden,
mit denen mogliche Zielorganellen (Zellmembran, endoplasmatisches Retikulum,
Mitochondrien, u.a.) als Ort der toxischen Wirkung von Substanzen erkannl
werden konnen. Innerhalb der Palette von verschiedenen Testparametern sind
v.a. diejenigen wertvoll und aussagekriftig, die eine gewisse Korrelation zur
in-vivo Situation zulassen (z.B. erhohte Serumspiegel leberspezifischer Enzyme,
Leberzellverfettung oder Hemmung der Gallensiureausscheidung und des Galle-
flusses).

2.1. Anwendungsgebiete

Aufgrund der definierten Bedingungen von in-vitro Syslemen eignen sich
Primirkulturen von Hepatozyten in der experimentellen Toxikologie vor allem
1. zur Abklirung spezifischer zellularer Mechanismen der Hepatotoxizitét, die am
Ganztier sehr schwierig zu erfassen sind; 2. zum Vergleich der Hepatotoxizifal
von Substanzen in verschiedenen Spezies einschliesslich des Menschen; und 3 fiir
ein rasches und effizientes toxikologisches Screening (Vortesten) von neuen
Substanzen. Eine rasche Information iiber mégliche hepatotoxische Effekte von
neuen, teilweise strukturanalogen chemischen Verbindungen ist besonders wichtig
fiir die Erhohung der Sicherheit neu entwickelter Arzneimittel in der Pharma-
Industrie. Dazu miissen relevante und geeignete Testparameter zur Vergiigung
stehen. Fiir jedes dieser Anwendungsgebiete wird im folgenden ein Beispiel
angefiihrt.
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2.2, Aufklirung hepatotoxischer Wi

Beispiel: Histamin H2-Rezeptor-Antagonisten

Histamin H2-Rezeptor-Antagonisten (z.B. Cimetidin, Ranitidin) werden erfolg-
reich zur Behandlung von Magengeschwiiren eingesetzt. Wahrend der klinischen
Priifung eines weiteren, strukturanalogen H2-Antagonisten (Oxmetidin) in den
USA wurde festgestellt, dass einige Patienten wihrend der Behandlung mit
Oxmetidin erhohte Serum-Transaminasen-Werte aufwiesen, was aul eine
Schédigung der Leberzellen hindeutete. Auf der Suche nach Erklarungsmoglich—
keiten und zur Aufdeckung des zelluldren Mechanismus der Hepatotoxizitat von
Oxmetidin wurden auch Studien in Hepatozytenkulturen durchgefiihrt. Es konnte
dabei gezeigt werden, dass Oxmetidin in-vitro konzentrationsabhingig die
Freisetzung zelluldrer Enzyme (z.B. Laktatdehydrogenase, LDH) ins Kulturme-
dium induziert und die Eiweiss=Synthese hemmt (1). Das Ausmass dieser
Wirkungen von Oxmetidin konnte durch Vorbehandlung der Ratten mit den
Arzneimittelmetabolismus induzierenden Substanzen (z.B. Phenobarbital) nicht
verstirkt werden. Dies weist darauf hin, dass fiir die beobachtete hepatotoxische
Wirkung die Ausgangssubstanz Oxmelidin selbst und nicht seine intrazellulér
gebildeten Metaboliten verantwortlich sind. Weitere Abkldrungen ergaben, dass
Oxmelidin die zellulare Atmung (Sauerstolfverbrauch) beeintrachtigt und die
zelluldren Energiereserven (ATP) vermindert. Der Mechanismus der Oxmetidin—
induzierten Leberzellschadigung scheint also auf einer direkten Schidigung der
inneren Mitochondrienmembran der Hepatozyten zu beruhen (2). Diese Befunde
fihrten schliesslich dazu, dass die weitere Entwicklung von Oxmetidin eingestellt
wurde.

2.3. Speziesunterschiede in der hepatotoxischen Wirkung von Arzneimitteln
Beispiel: Paracetamol
Paracetamol (Acetaminophen) ist ein wirksames und relativ harmloses Schmerz—

mittel, das nur in sehr hohen Dosen zu einer akuten und chronischen Schidigung
der Leber fithrt. Es ist bekannt, dass verschiedene Tierspezies unterschiedlich
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sensitiv aul gleiche Paracetamoldosen pro kg Korpergewicht reagieren und einen
stark unterschiedlichen Grad von Paracetamol-induzierter Lebertoxizitdt aufwei-
sen. Wihrend beispiclsweise der Hamster sehr empfindlich auf Paracetamol
reagiert, sind Ratte, Kaninchen oder Hund relativ resistent. Um nun das geeignete
Modell fiir in-vitro-Toxizitatsstudien von Paracetamol zu finden, und um die
Notwendigkeit von risikoreichen Extrapolationsschritten zu minimieren, wurden
vergleichende Experimente an isolierten Leberzellen verschiedener Spezies, inkl.
des Menschen, durchgefiihrl, Bei diesen Studien (3)(4) wurde eine iiberraschend
gute Uebereinstimmung zwischen den in-vitro Befunden und den bekannten in
vivo Daten gefunden. Leberzellen von Hamster und Maus wurden bei deutlich
geringeren Paracelamolkonzentrationen geschadigt (Freisetzung von Enzymen
aus den Zellen, Zelltod) als Leberzellen von Ratte, Kaninchen oder Hund. Die
Ursache fiir die zellschadigende Wirkung von Paracetamol liegt in der Bildung
von reaktiven Metaboliten. Diese Umwandlung von Paracetamol und die
leberschidigende Wirkung der gebildeten reaktiven Metabolite erfolgt bei allen
Tierspezies qualitativ gleich (4). Wieso aber reagieren dann verschiedene Tierarten
beziiglich Hepatotoxizitdt trotzdem unterschiedlich auf gleiche Paracetamol-
Konzentrationen? Die Ursache dafiir liegt in einer unterschiedlichen Umwand-
lungsrate (=pro Zeiteinheit gebildete Menge von reaktiven Metaboliten), die in
Leberzellen von Hamster und Maus sehr hoch, in jenen von Ratte. Kaninchen
und Hund jedoch viel geringer ist. Menschliche Hepatozyten verhalten sich
gegeniiber Paracetamol wie Rattenhepatozyten (4). Natiirlich muss bei solchen
Studien immer kontrolliert werden, inwieweit die kultivierten Leberzellen von
verschiedenen Tierarten metabolisch noch kompetent sind, d.h. wie weit sie ihre
Fﬁhigk-eilen. lipophile Substanzen umzuwandeln, durch die Zellisolation und

Kulturbedingungen nicht verloren haben.

2.4. Toxikologisches Screening von neuen Arzneimilteln
Beispiel: Psychotrope Substanzen

Psychotrope Substanzen (Neuroleptica, Antidepressiva, u.a.) werden therapeutisch
“sehr hdufig eingesetzl. Bei langerer Anwendung und bei Verabreichung hoher
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Dosen dieser Arzneimittel (v.a. der “ersten Generation") kann es zu verschiedenen
Nebenwirkungen kommen, zu denen auch Stérungen der Leberfunktion zdhlen.
In verschiedenen Studien (5-7) wurde das Zyloloxizitatspotential einer Reihe von
klinisch haufig verwendeten psychotropen Substanzen in Rattenhepatozytenkul-
turen getestet. Dabei wurden die zelluldre Freisetzung zytoplasmatischer Enzyme,
die Albuminproduktion und die Synthese und Sekretion von Lipoproteinen
getestel. Die ultrastrukturelle Zellintegritat wurde licht- und elekironenmikrosko-
pisch beurteill. Von den untersuchten Substanzen' war Chlorpromazin am
starksten hepatotoxisch, wihrend z.B. Molindon, Sulpirid oder Amineptin eine
nur geringe Wirkung hatten. Diese Befunde stimmen gut mit den Klinischen
Erfahrungen tiberein. v

Es wire wiinschenswerl, vermehrt in einem frithen Stadium der Entwicklung
neuer psychotroper Substanzen ein toxikologisches Screening mittels Hepatozy—
tenkulturen einzufithren, insbesondere weil relativ schwache Leberfunk-
lionsstorungen in praklinischen in-vivo Studien nur schwer erfassbar sind. Bei
diesen in-vitro Untersuchungen kann das Hepatotoxizititspotential von bekann-
ten und klinisch etablierten psychotropen®Substanzen mit neuen, strukiurver-
wandten Verbindungen verglichen werden. Stark toxische Verbindungen kénnen
dabei frithzeitig eliminiert und relativ nichi-toxische Substanzen fiir eine
Weiterentwicklung selektioniert werden (8).

3. Genotoxizitat

Je nach Untersuchungsmethode unterscheidet man dabei zwischen Genmuta-
tionen, Chromosomenmutationen und primiren DNS- (Desoxiribonukleinsdure-)
Schidigungen. Alle drei Klassen von Genotoxizitat werden nicht nur als Hinweis
auf eine mogliche Gefahr fiir die Nachkommen angesehen, sondern gelten auch
als Indikator fiir die krebsauslosende Wirkung einer Substanz. Zur Erfassung der
genotoxischen Wirkung werden heute vorwiegend in-vitro Methoden eingesetzL.
Obwohl heute durchaus klar ist, dass nur ein Teil der krebserregenen Substanzen
mit Untersuchungen zur Genoloxizitdt erfasst werden konnen, sind Genotoxizi-
Gdtstests aus der Entwicklung von Medikamenten und anderen chemischen
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Produkten nicht mehr wegzudenken.

Bei der Priifung von Chemikalien im Tierversuch fallt auf, dass ein grosser Teil
der substanzbedingten Tumoren in der Lebef auftreten, Dies ist verstandlich,
wenn man bedenkt, dass viele Substanzen durch metabolische Aktivierung in der
Leber zu reaktiven Zwischenprodukten umgebaut werden. Die teilweise kurzlebi~
gen Zwischenprodukte reagieren dann mit Makromolekiilen ihrer Umgebung.
unter anderem mit dem Erbmaterial DNS. Es wurden deshalb schon vor einigen
Jahren Methoden zur Untersuchung der Genotoxizitat an Leberzellen entwickelt.

»

3.1. Messungen der DNS-Reparatur

Schiden in der DNS-Struktur werden durch verschiedene Enzymsysteme
behoben, wobei meist ein kurzes Stiick des beschadiglen DNS-Stranges abgebaut
und neu synthetisiert wird. Durch Zugabe eines geeigneten Markermolekiils, in
den meisten Fillen 3H-Thymidin, kann die Neusynthese verfolgt und quantifi=
ziert werden. Hepatozyten eignen sich besonders gut [ir derartige Unter-
suchungen, da sie sich in Kultur praktisch nicht teilen. Die in vereinzelten Zellen
zu beobachtende DNS-Replikation lasst sich leicht von der DNS-Reparatur
unterscheiden oder durch spezifische Hemmstoffe unterdriicken.

Fir die routinemissige Priifung von Substanzen hat sich insbesondere die von
Williams (9) entwickelte autoradiographische Messung des Einbaus von Radioak-
tivitit bewihrt. Dabei werden Hepatozyten nach der Isolation in Schalen mit
Deckglischen gegeben und haften sich dort an. Anschliessend wird das Medium
ausgetauscht und mit dem neuen Medium die Testsubstanz und 3H-Thymidin
zugegeben. Nach einigen Stunden Behandlung werden die Zellen fixiert, gefarbt
und mit einem fir Tritium-Zerfall empfindlichen Film bedeckt. Nach einer
Woche wird dieser Film entwickelt und der Einbau von 3H-Thymidin anhand
der Anzahl der Silberkorner auf dem Film gemessen. '

Eine zweite Methode zur Bestimmung der DNS-Reparatur ist die von Althaus
(10) entwickelte Kern-Prozedur. Die Zellen werden dabei nach der Behandlung
aufgebrochen und die DNS der Zellkerne isoliert. Die eingebaute Radioaktivitat
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wird mittels Szintillationsmessung gemessen, Vorteile der letztgenannten Methode
sind der kleinere Zeitaufwand (iir die Durchfithrung des Experiments sowie die
grosse Zah! der analysierten Zellen. Der Hauptnachteil der Kern-Prozedur ist die
Notwendigkeit der Zugabe von Hydroxyharnstoff als Hemmstoff der DNS-
Replikation. Wihrend beim autoradiographischen Verfahren die wenigen DNS-
replizierenden Kerne leicht erkannt und bei der Auswertung weggelassen werden
konnen, wiirde bei der Szintillationsmessung ohne Zugabe von Hydroxyharnstoff
der Einbau wegen der DNS—Replikalioh in unbehandelten Kulturen so hoch, dass
die Methode zu unempfindlich wire. Da Hydroxyharnstoll, der normalerweise
verwendete Replikationshemmstoff, selbst leicht genotoxisch ist (11), konnen sich
in Einzelfillen Interpretationsprobleme ergeben. Die autoradiographische Technik
wurde in einer 218 Verbindungen umfassenden Studie validiert (12) und wird in
vielen Industrielabors routinemissig zur Priffung von Entwicklungspraparaten
verwendet.

3.2. Weitere Methoden zur Messung yon DNS-Schaden

DNS-Schidigung fiihrt meist zu DNS-Strangbriichen, eniweder als direkte Folge
der Substanzeinwirkung oder als Zwischenstufe des Reparaturprozesses. Diese
Briiche lassen sich mittels Zentrifugation im alkalischen Saccharose-Gradienten
oder mittels alkalischer Elution nachweisen, Beide Techniken lassen sich leicht
zur Analyse der DNS von kullivierten Hepalozyten anwenden, wobei die
Empfindlichkeit auf Grund der im Vergleich zu anderen Zelltypen hohen
spontanen Bruchrate nichit sehr gross ist (13).

Da die Genotoxizitat der chemischen Karzinogene auf kovalenter Bindung der
Substanzen an die DNS beruht, bilden sich chemisch stabile Verbindungen
zwischen Nukleotiden und Karzinogen, die sich chemisch oder -immunologisch
nachweisen lassen. Obwohl die meisten derartigen Studien am  Ganztier
durchgefiihrt wurden, zeigten die bisherigen Untersuchungen, dass problemlos
“auch mit Hepatozyten gearbeitel werden kann (13).
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3.3. Hepatozyten als metabolisches System fiir Genotoxizitatstests

Die meisten fiir Genotoxizitits-Untersuchungen verwendeten Zellen verfiigen
iiber kein den Hepatozyten vergleichbares metabolisches System. Die Routineun-
tersuchungen werden deshalb meist mit Zugabe eines S9 genannten Leberhomo-
genats durchgefiihrt. Obwohl damit in den meisten Fillen befriedigende Resultate
erzielt werden, sind doch einige Félle bekannt, wo die Verwendung des
S9-Leberhomogenats falsche Resultate lieferte. So galt die krebsauslosende
Substanz Procarbazin lange Zeil als nur in-vivo genotoxisch. In neueren
Untersuchungen konnte aber gezeigt werden, dass bei Verwendung von
Hepatozyten zur metabolischen Aktivierung Procarbazin sowohl in Bakterien
(14) wie auch in V79 Chinesisch Hamster-Zellen (15) deutlich mutagen ist.

Da Hepatozyten im Gegensatz zum S9-Leberhomogenat auch iiber die in der
Phase II der Biotransformation involvierten Enzymsysteme verfiigen (siehe
Beitrag von F. Wiebel, dieses Helt) und die raumliche Anordnung der Enzyme
noch intakt ist, konnte in einigen Studien bei Verwendung von Hepatozyten eine
bessere Korrelation zwischen Genotoxizitdt und Karzinogenitdt gezeigl werden
als bei Verwendung von S9-Leberhomogenal. In einigen Untersuchungen wurde
sogar eine dem Karzinogenese-Versuch vergleichbare Zell- respektive Gewebs-
spezifitit gefunden: in Mischkulturen von Hepatozyten und Fibroblasten
induzierte das Leberkarzinogen Dimethylnitrosamin hauptsichlich DNS-Repara-
tur in Hepatozyten. Behandlung mit Benz(a)pyren, das zwar Karzinogen ist, aber
keine Lebertumoren induziert, fiihrte hauptsichlich zu DNS-Reparatur in den
Fibroblasten.

3.4. Speziesunlerschiede in der Empfindlichkeit gegeniiber der genotoxischen
Wirkung von Substanzen

Analog den Untersuchungen zur Zytotoxizitat von Paracetamol (vergl.2.3.) wurde
auch die Genotoxizitat dieser Substanz an Hepatozy(en von mehreren Arten
untersucht. Analog den Speziesunterschieden in der Zytotoxizitdl induzierte
Paracetamol eine DNS-Reparatur praktisch nur in den Hepatozyten der Maus,
nicht aber in Leberzellen der Ratte (3).
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3.5. Bedeutung der Resultate von Genotoxizitétstests

Genotoxizitits-Untersuchungen an Hepatozyten werden in Industrielabors
hauptsachlich aus drei verschiedenen Griinden durchgefuhrt:

1) Screening auf mogliche karzinogene Wirkung moglichst frithzeitig in der
Produkteentwicklung. Wenn fiir eine Substanz ein' DNS-schidigendes Potential
gefunden wird, filhrt dies hdufig zum Abbruch der Substanzentwicklung oder es
sind zusitzliche Untersuchungen notwendig, um abzuklaren, inwieweit die
Resultate fiir den Menschen relevant sind.

2) Erfiillung von behdrdlichen Registrierungsauflagen (beispielsweise alle Lander
in Europa und USA) fiir die Zulassung einer Substanz als Heilmittel.

3) Untersuchung von Wirkungsmechanismen.

Wird bei der routinemassigen Untersuchung einer Substanz ein mutagener oder
karzinogener Effekt. gefunden, wird haufig versucht, durch zusatzliche Experi-
mente den Wirkungsmechanismus zu. finden, um die Relevanz der Befunde fiir
den Menschen besser abschitzen zu konnen. Wenn eine Verbindung in mehreren
gut validierten Genoloxizitdtstests, inklusive DNS-Reparatur-Untersuchungen,
keine positiven Resultate liefert, kann mit grosser Sicherheit angenommen
werden, dass fur die Entstehung der Tumoren nicht primédr Erbgutveranderungen
verantwortlich sein konnen. Fiir nicht genotoxische Karzinogene kann héiu[i‘g
gezeigt werden, dass Tumoren nur bei Behandlung mit Dosen, die iiber der
sogenannten Schwellendosis liegen, entstehen konnen. Im Gegensaiz dazu wird
fiir genotoxische Karzinogene im allgemeinen keine derartige Schwellendosis
akzeptiert. Dazu kommt, dass fiir nicht-genotoxische Karzinogene vielfach auch
Speziesspezifitat gefunden wird, das heisst, es kann glaubhaft gezeigt werden, dass
ein Befund, der beispielsweise an der Ratte erhoben wurde, beim Menschen nicht
vorkommen kann. Wenn fiir eine karzinogene Substanz Genotoxizitdl aus-
geschlossen werden kann, ist es deshalb durchaus moglich, dass sie fiir den
Menschen harmlos ist. Genotoxizitats-Untersuchungen helfen in solchen Fallen,
die im Tierversuch erhobenen Befunde zu interpretieren.
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3.6. Entwicklung neuer Methoden

Die Entwicklung von neuen Methoden zur Untersuchung der Genotoxizitit in
Hepatozyten lauft in zwei vollstandig verschiedenen Richtungen:

1) Durch Verbesserung der Kulturmedien wird versucht, Hepatozyten in Kultur
zur DNS-Replikation und Zellteilung zu bringen. Beschrankte Erfolge in dieser
Richtung erlauben es, Schwesterchromatid-Austausch in Kulturen von [risch
isolierten Hepatozyten zu messen (16). Es ist auch gelungen, aus Lebertumoren
Zellinien zu isolieren, die im allgemeinen eine im Vergleich zu normalen
Hepatozyten reduzierte, aber doch beachtliche metabolische Aktivitat haben (17
und Beitrag Wiebel in diesem Heft).

2) Da Hepatozytenkulturen schon seit mehreren Jahren routineméssig zur
Priifung von Chemikalien eingesetzt werden, ist es nicht erstaunlich, dass einige
Substanzen gefunden wurden, deren Genotoxizititsdaten nicht mit den Befunden
aus den Karzinogenese-Studien iibereinstimmen. Durch Behandlung der Tiere mil
den Testsubstanzen und nachfolgender Isolierung und in-vitro Inkubation der
Hepatozyten mit radioaktiven Markern (sogenannte ex-vivo Versuché), kann in
einigen Fallen eine bessere Uebereinstimmung zwischen Karzonogenitit und
Genotoxizitat erziell werden. So wurde fiir das Leberkarzinogen Dinitrotoluol
gezeigt, dass die Substanz in ex-vivo Versuchen DNS-Reparatur induziert und
dass dieser Effekt auf metabolischer Aktivierung durch die Darmflora beruht. Die
negativen Ergebnisse in den Hepatozyten-Kulturen liessen sich mit diesen
Untersuchungen vollstandig erkldaren (18).

4. Schlussfolgerungen und Ausblick

Allgemein hat der Einsatz von in vitro Methoden zur Erfassung von
Genotoxizitdl und Zytotoxizitat dieses Forschungsgebiet innerhalb weniger Jahre
von einem wenig beachteten Spezialgebiel zu einer- der attraktivsten und
dynamischsten Forschungsrichtungen der Toxikologie verwandelt. Im speziellen
nehmen Versuche an Hepatozytenkulturen einen wichtigen Platz bei der
Beurteilung des genotoxischen Potentials von chemischen Substanzen ein.
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Hepatozytenkulturen haben ebenfalls einen immer grosser werdenden Stellenwert
bei der Abklirung hepatotoxischer Wirkmechanismen und bei einem Speziesver—

gleich einschliesslich des Menschen, sowie bei einem schnellen toxikologischen
Screening strukturverwandter Substanzen.

Einschrankend ist zwar zu sagen, dass primére Hepatozytenkulturen Fremd-
substanzen nicht immer im gleichen Ausmass metabolisieren und ausscheiden
konnen, wie es im Tier der Fall ist. Je besser es in der Zukunft gelingen wird, die
Aktivitit metabolisch wichtiger Enzyme durch Verbesserung der Kulturbe—
dingungen zu erhalten; desto besser werden die in-vitro Resultate mit den
Ergebnissen von Studien am Tier iibereinstimmen. Ebenfalls wird in Zukunft
vermehrt versucht werden, Hepatozyten in Kultur zur Zellteilung und damit zur
Zellvermehrung zu bringen. Dies erweitert die Anwendungsmoglichkeiten zur
Untersuchung hepatotoxischer und genotoxischer Effekte und trégt auch dazu bei,
die Zahl der Spendertiere zu reduzieren. Wenn auch in letzter Zeit Fortschrittte in
dieser Richtung erzielt worden sind, ist an eine routinemassige Anwendung dieser
Methoden derzeit noch nicht zu denken. Schliesslich wird auch versucht, durch
sich standig verbessernde Tiefgefrier-Methoden eine Reduktion des Tierver-
brauchs zu erzielen. Wihrend bei Arbeiten mit tierischen Hepatozyten die
Nachteile der Verwendung von eingefrorenen Hepatozyten fiir die meisten
Anwendungsgebiete noch liberwiegen, ist fir die Untersuchungen an mensch-
lichen Hepatozyten ein Einfrieren oft nicht zu umgehen.

Die Moglichkeit, Wirkmechanismen toxischer Effekie direkt an menschlichen
Hepatozytenkulturen zu studieren, erlaubt Informationen zu erarbeiten, die nicht
durch Tierversuche gewonnen werden konnen. Trotz dieser und anderer Voteile
von Hepatozytenkulturen werden aber Kkultivierte Hepatozyten vor allem
komplementdr zum Tierversuch eingeselzt werden miissen, um Aussagen lber
mogliche leberschadigende Wirkungen von chemischen Substanzen am Men-
schen optimal zu gestalten.
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