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Zusammenfassung

Ein alternatives Testverfahren zum Ersatz von Tierversuchen
sollte die spezifischen mikrophysiologischen Anforderungen der
Zellen bedienen und auf eine multiparametrische funktionelle
Signalerfassung angelegt sein. Dafiir bietet sich ein Testsystem
an, dessen Kernelemente biokompatible elektronische Sensor-
chips sind. Es ist mit einer Einrichtung fiir Mediumperfusion
gekoppelt, die es erlaubt, die Zugabe von Niihrstaffen und Test-
substanzen und die Abfithrung des Kulturmediums zu kontrol-
lieren. Die Chips sind mit Sensoren ausgestaitet, mit denen
grundlegende metabolische und membranassoziierte Verdn-
derungen an lebenden Zellen kontinuierlich erfasst werden:
pH-ISFETs fiir extrazelluldre Ansduerung, amperometrische
0:-Sensoren fiir den Sauerstoffverbrauch, und IDES fiir die
elektrische Impedanz des Zellverbandes. Versuche mit LS174T-
Kolonkarzinom-Zellen in Kultur zeigen die metabolischen und
elektrischen Veriinderungen bet Inkubation mit Cytochalasin B
und Chloracetaldehyd. Es gibt verschiedene Signalmuster die
auf unterschiedliche Wirkmechanismen der Testsubstanzen hin-
weisen. Mit diesem Testsystem ist es moglich, die Wirkung un-
bekannter Substanzen und Gemische nachzuweisen und diese
iiber lingere Zeit an einer Zellprobe zu verfolgen.

Summary: Chips instead of mice: Cells on bioelectronic sensor-
chips as an alternative to animal experiments

An alternative assay for replacing animal experiments should
serve the specific microphysiological needs of the cells and
be endowed with multiparametric signal monitoring. These
requirements are provided by a test system in which the key
elements are biocompatible electronic sensor-chips. It is also
connected to a medium perfusion set-up, which allows to con-
trol the supply of nutrients and test compounds, and the removal
of culture medium. The chips are equipped with sensors that
continuously monitor basic metabolic parameters and
membrane-associated changes of living cells: pH-ISFETs for
extracellular acidification, amperometric Oz-sensors for oxygen
consumption, and IDES for electrical impedance of the cell
layer. Experiments with LS174T colon carcinoma cells in cul-
ture show the metabolic and electrical changes upon incubation
with Cytochalasin B and chloroacetaldehyde. The signal
patterns vary and indicate different mechanisms of action for
these test compounds. With this test system it is possible to
detect effects of unknown substances and mixtures, and to
analyse the cellular probe for prolonged times.
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Organismus im gewissen Umfang nach-

1 Einleitung und Fragestellung

Der Nachweis biologischer Effekte von
Wirkstoffen an lebenden Zellen und
Organismen ist elementarer Bestandteil
von pharmazeutischen Screening-Ver-
fahren, der toxikologischen und prikli-
nischen Testung sowie von Chemosensi-
tivitdtstests in der Klinik. Insbesondere
Versuche an Tieren bieten ein breites
Spektrum an Informationen zur Wirkung
der Testsubstanz, da im Organismus die
Mikroumgebung der Zellen und die
Wechselwirkung mit unterschiedlichen

Zellsystemen beriicksichtigt wird. Im
Tierversuch kommen zudem systemische
Wirkungen eines Medikaments oder to-
xischen Agens zum Tragen, wie sie in der
Zellkultur nur unzureichend nachvoll-
zogen werden konnen. Allerdings sind
die spezifischen (mikro-)physiologi-
schen Bedingungen, die zur Wirkung
beitragen, naturgemil schwieriger zu
erkennen und zu Kkontrollieren, und die
Anzahl der Tiere in einem Versuch bleibt
beschriinkt. Bei der Suche nach adidqua-
ten Alternativen besteht daher das Prob-
lem, physiologische Parameter eines

zuahmen. Ein zentraler Aspekt dabei ist
die Wahl und Aussagekraft der gewihlten
biologischen Testsysteme, wobei die
Relevanz der Modellorganismen, die
Anzahl der in einem Ansatz bendtigten
Organismen und die damit verbundenen
Kosten entscheidende Faktoren sind. Der
Einsatz von Zellkulturen macht eine fast
unbeschrinkte Zahl an Testansitzen
moglich, und das Spektrum an kontrol-
lierbaren Bedingungen bleibt iiber-
schaubar. Jedoch bleibt die erhaltene
Information beschrinkt auf die spezifi-
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schen Charakteristika des jeweiligen
Zelltyps. Zudem wird in der Regel nur
ein biologischer Parameter als Indikator
fiir die biologische Wirkung untersucht,
und das Testverfahren erfordert die irre-
versible Schidigung bzw. den Tod der
Zellen.

Trotz der Vielzahl an mikrophysiolo-
gischen Einfliissen, die auf Zellen ein-
wirken und dort je nach Zelltyp spezi-
fische Reaktionen hervorrufen, gibt es
einige grundlegende Prozesse, mit denen
alle Zellen reagieren: Verdnderungen in
der Zellmembran mit dem assoziierten
Zytoskelett und Anpassungen des Ener-
giestoffwechsels (Abb. 1).

Jedes extrazelluldre Signal wirkt sich
auf die Zellmembran aus und veridndert
dort deren elektrische Eigenschaften. Dies
ist einerseits bedingt durch Anderungen
im Membranpotenzial, z.B. aufgrund von
gedffneten Ionenkanilen. Andererseits
treten morphologische Veridnderungen
ein, bedingt durch Umordnung von
Zytoskelettelementen, von Zell-Zell- und/
oder von Zell-Matrix-Kontakten, welche
die passiven elektrischen Eigenschaften
des Zellverbandes bestimmen (Abb. 1).
Diese Eigenschaften konnen mittels

Zell-Zell-
Kontakte

Zell-Matrix-
Adhasion

Impedanzmessungen in Zellkultur erfasst
werden.

Zwischen dem anfinglichen Signal und
der Expression der Funktion passen die
Zellen ihren Energiemetabolismus an die
biochemischen Erfordernisse an. Das
heit z.B., dass mehr ATP fiir Phospho-
rylisierungsreaktionen bendtigt wird, dass
anabolische Prozesse wie die Synthese
neuer Proteine oder die DNS-Synthese
angekurbelt werden, oder auch dass be-
stimmte biochemische Prozesse durch
physiologische oder toxische Inhibitoren
gedrosselt werden. Fiir die ATP-Produk-
tion spielen zwei miteinander vernetzte
Stoffwechselwege eine zentrale Rolle: die
Glykolyse und die Atmungskette. Der
Energiemetabolismus fiihrt zum Aus-
scheiden von Séuren; deshalb bedingt
eine Erhéhung des ATP-Bedarfes der
Zelle zwangslidufig die voriibergehende
oder auch eine anhaltende Anséduerung
des extrazelluldren Mikromilieus. Daneben
ist der Sauerstoffverbrauch ein weiterer
metabolischer Marker, der u.a. die Akti-
vitit der Mitochondrien widerspiegelt.
Mit diesen beiden Parametern, ApH und
ApOa, konnen also wichtige Informa-
tionen iiber die Reaktivitit der Zellen

Zytoskelett,
membranassoziierte
Funktionen

Sdureextrusion,
Grundmetabolismus

O,-Verbrauch,
mitochondriale Aktivitédt

| lonentransport ‘

extrazeliuldre matrix

Abb. 1: Darstellung grundlegender metabolischer und extrazellulérer Signale, die von
elektrischen Sensoren in unmittelbarer Umgebung der Zellen erfasst

werden kdnnen.

(1) Die Extrusion von lonen, inshesondere von Sauren, bedingen die Anséduerung des
Mediums, die mit ISFETs gemessen wird. (2) Die Zellatmung, die vorwiegend in den
Mitochondrien stattfindet, flhrt zum Entzug von Sauerstoff aus dem Medium. (3)
Verschiedene membranassoziierte Faktoren, wie die Ausstattung mit unterschiedlichen
Zell-Zellkontakt-Strukturen, die Adhasion an extrazelluldre Matrix sowie die Morphologie
der Zellen, die durch die Organisation des Zytoskeletts bestimmt wird, tragen dazu

bei, dass sich Zellverbande wie elektrische Isolatoren verhalten. Diese werden durch den
Wechselstromwiderstand (Impedanz) charakterisiert.
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sowie Riick-schliisse auf die Wirkung
von Hormonen und Wachstumsfaktoren,
Pharmaka und Zytostatika, sowie anderen
Modulatoren zellulirer Funktionen er-
halten werden. Fiir diese metabolischen
Parameter gibt es Mikrosensoren, mit
denen an kultivierten Zellen Verinde-
rungen in der Anséu-erungs- und O»-Ver-
brauchsrate gemessen werden konnen.
Die Erfassung der Dynamik des Ener-
giestoffwechsels kann damit grund-
legende und funktionelle Informationen
iiber die Vitalitidt der Zellen liefern, ohne
dass ein detailliertes Wissen {iiber die
Signalwege erforderlich wire (Wolf et
al., 1998c).

Systemanalytisch betrachtet stellen
multizelluldre Verbinde, wie sie in Ge-
weben und im Organismus vorliegen,
komplexe dynamische Mikrosysteme dar,
deren Funktionalitiit konsequenterweise
mit dynamisch arbeitenden Testsystemen
charakterisiert werden sollte. Diese Be-
trachtung fiihrte zu Entwicklungen multi-
parametrischer bioelektronischer Testsys-
teme, die parallel sowohl metabolische als
auch membranassoziierte Parameter an
lebenden Zellen erfassen (Ehret et al.,
2001; Wolf et al., 1998b). Eine wichtige
Voraussetzung dabei ist der Einsatz eines
Zellkultursystems, das einerseits die Kul-
turbedingungen fiir die spezifischen
Bediirfnisse der Zelle (Medium, Wachs-
tumsmatrix, pH, pO:) gewihrleistet und
andererseits die Ausgangssignale der
Zellen kontinuierlich und quasi in
Echtzeit erfassen lisst. Ein Perfusionssys-
tem, das fiir eine steuerbare Zu- und Ab-
fuhr des Kulturmediums sorgt, ist dabei
ein wichtiger Bestandteil zur Anpassung
an mikrophysiologische Bedingungen. Es
erlaubt zudem die Zugabe und das Ent-
fernen von Testsubstanzen mit dem Kul-
turmedium, ohne die Kultur zu stbren
oder die Messung zu unterbrechen. Mit
diesem Testverfahren ist eine funktionelle
Analyse der biologischen Wirkung von
Wirkstoffen an lebenden Zellen und
Zellverbinden liber lingere Zeitriiume
moglich. Die folgenden Untersuchungen
an Tumorzellkulturen sollen demonst-
rieren, wie mit Hilfe von multipara-
metrischen Sensorchips der Verlauf meta-
bolischer und morphologischer Prozesse
bei Einwirkung von verschiedenen Test-
substanzen analysiert werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkulturen

Die humane Kolonkarzinom Zelllinie
LS174T wird seit vielen Jahren in un-
serem Labor verwendet; sie wird rou-
tinemiBig in Dulbecco’s MEM mit 10%
FCS (Seromed, Biochrom, D-Berlin)
kultiviert. Histologische DNA-Firbung
mit Bisbenzimid zeigt die Zellen frei von
Mykoplasmen. Medium, Biochemikalien
sowie die Testsubstanzen Cytochalasin B
und Chloracetaldehyd wurden von Sig-
ma (D-Taufkirchen) bezogen. Stamm-
losungen wurden von Cytochalasin B in
Dimethylsulfoxid (DMSO) und von
Chloracetaldehyd in H>O hergestellt.

2.2 Sensorchip-Testverfahren
Das zentrale Bauelement des Mess-
standes besteht aus sechs Modulen mit je
einer Zellkulturkammer und einem inte-
grierten Siliziumchip, der mit planaren
Sensoren belegt ist (Herstellung: Micro-
nas, D-Freiburg). Bei den Sensoren han-
delt es sich um fiinf pH-empfindliche io-
nensensitive Feldeffekttransistoren (pH-
ISFETs), einer amperometrischen Struk-
tur fiir O,-Messung und interdigitale
Elektrodenstrukturen (IDES) fiir die
Impedanzmessung (Abb. 2A).

Fiir Versuche mit elektronischen Sili-
ziumchips wurden die Zellen direkt auf
die Chips gegeben und etwa zwei Tage im
CO;-begasten Inkubator bei 37°C kul-
tiviert. Danach wurden diese Chips in das
Messgeriit eingesetzt und mit einem Flu-
idiksystem verbunden, welches die Zellen
mit Nihrmedien und Wirkstofflésungen
versorgt. Die Zufuhr des Kulturmediums
ist computergesteuert; die Pumprate be-
trug hier 150 pl/min. Um Verdnderungen
im Medium detektieren zu kénnen, wurde
die Zufuhr in einem regelméBigen Rhyth-
mus fiir 3 min angeschaltet (Fliess-Phase)
und 7 min abgeschaltet (Stop-Phase). Da
die hohe Pufferkapazitit des Mediums
pH-Verinderungen unterdriickt, wurde
Medium ohne Bikarbonat- und HEPES-
Puffer verwendet. Vor dem Ende der Ver-
suchszeit werden die Zellen mit 0,1% Tri-
ton-X-100 permeabilisiert bzw. abgetotet,
um ein Basissignal fiir die Messbedingun-
gen zu erhalten. Ein Auswertungspro-
gramm berechnet die Steigung der pH-
und pO;-Verdnderungen wihrend der
Stop-Phase. Weitere Details des Testver-
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fahrens sind beschrieben in Brischwein et
al. (2003).

2.3 ATP-Bestimmung

Zellen wurden in Mikrotiterplatten unter
standardmiBigen Kulturbedingungen bis
zur Konfluenz kultiviert. Diese Kulturen
erhielten in parallelen Ansitzen Testsub-
stanzen und wurden bei 37°C flir die
angegebenen Zeiten weiter inkubiert.
Nach der Zelllyse wurde der ATP-Gehalt
mit einem ATP-Bioluminez-Testver-
fahren nach der Vorschrift des Herstellers
(Packard, PerkinEmer Life Sciences,
D-Rodgau-Jiigesheim) bestimmt. Das
Testprinzip beruht auf der ATP-ver-
brauchenden Reaktion von Luziferin mit
0, zu Oxyluziferin unter Abgabe von
Licht bei 560 nm.

2.4 Bestimmung der Zellzahl

Vor der Zugabe von Testsubstanzen in den
angegebenen Konzentrationen wurden die
Zellen in 24-Well Platten bis zur Semi-
konfluenz kultiviert. Die weitere Inkuba-
tionszeit betrug dann 24 Stunden. Um
Probleme der Zellverklumpung und
unkontrollierten Zellschidigung bei der
Suspendierung mit der standardmifBigen
Trypsin/EDTA-Losung zu umgehen,
wurde von den Zellen eine Kernsuspen-
sion hergestellt. Dazu wurden die Zellen

&

mit hypotonem Puffer bei Raumtem-
peratur etwa 15 min behandelt und dann
mit einer Benzalkoniumchlorid-Losung
lysiert (Otto et al., 1991). Die suspen-
dierten Kerne wurden mit einem elektro-
nischen Zellzihlgerit (Casy, Schirfe Sys-
tem) ausgezihlt und nach ihrer GroBen-
verteilung analysiert.

3 Ergebnisse

Die etablierte Zelllinie eines humanen
Kolonkarzinoms, 1.S174T, diente bisher
als ein Modellsystem fiir multi-
parametrische Analysen der Zellvitalitét.
Trotz ihrer malignen Eigenschaften
zeigen die Zellen bei Konfluenz Epithel
dhnliche Morphologie und wachsen auf
den Sensorchips zu einem Monolayer.
Das Anwachsen und die Vermehrung der
Zellen kann mit Hilfe der Impedanzmes-
sung verfolgt werden, wie es sich anhand
der Kapazitits- und Widerstandsmessun-
gen zeigt. Die mit elektrischen Sensoren
gemessenen metabolischen Parameter,
d.h. extrazelluldre Ansduerung und O;-
Verbrauch, weisen dann eine steigende
Aktivitat auf (Wolf et al., 1998a).

Um die Wirkung eines toxischen Agens
zu untersuchen wurde Cytochalasin B
eingesetzt. Von diesem Wirkstoff ist

| A
| Sensoren:
e L= = O,Sensor
Zglilzx;lltur‘_ = = ISFET (fur pH)
LR T ™ ¢ IDES (Membran-
eigenschaften)
B Zellkultur

Abb. 2: Darstellung (A) eines Siliziumchips und (B) einer Einfassung des Chips fiir

die Zell- und Gewebekultur.
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bekannt, dass er zur Depolymerisierung
von Aktinfilamenten fiihrt und die
Glukoseaufnahme von Zellen hemmt
(Mizel and Wilson, 1972). Die Zugabe
von Cytochalasin B zu Kulturen von
LS174T-Zellen bewirkte sehr rasche
Verdnderungen in den Messparametern
(Abb. 3): Die Ansiduerungsrate fiel ab, was
sich mit der gedrosselten Glykolyse-
Aktivitdt aufgrund der reduzierten
Glukoseaufnahme erklédren ldsst. Gleich-
zeitig stieg der Sauverstoffverbrauch stark
an. Es wire zu vermuten, dass dies mit
einer erhohten mitochondrialen Aktivitit
zur kompensatorischen Produktion von
ATP zu erkldren ist.

Um diese elektro-sensorischen Messun-
gen mit einem biochemischen Testver-
fahren zu vergleichen, wurde der ATP-
Gehalt der Zellen zu den verschiedenen
Einwirkzeiten bestimmt (Abb. 4A). Zu
erwarten wire, dass der erhdhte O,-Ver-
brauch einen erhohten mitochondrialen
Stoffwechsel widerspiegelt, der fiir Erhal-
tung des ATP-Gehaltes sorgt. Tatsiichlich
wurde aber beobachtet, dass der ATP-
Spiegel zundchst um bis zu 30% absank,

>
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um nach etwa 3 Stunden wieder anzu-
steigen, ohne innerhalb der néchsten 20
Stunden das Ausgangsniveau zu er-
reichen. Diese Divergenz konnte in der
Entkopplung des mitochondrialen Elek-
tronenflusses von der ATP-Synthese be-
griindet liegen. Die Zellzihlung nach 24
Stunden zeigte, dass die Zellzahl der mit
Cytochalasin B behandelten Kulturen,
wie zu erwarten, nicht zugenommen hatte
(Abb. 4B); dabei nahm der Anteil an
vergroBerten Zellkernen aufgrund der
Mitosehemmung zu. Ein Zellsterben
wurde zu diesem Zeitpunkt noch nicht
beobachtet. Wie diese verschiedenen
Testverfahren belegen, blieben diese
Zellen metabolisch aktiv.

Wenn Cytochalasin B nach einer
zweistiindigen Wirkzeit aus der Kultur
entfernt wurde, kehrten die Messpara-
meter rasch zu den Ausgangswerten zu-
riick (Abb. 5A): Die Ansduerungsrate stieg
wieder an, der O,-Verbrauch fiel zuniichst
unter das Ausgangsniveau. Dieser Ver-
such zeigt auBerdem, wie sich gleichzei-
tig die Impedanzwerte der Zellen verin-
derten (Abb. 5B). Der durch Cytochalasin

B bedingte Anstieg des kapazitiven
Widerstandes ging nach dem Entfernen
des Agens ebenfalls wieder zuriick. Diese
Verdnderungen lassen sich mit dem Ab-
und Aufbau der Aktinfilamente und der
damit voriibergehenden Abrundung der
Zellen erkldren. Aus diesem Versuch ist zu
erkennen, dass die Ansduerungsrate und
der O»-Verbrauch sowie Verdnderungen in
der Morphologie der Zellen empfindliche
Indikatoren fiir die unmittelbare Wirkung
von Cytochalasin B sind. AuBerdem ist
dieser Versuch ein Beispiel dafiir, dass die
Zugabe und die Entfernung des Wirk-
stoffes ohne Storungen an der Zellkultur
und in der Messung vollzogen werden
kann.

Von Testsubstanzen mit anderen Wirk-
mechanismen ist auch ein anderes
metabolisches Muster der Zellen zu er-
warten. Als weiterer Wirkstoff wurde
Chloracetaldehyd, ein aktiver Metabolit
der onkologischen Chemotherapeutika
Ifosfamid und Cyclophosamid, gewihit.
Seine Wirkung wird in der Regel mit der
Alkylierung der DNS erklirt (Singer,
1996). Bei Zugabe zur Zellkultur bewir-
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Abb. 3: Verlauf der mikrosensorischen Messungen an
L3174T Zellen vor und nach Zugabe von 1 uM Cytochalasin
B (Linie). (A) extrazelluldre Ansduerung (Messung zweier
paralleler ISFETs: A, A) und (B) Oz-Verbrauch.
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Konzentration [ug/mi]

Abb. 4: Veranderungen im ATP-Gehalt (A) und der Zellzahl (B)
von LS174T-Zellen nach Zugabe von Cytochalasin B.

(A) Bestimmung des ATP-Gehaltes in Kulturansatzen nach
verschiedenen Inkubationszeiten mit [1 pM] Cytochalasin B.

Cytochalasin B.

Angegeben ist die relative Veranderung im ATP-Gehalt gegeniber
unbehandelten Zellen. (B) Bestimmung der Zellzahl nach
Inkubation fir 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an
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kte diese Substanz rasche Veréinderungen
zunichst im O,-Verbrauch, der rasch ab-
fiel (Abb. 6). Dies diirfte ein Hinweis auf
die Beeintriichtigung mitochondrialer
Funktionen sein.

Mit etwas Verzdgerung fiel auch die
Ansduerungsaktivitit ab, wihrend der ka-
pazitive Widerstand bis zu einem Plateau
ansteigt. Die Bestimmung des ATP-
Gehaltes ergab einen voriibergehenden
Anstieg um bis zu 45% nach 2-3 Stunden
(Abb. 7A). Dieses Ergebnis war aufgrund
des raschen Abfalls des O,-Verbrauchs
iiberraschend. Danach jedoch fiel auch
der ATP-Spiegel kontinuierlich ab. Zell-
zihlungen ergaben, dass nach 24 Stunden
fast keine lebenden Zellen in der Kultur
verbliecben (Abb. 7B), was die zytoto-
xische Wirkung des Chloracetaldehyds
bestitigt. Wurde Chloracetaldehyd jedoch
nach einer fiinfstiindigen Wirkzeit aus
der Kultur entfernt, zeigte sich zweierlei:
die Ansduerungsrate blieb auf dem
niedrigeren Niveau, wihrend der O;-Ver-
brauch wieder anstieg (Henning et al.,
2001). Wie zu erwarten, bewirkt also
Chloracetaldehyd ein anderes Muster an
metabolischen Verdnderungen als Cy-

tochalasin B. Somit zeigen diese multi-
parametrischen Messungen, dass die
unterschiedliche Wirkweise von Testsub-
stanzen auf Zellen metabolisch charakte-
risiert werden kann. Das ist gerade bei
ungeniigenden Kenntnissen des Wirk-
mechanismus ein wichtiger Aspekt.

4 Diskussion

Wie die Ergebnisse zeigen, erlaubt der
Einsatz der multiparametrischen Sensor-
chips die gleichzeitige Erfassung meta-
bolischer und membranassoziierter Pa-
rameter in derselben Zellprobe. Das
Signalmuster gibt die Verdnderungen tiber
einen kontinuierlichen Zeitraum — hier
etwa 24 Stunden — wieder. In weiteren
Versuchen wurden die
Signale bereits bis zu A
fiinf Tagen verfolgt.
Der Verlauf der Verdn-
derungen in der extra-
zelluldren Ansduerung,
des O,-Verbrauchs und
der Impedanz geben
differenzierte Informa-

15

Anséduerungsrate
(relative Werte)

&

tionen iiber die Eigenschaften der Zellen
und die Wirkung der Testsubstanz.

Die Versorgung der Zellen mit Kul-
turmedium mittels eines programmier-
baren Perfusionssystems ermoglicht eine
Anndherung an verschiedene mikro-
physiologische Bedingungen. Uber das
Kulturmedium konnen verschiedene ex-
trazelluldre Parameter wie pH, Nihrstoff-
zusammensetzung und -konzentration
und mit einer Hypoxickammer der pO:
eingestellt werden, um verschiedene zel-
lulire Bediirfnisse zu erfiillen oder patho-
logische Zustinde zu simulieren. Die Her-
stellung von bzw. Anniherung an eine fiir
den Zelltyp charakteristische Mikroum-
gebung ist eine elementare Voraussetzung
dafiir, dass Testsubstanzen eine in vivo
dhnliche Wirkung entfalten kénnen.
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Abb. 5: Verlauf der mikrosensorischen Messungen an LS174T
Zellen bei voriibergehender Zugabe von 1 uM Cytochalasin B
(Balken). (A) extrazelluldre Ansduerung (&) und Oz-Verbrauch (o);
(B) Impedanz.
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Abb. 6: Verlauf der mikrosensorischen Messungen an LS174T
Zellen bei Zugabe von Chloracetaldehyd [50 pM]

(bei 0 Stunden). (A) extrazelluldre Anséduerung; (B) O2-Verbrauch;
(C) Impedanz. In (A) und (B) sind Messkurven von zwei Ansétzen
dargestelit.
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Es wird oft argumentiert, dass die Mes-
sung solcher globaler Parameter keine
Riickschliisse auf den Wirkmechanismus
zuldsst. In der Tat muss die Frage nach
den spezifischen biochemischen Wirk-
mechanismen naturgeméss mit erganzen-
den Methoden abgekliart werden. Am
Beispiel von Cytochalasin B und Chlor-
acetaldehyd, zwei Substanzen, fiir die
Wirkmechanismen beschrieben sind, zeigt
sich jedoch, dass neue Aspekte zu deren
Wirkung gewonnen werden konnten (Otto
et al., 2003). Bei Cytochalasin B ldsst sich
die reduzierte Ansiduerungsrate mit der
gedrosselten Glykolyse und die Impe-
danzinderung mit dem Abrunden der
Zellen begriinden, doch der starke Anstieg
im O;-Verbrauch war unerwartet und
bedarf noch der Abkldrung. Der gleich-
zeitige Abfall im ATP-Spiegel konnte auf

brauch nicht aufgrund der bekannten
DNA-alkylierenden Wirkung vorher-
sagen. Vielmehr deuteten bereits {riihere
Untersuchungen mit Elektronenverlust-
spektroskopie (EELS) darauf hin, dass
Chloracetaldehyd sich nicht nur im Kern,
sondern auch in den Mitochondrien an-
reichert (Wolf et al., 1996). Dazu passt,
dass der oxidative Fettbau, der in Mito-
chondrien stattfindet, durch Chlor-
acetaldehyd gehemmt wird (Visarius et
al., 1999). Andererseits stieg der ATP-
Spiegel vorriibergehend an (Abb. 7), was
sich zunéchst und am einfachsten mit der
Hemmung im ATP-Verbrauch erkliren
lasst. In anderen Zellsystemen tritt dieser
Effekt im Zusammenhang mit der Induk-
tion der Apoptose auf (Sanchez-Alcazar et
al.,, 1997). Auch wenn die hier zugrunde
liegenden Prozesse

globaler zelluldrer Vitalitatsparameter
bereits zu erkennen, ob Zellen auf Wirk-
stoffe reagieren. Das fiihrt zu einem
wichtigen Aspekt des Testverfahrens: Es
kann zum funktionellen Nachweis noch
unbekannter Stoffe und Stoffgemische
eingesetzt werden.

Neben dieser wirkmechanistischen
Analyse ist das Testsystem fiir den paral-
lelen Einsatz und somit direkten Vergleich
verschiedener Zell- und Gewebekulturen
geeignet. Die kontinuierliche Perfusion
der Zellen mit Kulturmedium bildet die
realen mikrophysiologischen Bedingun-
gen besser ab als die ,klassische” Zell-
kultur und ermoglicht Langzeitkulturen,
besonders fiir langsam proliferierende
Zellen. Damit kann die Messung auch
Wirkungen mit verdnderlichen zeitlichen

eine Entkopplung der Elektronenkette von  im  Metabolismus
der ATP-Synthese in den Mitochondrien  weiterer Unter- Zellkulturflache Sensoren:
hinweisen. Bei Chloracetaldehyd dagegen  suchungen bediirfen, —+ (DES (Membxaneigen-
lisst sich der rasche Abfall im O-Ver-  so gibt die Erfassung I schaften)
A | —~* O,-Sensor
mikroskopierbare ™+ Temperatursensor
Zone * ISFET (fir pH)
A 1,51
I._.\
e
22 g0l -\ -
5= Mg Zusatzliche
‘1" g Mikrosensoren
EE o5
<3 .
0,0 L : . - . .
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Inkubationszeit [h]
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Abb. 7: Veranderungen im ATP-Gehalt (A) und der Zellzahl (B)

von LS174T-Zellen nach Zugabe von Chloracetaldehyd.

(A) Bestimmung des ATP-Gehaltes in Kulturansétzen nach

verschiedenen Inkubationszeiten mit [50 uM] Chloracetaldehyd.
Angegeben ist die relative Veranderung im ATP-Gehalt gegentiber
unbehandelten Zellen. (B) Bestimmung der Zellzahl nach
Inkubation fiir 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an

Chloracetaldehyd.
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Abb. 8: Darstellung (A) eines Glashybrid-Chips und (B) sein
Einsatz in einer Doppel-Kulturkammer zur Anwendung in
Verbindung mit optischen Analytikverfahren.

Die Abbildung (C) zeigt das Foto einer praktischen Ausfiihrung

des Chip-Systems auf dem Tisch eines Inversmikroskops.
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Abldufen verfolgen, die sonst bei End-
punktmessungen nur durch aufwindige
parallele Versuchsansitze erfasst werden
kénnen. Dies ist von besonderer Be-
deutung in einem Versuchsprotokoll, bei
dem die Wirkung einer Testsubstanz auf
Kulturen unterschiedlicher Zelltypen und
Wachstumsraten getestet werden soll. Ein
solches Protokoll wire geeignet, um ana-
log zum intakten Organismus die Sensi-
tivitit auch solcher Zellen zu testen, die
eine zentrale metabolische Rolle spielen
(z.B. Leberzellen) und die nicht zu den
eigentlichen Targetzellen gehéren. Des
Weiteren besteht mit dem Perfusions-
system die Moglichkeit, die Testsubstanz
analog zur in vivo Situation graduell zu
entfernen, um die Nachhaltigkeit der
‘Wirkung zu verfolgen. Ein Beispiel dafiir
ist der Versuch in Abbildung 5.

Eine weitere Entwicklung des Sensor-
chips-Testverfahrens fiir die Zellkultur
beruht auf Glas-Hybrid-Chips (Abb. 8).
Diese besitzen die gleiche Funktionalitit
wie die Siliziumchips, sind aber zusitz-
lich hochauflosend optisch zuginglich.
Somit konnen zusétzlich morphologische
Verdnderungen an einzelnen Zellen oder
Zellverbanden wihrend der Messung mit
der Kamera dokumentiert werden. Der
Einsatz von biokompatiblen Farbstoffen
erweitert die Messparameter um die
Moglichkeit (zumindest fiir eine be-
grenzte Zeit), gleichzeitig die Dynamik
intrazelluldrer Prozesse zu verfolgen.

Das Potenzial der hier vorgestellten
Testverfahren ist somit angesiedelt zwi-
schen der ,traditionellen” Zell- und
Gewebekultur und dem Tierversuch. Es
wire zu begriiBen, wenn mono-
parametrische Tierversuche in der Screen-
ingphase und zur Abkldrung allgemein
toxischer oder anderer Wirkungen durch
ein Testverfahren ersetzt werden konnten,
das den Testzellen eine in vivo dhnliche
Versorgung bietet und zugleich die
Zellvitalitdt auch iiber lingere Zeitrdume
multiparametrisch und kontinuierlich
verfolgen kann.
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