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1. Einleitung

Enzyme werden durch die von ihnen katalysierten Reaktionen nicht verbraucht. Werden sie im
geldsten Zustand eingesetzt, ist eine kontinuierliche und wiederholte Verwendbarkeit jedoch
kaum maoglich. Gleiches gilt auch fir intakte Mikroorganismen, die wegen ihrer geringen Gro-
3e nicht ohne weiteres aus den Reaktionsanséatzen abgetrennt werden kénnen. Durch Immobili-
sierung werden Biokatalysatoren (Einzelproteine, Zellorganellen, Mikroorganismen sowie
pflanzliche und tierische Zellen) in einen unléslichen und reaktionsraumbegrenzenden Zustand
gebracht. In dieser Form wird ein kontinuierlicher und wiederholter Einsatz der Katalysatoren
maoglich, da sie nunmehr leicht aus dem Reaktionsmedium abgetrennt werden kdnnen.

Die Immobilisierung biochemisch aktiver Substanzen (niedermolekulare Liganden, Enzyme,
Zellen) stellt eine besondere Variante der chemischen Modifizierung biologischer Systeme dar,
die in letzter Zeit grof3e Bedeutung erlangt hat. Der Begriff immobilisierte Systeme umfal3t alle
Praparate, in denen Substanzen (Liganden und Eiweil3e) mit organischen oder anorganischen
Polymeren (Tragermaterialien, Matrix, Support) kovalent zu einer Einheit verbunden sind.
Durch die Fixierung wird die Substanz in ihrer Loslichkeit, Beweglichkeit aber auch ihre Zu-
ganglichkeit zu Effektoren sowie bindenden und wechselwirkenden Liganden eingeschrénkt,
womit eine Veranderung der physikochemischen, chemischen und biologischen Eigenschaften
des Immobilisats einher geht. Ist das Tragermaterial ein in Wasser unléslicher Stoff, so verliert
auch die zu immobilisierende Substanz ihre Loslichkeit und kann als Feststoff eingesetzt wer-
den. Daraus ergeben sich viele Vorteile, die das matrixfixierte Biomolekul im Vergleich zur
|6slichen Form besitzt:

- Es besteht die Mdglichkeit, die gebundenen biochemisch aktiven Substanzen nach der Reak-
tion aus dem Reaktionsmedium abzutrennen und einem weiteren Einsatz wieder zuzufthren.

- Es besteht die Mdglichkeit einer kontinuierlichen Prozef3fihrung.

- Immobilisierte Praparate weisen haufig eine hohere Stabilitdt gegeniber chemischen und
thermischen Belastungen auf.

Die folgende Ubersicht demonstriert den vielfaltigen Einsatz von immobilisierten (Bio-) Kata-
lysatoren in verschiedenen Forschungszweigen:

1. Immobilisierung nieder- und héhermolekularer Liganden
- Polymere Katalysatoren
¢ Polymere Phasentransferkatalysatoren
e Polymere Basen und Sauren
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e Immobilisierte Metallverbindungen und -komplexe
- Festphasenproteinchemie
¢ Affinitditschromatographie
¢ Festphasensequenzanalyse
¢ Festphasenimmunoassay
2. Immobilisierte Biokatalysatoren
- immobilisierte Enzyme
¢ kontinuierliche Enzymkatalyse
e Enzymmaodifizierung mit mono- und bifunktionellen Reagenzien
¢ Bindung an l6sliche Trager
- immobilisierte Zellfragmente
- immobilisierte Zellen

Aufgrund der besonderen Eigenschaften immobilisierter Systeme stehen besonders matrixfi-
xierte Enzyme im Blickpunkt des Interesseso@dAcH 1976a, MbSBACH 1976b, BULSON

1984, HARTMEIER 1986).

Eine der ersten technischen Anwendungen eines immobilisierten Enzyms war die bereits 1969
eingefuhrte L-Aminosaureherstellung mittels immobilisierterAminoacylase. Der Prozel3

nutzt die Fahigkeit des Enzyms aus, nuridieorm acetylierter Aminosauren zu spalten, die
dann als freie Aminosauren leicht von der acetylient&orm abgetrennt werden kann.
Immobilisierte Isomerasen und Hydrolasen (Glucoseisomerase, -amylase) an Polymertragern
zur Herstellung fructosehaltiger Sirupe sind zu einem wichtigen Werkzeug in der Zuckerindu-
strie geworden. Die Spaltung von Lactose mit Hilfe der immobilisigt&alactosidase aus

Hefe zu Glucose und Galactose ist in einigen Landern grofRtechnisch verwirklicht.

Durch stereoselektive reduktive Aminierung konnen uvdminosauredehydrogenase, die zur
Realisierung des Prozesses im industriellen MaRstab mit NADH Formiatdehydrogenase
coimmobilisiert wird, ausu-Ketosauren.-Aminosauren hergestellt werden. Die Herstellung
von L-Asparaginsaure erfolgt durch mikrobielle Fermentation oder mit immobilisierter
Aspartase.

Ein weiteres technisches Verfahren mit immobilisierten Systemen gibt es bei der Penicillin-
Derivatisierung (Spaltung von Penicillin G zu 6-Aminopenicillanséaure). Man ist dazu uberge-
gangen, immobilisierte Enzyme in der enzymatischen Analytik (Affinitatschromatographie,
Sensortechnik, verschiedene Immunomethoden) und in der therapeutischen Medizin (intra- und
extrakorporale Enzymtherapie, kiinstliche Organe) erfolgreich einzusetzemgBund G\RR

1980, KURIYAMA et al. 1985, BANG 1984, ReeD et al. 1993, KorPAL und NOLTE 1994,
DoRETTIEet al. 1996).

Die Wiederverwendbarkeit und die Stabilitat immobilisierter Enzyme und Zellen sowie die
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Verminderung der Grol3e der Reaktionsvolumen stellen entscheidende Vorteileadare/

VELDEN DE GROOT 1995, ReeDet al 1993, Xao et al. 1994, BLOoS-SANTOS et al. 1995, ¥Hi

et al. 1995). Der Einsatz von Saulenbioreaktoren, die mit tragerfixierten Biomaterialien gefullt
sind, an denen das lésliche Substrat vorbeifliel3t, erweist sich als besonders leistungsfahig. Der
Einsatz dieser Technik wird jedoch oft kompromittiert durch den Aktivitatsverlust der Enzyme
bzw. das Absinken der Zellvitalitdt nach der Immobilisierung sowie durch die hohen Kosten
der Tragermaterialien. Um den Aktivitatsverlust zu kompensieren, werden Mikrocarrier ge-
nutzt, die bei maximaler Beladung eine hohe Aktivitat pro Partikelvolumen aufweisen.

Die geringe Dichte des Tragermaterials kann bei einzelnen Prozessen zur Folge haben, daf3 die
Trager in viskosen Flussigkeiten (Einsatz immobilisierter Enzyme in der Zuckerindustrie) nicht

in der Lage sind, sich im Reaktorgefal3 abzusetzen, was zu einem Aussptlen der Trager fuhren
kann.

Dieses Problem kann mit dem Einsatz magnetischer Trager umgangen werden. Die hohe Dichte
(bis 2,5 g/crm) des im Tragerkern eingeschlossenesOgéat eine erhdhte Sedimentationsrate

zur Folge. Zudem haben magnetische Partikel den Vorteil, dal3 sie leicht und schonend im Re-
aktionsmedium durch einfache Anwendung eines aufleren magnetischen Feldes abgetrennt
werden kdnnen. Damit wird sowohl ihre Herstellung, die Immobilisierungsprozedur als auch
deren Handhabung wahrend des Reaktionsprozesses erleichtert. Die magnetische Separation
schitzt vor Verlusten an Zell- und Enzymaktivitat, die bei klassischen Separationstechniken
wie Zentrifugation oder Filtration aufgrund der Beschadigung der labilen dreidimensionalen
Struktur durch Partikelkomprimierung oftmals zu beobachten sind. Besonders in Prozessen, bei
denen unerwiinschte kolloidale Stoffe oder vom Trager abgeloste Zellbestandteile als Verunrei-
nigung im Reaktionsmedium auftreten, ist eine magnetische Separierung zweckdienlich. Diese
Vorteile tragen dazu bei, die Kosten des Reaktionsprozesses betréachtlich zu senken.

Die Einfuhrung von magnetischen Polymertragern stellt somit eine Weiterentwicklung bei der
Suche nach geeigneten Matrizes zur Immobilisierung von Biomaterialien dar. Magnetische
Partikel und Verkapselungen gelangen inzwischen auf wichtigen biotechnologischen Gebieten
erfolgreich zum Einsatz:

e Enzymimmobilisierung (&81BAMURTHY und MJAYA 1987,PIETERSund BARDELETTI
1992, VARLAN et al. 1996)

o Affinitatsseparation (KAset al. 1994, AsHeEM et al. 1994, O BIEN et al. 1996)

e Zellsortierung (BELAND et al. 1992, 8HMITZ et al. 1994, HRADLSDOTTIR et al.
1995, GHA et al. 1996, MRKIEWICZ et al. 1996, XMAGUCCHI et al. 1997)

e Immunoassay (@&uki et al. 1993, 1ak et al. 1994, IBTTENSTEIN et al. 1995,
LAWRUK et al. 1996)

e als Trager retardierender ArzneistoffeDEMAN et al. 1983, Bvey et al. 1988,
CHEN und LANGER 1997, G\LLO und HAFELI 1997)

e Krebstherapie (WNG et al. 1995, HFELI et al. 1995, MrsoMORI et al. 1996, RUSER
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et al. 1997)
e Zellphysiologie - Untersuchungen zu mechanisch induzierten Stref3situationss (W
undINGBER 1994, HERzOG et al. 1995, GOGAUERet al. 1995, YsHIDA et al. 1996)

Verschiedene Verfahren zur Herstellung mikrometergrof3er magnetischer Partikel zur Enzym-
immobilisierung sind erarbeitet und weiterentwickelt wordaaTtgRset al. 1992b). Die Sila-
nisierung von zerstoRenem oder synthetisiertem Magnetit mit anschlieender Derivatisierung
mittels Glutaraldehyd gefolgt von einer adsorptiven Enzymimmobilisierung wurde beschrieben
(SAMBAMURTHY und MJAYA 1987, MATSUNAGA und Kamiya 1987), fihrte jedoch nicht zu ei-

ner stabilen Oberflachenstruktur.

Eine kovalente Bindung von Enzymen an magnetische Polymertrager erhoht die Stabilitat der
Proteine am Trager wahrend des OperationsprozessasofCet al 1978, BTERS et al.

1992a). Eine chemische Modifizierung des Enzyms geht jedoch h&aufig mit einer Abnahme der
spezifischen Aktivitat einher. Grund dafir sind chemische Reaktionen am Molekil, die das Re-
aktionszentrum des Enzyms irreversibel beintrachtigen oder die den Substratzugang zum Re-
aktionszentrum erschweren oder ganz verhindern.

Der Erhalt der Enzymaktivitat nach der Immobilisierung wird am besten gewéhrleistet, wenn
das Protein nach der Bindung eine physiologische Umgebung vorfindet. Insbesondere bei der
Immobilisierung von Membranenzymen kann dies erreicht werden, wenn an der Partikelober-
flache ein natives Milieu resp. eine Membranstruktur simuliert wird.

DeCuYPER et al. (1988, 1990 a,b) entwickelten eine Methode, bei der Phospholipide adsorptiv
an 10-20 nm groRRe Magnetitpartikel binden. Die so am Trager ausgebildete bilayerartige
Struktur dient als physiologisches Ankermilieu fur Membranproteine. Rein adsorptive Bindun-
gen beeintrachtigen jedoch die Stabilitat der Membranstruktur und somit das gesamte Immobi-
lisierungssystem, da die Lipidmolekile unter den Bedingungen des Mediumstroms und anderen
mechanischen und chemischen Einfliissen abgewaschen werden kdnnten. Kuppelt man die Li-
pide jedoch kovalent an das Tragermaterial, sollte eine stabilere Struktur der membranahnli-
chen Struktur erreicht werdenAKLURY et al. (1993) beispielsweise koppelte Lipidmolekiile
kovalent an nichtmagnetische Polymertrager, um so eine stabile bilayerartige Lipidhtille zu er-
zeugen. Nach anschlielBender Immobilisierung von Urease konnte eine deutlich héhere Stabili-
tat des Enzyms nachgewiesen werden. An magnetischen Tragermaterialien sind diese Kopp-
lungsversuche bislang noch nicht durchgeftihrt worden.

Im Gegensatz zum Ruhr- oder FlieBbettreaktor ist der immobilisierte Katalysator im Festbettre-
aktor (Packbettreaktor) als stationére Schicht in einer Sdule angeordnet und kann so in der
dichtest méglichen Form angewandt werden. Das System befindet sich in einem stationaren
Zustand, bei dem sich die Konzentrationen aller beteiligten Substanzen an jedem Punkt zeitlich
nicht andern. Die Folge ist eine Erhéhung der Aktivitat pro Reaktorvolumen verbunder héch-
sten Stoffumsatzmenge pro Zeiteinheit. Er erlaubt eine einfache und kontinuierliche Arbeits-
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folge und wird daher in der Industrie bevorzugt angewendet. In der Vergangenheit wurden
Methoden entwickelt, bei denen magnetisierte Tragerpartikel in der Reaktorsaule von Elektro-
magneten umgeben war, um so das Partikelbett zu stabilisierten und zu verdichietex (H

Wu 1987).

Die Immobilisierung von Enzymen bezog sich in der Regel auf einfache Systeme, die mit nur
einem Enzym arbeiteten.

Man fand jedoch auch Wege zur Kombination mehrerer Enzyme in immobilisierter Form, bei
denen die gebundenen Proteine eine Reaktionsfolge katalysieren. Ein Beispiel dafur ist eine
Variante der Herstellung varrAlanin ausb,L-Lactat, das zunachst in Gegenwart von Lactat-
dehydrogenase unter Reduktion von NAD zu Pyruvat umgesetzt wird. Das NAD wird im Zuge
der nachfolgenden, vonrAlanindehydrogenase katalysierten Umsetzung des Pyruvats zu
Alanin regeneriert (MKRYALEAS et al. 1985).

Mit der Fixierung von Mikroorganismen an festen Tragern ergab sich ein neuer Zweig der Im-
mobilisierungstechnik. Ziel bei der Einfihrung dieses Prinzips war es, die Fahigkeiten der
komplexen vitalen Zellsysteme fir Produktsynthesen zu nutzen, die mit der Immobilisierung
einzelner Enzyme oder Enzymkaskaden nicht realisierbar sind.

Durch die Immobilisierung lebender mikrobieller Zellen (Fixierung an Trageroberflachen oder
Einschluf3 im Tragermaterial) kann, im Gegensatz zu Bioreaktoren, in denen sich die Mikroor-
ganismen frei im Medium bewegen, die Leistung eines Bioreaktors durch vereinfachten Reak-
toraufbau und Produktgewinnung deutlich erhéht werdesr{MssoN 1983). Ebenso ist eine
erhohte Plasmidstabilitat durch fehlenden Selektionsdruck nachweisharnXi3 bu POET et

al. 1986). In den vergangenen Jahren konnten fixierte mikrobielle Zellen im technischen Mal3-
stab zur Produktion von Biochemikalien (EthaheRspartat, L-Alanin, Amylase), zur Steroi-
dumwandlung, zur Schmutzwasseraufbereitung oder zur Biomasseproduktion genutzt werden
(ScoTtT 1987, WboDWARD 1988, QRIEL 1988, RAULSSON et al. 1993, @IFFITHS und BOSLEY

1993).

Die Kultivierung von Zellen héherer Organismen hat ihre Wurzeln im 19. Jahrhundert, als Wis-
senschaftler begannen, die Gewebe und Organe des Korpers in GlasgefalR3en detailliert zu unter-
suchen. Sie erlaubte, Zellen fur gewisse Zeit auRerhalb des Korpers am Leben zu erhalten. In
den 50er und 60er Jahren gelang es, Tumorzellen aus bésartigen Geschwiulsten von Menschen
und Tieren zu vermehren g et al. 1952, MoRret al. 1966). Die Zellkultur hat mittlerweile

ein so hohes Niveau erreicht, daf? es in vielen Bereichen als realistisches Ziel erschaint, die
vivo-Verhaltnisse so zu imitieren, dafl3 normale (nicht-transformierte) Zellen unter Kulturbedin-
gungen wachsen und sich teilen. Es ist moglich, Dauer- (oder Langzeit-) Kulturen von Zellen
anzulegen, die in vielerlei Hinsicht dém vivo gefundenen Zellen gleichen. Zellkulturen hel-

fen, die Mechanismen und die Prinzipien des Zellzyklus zu analysieren und die auslésenden
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Faktoren fur die Vermehrung von Tumorzellen und die Steuerung der Genexpression zu finden.
Die Zellkultur stellt ein geeignetes System dar, um Entwicklungs- und Differenzierungsvorgan-
ge zu studieren. Es gibt Anwendungen, die ohne Zellkultur nicht méglich wéren: transgene Tie-
re, die neue oder abgewandelte Gene exprimieren; das Einschleusen fremden Erbmaterials in
Empféangerzellen; Untersuchungen zur Zellfusion; Zytotoxizitatstests.

Wahrend nichtadharente Zellen in Suspensionskulturen gezichtet werden, sind adharente Zel-
len befahigt, an geeignete Unterlagen zu binden. Fiur eine Kultivierung an festem Tragermateri-
al sind daher nur diese Zellinien geeignet. Man zlichtet sie als Monolayer in Rollerflaschen,
Plastikflaschen oder Petrischalchen.

Zusatzlich haben sich fur die Zellkultivierung adhéarenter Zellen Mikrocarrier besonders be-
wahrt. Die hohe Zelldichte an den dreidimensionalen Tragersystemen sowie die leichte Hand-
habung machen diese Art der Zellkultur nicht zuletzt aus Kostengriinden insbesondere flr
mittlere und gréRere Kulturanlagen interessant. Stellen grof3e Zellkulturflaschen eine maximale
Flache von 0,01-0,02 fiiir das Zellwachstum zur Verfiigung, so besitzen Microcarrier bei ge-
gebener Konzentration eine Oberflache von 0,2%m 100 ml Kulturmedium (,Superbead
Microcarrier* der Firma Flow Laboratories, BRD). Es kommen Microcarrier zur Anwendung,
die bei geringer Dichte in Spinnerflaschen oder Wirbelbettreaktoren in Schwebe gehalten wer-
den konnen. Sie bestehen entweder aus Glas oder Dextran, die mit einer geeigneten (meist col-
lagenbeschichteten), fur adharente Zellen attraktiven Oberflache umhdallt sind. Kultiviert man
Zellen in solch hoher Dichte, ist das Kulturmedium in geschlossenen Sytemen schnell ver-
braucht. Daher mul3 das Kulturmedium oft gewechselt werden, wodurch eine kontinuierliche
Zellzucht kaum realisierbar ist. Die mit Zellen bewachsenen Trager in einem Festbett zu kulti-
vieren, bei dem das Nahrmedium an den Zellen vorbeiflie3t, sichert eine kontinuierliche Zell-
zucht (YAmMAJI und FUKUDA 1992,VAN DER VELDEN DE GROOT 1995). Fur die Zellkultur ist

zwar ein festes Partikelbett glinstig, jedoch kann ein zu dicht gepacktes Bettvolumen die Aus-
breitung der Zellen an der Trageroberflache behindern und die Verflugbarkeit der im Medium
gelésten Nahrstoffe einschrankerRAMPER 1995). Zudem nimmt die mechanische Beanspru-
chung durch vermehrten Kontakt der immobilisierten Zellen zum benachbarten Partikel zu, was
zu einer Beeintrachtigung der Zellvitalitat fihren kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll ein magnetisches Tragersystem entwickelt werden, das
sowohl der Immobilisierung von Membranenzymen dient als auch zur Zellzucht eingesetzt
werden kann. Die Bemihungen zielen auf eine kostengunstige Herstellung der magnetischen
Tragermaterialien, welche gute mechanische und biovertragliche Oberflacheneigenschaften
aufweisen und biochemisch inert sein sollen.

Mit geeigneten Oberflachenmodifizierungen wird angestrebt, eine maximale Beladung der Tra-
ger mit Enzymproteinen und Zellen zu erreichen.

Zudem sollte ein Bioreaktor auf der Basis magnetischer Fixierung entwickelt werden, welcher
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eine kontinuierliche Prozel3fuhrung gewahrleistet.

Polyacrylamid stellt ein ideales Material als feste Matrix zur Immobilisierung von niedermole-
kularen Liganden, Enzymen und Zellen dar. Das Polymer erfullt alle fir eine Immobilisierung
geforderten Voraussetzungen: Es ist chemisch neutral, resistent gegen Mikroorganismen und
enzymatischen Abbau und besitzt eine geringe unspezifische Adsorptionskapazitat. Es ist
preiswert in der Herstellung. Aufgrund der modifizierbaren Porositat der Polyacrylamidtrager,
die bei der Herstellung chemisch kontrolliert werden kann, ist es moglich, das Tragermaterial
nachtraglich unterschiedlich stark zu magnetisieren. Der Trager &Rt sich leicht aktivieren und
derivatisieren.

Cytochrom c-Oxidase dient als Modell fur die erfolgreiche Immobilisierung eines Membran-
enzyms am magnetischen Polyacrylamidtrager. Im Gegensatz zu l6slichen Enzymen benétigen
membranstandige Enzyme zur Verankerung eine zweite, hydrophobe Phase, an deren Grenzfla-
che zur wassrigen Phase sich das Enzym ausrichtet. Eine unphysiologische, direkte kovalente
Kupplung dieser Membranenzyme am Trager wirde einen deutlichen Aktivitatsverlust des
Proteins zur Folge haben. Eine kovalent gebundene, bilayerartige Lipidstruktur an der Parti-
keloberflache bietet dem Enzym ein ideales und stabiles Milieu zur Verankerung am Tréger,
was den weitgehenden Erhalt dessen Struktur und Enzymaktivitat gewahrleistet. Dies stellt eine
neuartige, fur Membranenzyme konzipierte Immobilisierungsstrategie dar.

Die Eignung von magnetisierten Tragern nach Variation ihrer Oberflachenladung und

-beschichtung fur die Zellkultivierung soll am Beispiel einer primaren Hepatozytenkultur ge-

zeigt werden. Hepatozyten reprasentieren etwa zwei Drittel der gesamten Zellpopulation der

Leber. Sie weisen eine Vielzahl biologischer Funktionen auf:

1. Kohlenhydratstoffwechsel: Glycolyse, Glyconeogenese, Citratzyklus

2. Lipidstoffwechsel: Synthese und Abbau von Fettsauren, Triglyceriden und Phospholipiden;
Synthese von Cholesterol und Gallenséauren; Umwandlung von Alkohol in Fett

3. Eiweil3- und Aminoséaurestoffwechsel: Abbau von Blutplasmaproteinen und Hamoglobin,
Transaminierungen und Desaminierungen im Aminosaurestoffwechsel, Harnstoffsynthese

4. Regulierung zur Eliminierung und Wiederverwertung von Stoffwechselprodukten

Verglichen mit anderen Saugerzellen gelten Hepatozyten als eine der am schwierigsten zu kul-

tivierenden Zellen unter kiinstlichen Bedingungen. Bisherige einfache Kultursysteme von frisch

gewonnenen Leberzellen fihren zu einem raschem Funktionsverlust dieser Zellen. Bereits nach

24-48 Stunden betragt die Restfunktion nur noch ca. 80 %, und nach einer Woche ist ein Stand

von ca. 10 % erreicht. Dazu gehort auch, dal3 die Zellen ihr gesamtes Cytochrom P-450 inner-

halb weniger Tage verlieren und nicht mehr in der Lage sind, Pharmaka zu metabolisieren

(MAsSLANSKY und WiLLIAMS 1982,vAN ‘T KLoOsTERet al. 1994). Hepatozytenkulturen sind

durch einen sich kontinuierlich verandernden Phanotypus charakterisiert. Diese Problematik

fihrte zu zahlreichen Ansatzen, die Leberzellfunktionen in Kultur zu stabilisieren.

So wurde zum Beispiel die Zugabe von Dimethylsulfoxid als Zusatz neben Hormonen im
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Kulturmedium untersuchtgbmet al. 1985). Der Sauerstoffradikalfanger fordert das Uberleben
der Zellen durch a) Einflul3 auf die DNA-Synthese und b) Erhalt der Albuminproduktion auf
einen hoheren Level tber einige Wochen hinweg als es die Zugabe von Hormonen allein ver-
mag (GHAN et al. 1989).

Es wurde gezeigt, dal3 eine Ko-Kultivierung mit anderen Zellarten, wie Nichtparenchymzellen
(VILLAFUERTE et al. 1994), Leber-Epithel-Zellen (GUEN-GuILLOUZO 1986), Leber-Endothel-
Zellen oder embryonale Mausfibroblastero(&et 1988) die Entdifferenzierung der Hepato-
zyten verlangsamen.

Die Verwendung einer komplexen Unterlage (Matrigel) wurde erfolgreich fir den Erhalt der
Cytochrom P-450- und der Glucoronidierungsaktivitat eingesetzg@N et al. 1988). Ma-

trigel, ein von Sarkomzellinien produziertes Basismaterial, fihrt zu qualitativen Verdnderungen
der Genexpression der Hepatozyten.

Leberzellen werden haufig in einschichtigen Monozellkulturen auf einer proteinhaltigen, extra-
zellularen Unterlage kultiviert. Diese Standardkonfiguration entspricht nicht der naturlichen
Situation. Hepatozyten besitzen apikale und basale Pole, die in funktioneller Hinsicht verschie-
den sind. So werden Uber die basale Oberflache Proteine in die Blutbahn sezerniert. Gallensau-
ren gelangen Uber die apikale Oberfache in die Gallenkanalchen.

Deshalb gibt es verschiedene Versuche, die Proliferation und die Funktion von Hepatozyten
aufrecht zu erhalten, indem man die In-vivo-Situation simulieoi(Det al. 1991, IQIDE et al.

1989, LANDRY et al. 1985, EE et al. 1992, RIKIND et al. 1980). Mit diesen Methoden gelang
eine Stabilisierung der Hepatozytenfunktion tber 20 Tage. Die beschriebenen Langzeitkultivie-
rungen wurden jedoch nur mit einer vergleichsweise geringen Zellzahl auf flachen Kulturun-
terlagen durchgefinhrt.

Um die Zelldichte und damit die Effektivitat der Zellzucht zu erhéhen und gleichzeitig die
Funktionsleistung der Hepatozyten zu erhalten, wurden Kulturtechniken entwickelt, bei denen
die Zellen an dreidimensionalen Strukturen gebunden oder in Gelmatrices eingeschlossen wur-
den. RARSONSWINGERTERUN SALTZMAN  (1993) beschreiben ein Verfahren, bei dem Hepato-
zyten im Sandwich-Verfahren in zwei Schichten von Collagen eingebettet wurden. Dabei ge-
lang die bipolare Adh&sion an eine extrazellulare Matrix, wie dies auch in vivo durch die extra-
zellulare Matrix des Perisinoidalen Raumes vorgegeben ist. Im Gegensatz zu herkbmmlichen
Kulturtechniken konnte ein stabiler Phanotypus mit Ausbildung einer Plateauphase der unter-
suchten Funktionen erreicht werdemz8ki et al. (1997) gelangen durch Einschluf3 von He-
patozyten in Collagengel bei 4° C wichtige Zellfunktionen zu konservieren. Ein &hnliches Ver-
fahren stellten XNAGI et al. (1989) vor, bei dem die Zellen in Hydrogel (Calzium-Alginat)
eingeschlossen wurden. Mit der Immobilisierung von Hepatozyten an porésem Harz in einem
Festbettreaktor erreichte wbsHI et al. (1994, 1996) eine maximale Zelldichte von
5.10° Zellen/cni. Eine effiziente Methode der Langzeitkultivierung mit hoher Zelldichte und
Differenzierungsgrad wurde vomuREGUI et al. (1993) vorgestellt, bei der man Hepatozyten

an von Medium durchstrémten Hohlfasern kultivierte. Diese Strategie entwickelte sich in jing-
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ster Zeit zu einem System, welches unter Verwendung von hybridisierten Hepatozyten als
.kunstliche Leber" bereits in der Praxis zur Anwendung gelang&Eri(&H et al. 1996,
GERLACH 1996, EENDRIG et al. 1997).

AGIUs et al. (1985) beschrieben als erste eine Kultur nichtproliferierender Hepatozyten an
collagenbeschichteten MicrocarriernENETRIOU et al. (1986) und 8smMAN et al. (1989)
benutzten an collagenbeschichtete Carrier gebundene Hepatozyten fir die Behandlung von
Leberinsuffizienz an Ratten, indem sie i.p. transplantiert wurden. Zur Untersuchung des Meta-
bolismus von Xenobiotika kultivierten &és und SIBERT (1991), HUIGHES und WILLIAMS

(1996), KINO et al. (1996) und @\ et al. (1997) Hepatozyten in (Ko-)Kultur an collagen-
beschichteten und makroporésen Dextranpartikeln. Diese Kulturen konnten Uber 48 Stunden
aufrechterhalten werden.

Bei allen beschriebenen Kulturtechniken, bei denen in vitro eine dreidimensionale Mikroum-
gebung der Leberzelle imitiert wurden, fand man im Vergleich zu konventionellen Monolayer-
kulturen eine deutlich verlangerte stabile Stoffwechselaktivitat.

Die vorliegende Arbeit beschreibt eine neuartige Zellzuchttechnik, die die Vorteile eines Fest-
bettreaktors (hohe Zelldichte, kontinuierlicher Mediendurchfluf3) mit einer Rekonstruktion der
Mikroumgebung in vivo (bipolarer Zellwuchs auf Collagenunterlagen) verbindet und dabei die
metabolischen Funktionen der Zellen tber langere Zeit auf hohem Niveau erhalt. Die mit Zel-
len bewachsenen magnetischen Mikrocarrier werden im Reaktorraum durch ein dufReres Ma-
gnetfeld derart fixiert, dal3 eine lockere Beladung der Anlage gewahrleistet wird und so eine
optimale Nahrstoffversorgung der Zellen gesichert ist. Beim Ausschalten des Magnetfeldes
sinken die Tragerpartikel samt Zellen nach unten und kdnnen so aus der Anlage entfernt wer-
den. Ein Vergleich mit anderen Zellzuchtmethoden soll die Effizienz des neuartigen Zell-
zuchtreaktors am Beispiel der Hepatozytenkultivierung aufzeigen.

Sollte die Langzeitkultivierung groRer Hepatozytenpopulationen auf engstem Volumen bei
weitgehendem Erhalt der Zelldifferenzierung gelingen, so ware das ein Schritt zur Konstruktion
eines kinstlichen Leberorgans.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Polyacrylamidtrager

Die Polyacrylamidtrager, die in der vorliegenden Arbeit Anwendung gefunden haben, wurden
von der Firma REANAL (Budapest, Ungarn) hergestellt und unter dem Handelsnamen Acrylex
P4 vertrieben. Die Trager stellen ein Copolymerisat aus Acrylamid und N,N’-Methylen-bis-
acrylamid in Perlenform dar. Abb. 1 zeigt einen Ausschnitt aus der Polyacrylamidmatrix.
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Abb. 1 Ausschnitt aus der Struktur der Polyacrylamid-
matrix

Die Polyacrylamidperlen sind bis 150 °C ldsungsmittel- und temperaturbestandig. Im Kontakt
mit Wasser oder walrigen Losungen quellen die porésen Trager. Die GroR3e der Poren wird vom
Vernetzungsgrad des Polymers bestimmt. Es werden engporige Trager mit einer Ausschlul3gren-
ze von 4000 verwendet, das heil3t, Makromoleklle mit einem Molekulargewicht Uber 4000 Da
konnen nicht ins Innere der Partikel eindringen. Daraus resultiert auch der Einsatz solcher poro-
ser Polyacrylamidgele als Materialien fur die Gelfiltration. Der Durchmesser der Polymerparti-
kel variiert zwischen 40 und 120 pm (Trockengel). Im gequollenen Zustand erreichen die Parti-
kel GroRenordnungen zwischen 80 und 220 um. Die Anderung der Oberflachenladung durch
chemische Modifizierung der Trager kann eine Verschiebung der Grof3enverhéltnisse des Poly-
mermaterials zur Folge haben. Ist die Oberflache weniger polar und/oder hat sie hydrophobe
Molekile gebunden, nimmt das Quellvermdgen ab.

Zur Bestimmung der statistischen Gréf3enverteilung werden jeweils etwa 500 trockene bzw. ein-
gequollene Polymerpartikel bei 50-facher Vergrol3erung mit Hilfe einer computerunterstitzten
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Bildauswertung (MIKRO, Imtronic Berlin) vermessen. Die Oberflache kann als ideal kugelfor-
mig angesehen werden. Zum Ermitteln des Verhaltnisses von Gewicht und Sedimentationsvolu-
men gequollener Trager wird in 4 Mel3zylinder so viel Tragersuspension Uberfihrt, daf3 nach ei-
ner einstiindigen Standzeit Sedimentationsvolumina von jeweils 2, 3, 4 und 53n¢cmes-

sen sind. Die Tragermengen werden in vorgewogenen Trockenréhrchen tberfuhrt und 5 Stunden
bei 100 °C im Trockenschrank getrocknet und ausgewogen.

Vor der Weiterverarbeitung zur chemischen Modifizierung werden die Trager von Reagenzien
und herstellungsbedingten Nebenprodukten befreit, indem sie Uber einen Filter mit Wasser
grundlich gespult werden. Die Trager werden getrocknet oder in 0,1 M NaCl bei 4 °C aufbe-
wahrt.

2.2. Herstellung magnetischer Polymertrager

4 g trockene Polyacrylamidpartikel werden in einer Mischung aus 10 ml waRriger 1 M FeCl
Losung und 4 ml 0,5 M FeSQOgeldst in 0,1 N EBOy, eingequollen. Dann tberfihrt man die
feuchten Trager in 10 ml 25 %ige Ammoniaklésung. Die Trager farben sich sofort schwarz, was
von der Bildung feiner R®,-Préazipitate in den Poren zeugt. Die Trager werden intensiv mit
Wasser gespiilt, bis der Uberstand klar und pH-neutral bleibt und die duRere Partikeloberflache
frei von Eisenoxidprazipitaten gewaschen ist. Der Grad der Eisenbeladung ergibt sich aus der
Differenz der jeweiligen Trockengewichte der beladenen und unbeladenen Tragermaterialien.
Die so mit ferromagnetischen Eisenprazipitaten beladenen Polyacrylamidpartikel orientieren
sich im Magnetfeld. Sie dienen als Ausgangsmaterial flr weitere Derivatisierungen und Oberfla-
chenmodifizierungen.

2.3. Fraktionierung der Polymertrager nach PartikelgroRe und Magnetisie-
rungsgrad

2.3.1. Fieldflow-Fraktionierung (FFF)

Die Methode der Fieldflow-Fraktionierung erlaubt ein Separieren der Polymerpartikel nach
GrofRe und Magnetisierungsgrad. Das Prinzip beruht im ersten Schritt auf dem Abtrennen der
magnetischen von den nicht- oder nur schwach magnetischen Partikeln (magnetische Separie-
rung). Dabei fixiert ein an der GefalRwand angelegter Permanentmagnet die magnetischen Parti-
kel, wahrend andere Partikel in Suspension bleiben. Nach kurzem Spulen sind die magnetischen
von den nichtmagnetischen Partikeln getrennt. Eine Separierung der Partikel nach ihrem
Durchmesser erfolgt im weiteren nach dem Prinzip der sterischen FFF (steric Fieldflow-
Fractionation, steric FFF;IG@INGS UND MYERS 1978). Dabei wird ein Partikelgemisch in das
Lumen eines schmalen Kanals eingebracht, durch das gleichméaRig eine Flussigkeit stromt und
die Partikel je nach Grol3e unterschiedlich schnell lateral in Bewegung versetzt. Partikel mit gro-
Berem Durchmesser verlassen den Kanal zuerst. Die kleineren Partikel folgen in spateren Frak-
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tionen. Dieses Prinzip ist in Abb. 2 dargestellt. Es wird deutlich, dal3 grol3e Partikel schneller
bewegt werden als kleinere Partikel. Die Geschwindigkeit, mit der ein Partikel im

parabolisches
Geschwindigkeits-
\ profil

> FLIESSKANAL

" o O Q—

Strt%mungs- kleines Partikel- groRRes
geschwindigkeitsvektoren Partikel geschwindigkeits- Partikel
vektor

Abb. 2: Schematisches Darstellung der Seitenansicht eines FFF-Kanals. Gezeigt sind die
relativen Unterschiede der Geschwindigkeitsvektoren des FlieBmediums, das die
Bewegung der Partikel bestimmt.

Flussigkeitsstrom vorantreibt, wird neben der Viskositéat des FlieBmediums von der Breite des
Kanals (b) und vom Radius des Partikels (r) bestimmt. Ist r zu klein, befindet sich das Partikel in
einem kanalwandnahem Bereich, in dem die Stromungsgeschwindigkeit kleiner als die Brown-
sche Molekularbewegung des Partikelteilchens ist. Auf zu grof3e Partikel in zu breiten Kanélen
haben die Effekte der wandnahen Stromungsunterschiede keinen separierenden Einflu mehr. Es
konnte ermittelt werden, daf} die besten Fraktionierungsergebnisse bei einem b/r-Verhaltnis zwi-
schen 12 und 120 zu verzeichnen sindb®ics undMYERS 1978), wobei der Kanalquerschnitt

b nicht groRRer als 1 mm sein soll. Daraus ergeben sich gute Trennergebnisse von Partikeln mit
einem Durchmesser zwischen 1 bis 200 um.

Experimentell stehen zwei Mdglichkeiten zur Realisierung der steric FFF zur Verfugung.
GIDDINGS und MYERS (1978) benutzten einen FlieRkanal bestehend aus mehreren Ubereinander-
geschichteten, durch Spacer getrennten Glasplatten.

Eine andere Methode besteht darin, fir den FlieBkanal Schlduche zu verwenden, deren Innen-
durchmesser 1 mm betragen. Bei einer Schlauchlange von 180 cm ergibt sich ein Fliel3kanalvo-
lumen von insgesamt 5,64 ml. Mittels einer Peristaltikpumpe wird ein gleichmafiger Medium-
strom erzeugt, der mit einer Geschwindigkeit von 10 ml/min durch den FlieRBkanal stromt. Eine
schematische Darstellung der Fraktionierungsanlage ist in Abb. 3 gezeigt.

Die sterische Fieldflow-Fraktionierung erlaubt die grol3enbezogene Auftrennung von Partikeln,
die in Suspension vorliegen und nicht getrocknet werden kénnen. Der Nachteil dieser Methode
liegt darin, daf3 nur ein vergleichsweise kleines Tragervolumen aufgetrennt werden kann.
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Anlage zur sterischen FFF
Mit Hilfe einer Peristaltikpumpe wird ein Flie3strom erzeugt, der die Partikel aus der
Suspension unterschiedlich schnell bewegt. Die getrennten Partikel werden in Frakti-
onssammlerréhrchen aufgefangen.

2.3.2. Aussieben

Eine einfache Methode zur grélRenbezogenen Auftrennung trockener Polymertrager besteht in
einfachem Aussieben der Polyacrylamidpartikel. Zunachst werden die magnetischen von den
nicht- oder nur gering magnetischen Partikeln mit Hilfe von Permanentmagneten abgetrennt.
Dazu werden 3 g des trockenen Tragergemisches auf einem Blatt Papier dinn und gleichmafiig
verteilt. Unter das Blatt positioniert man eine Anzahl aneinander gelegter Magneten, so dal eine
Flache von etwa 50 cm? zur Fixierung der magnetischen Partikel gebildet wird. Durch sehr
sanftes Ausblasen kdnnen die nichtmagnetischen Trager entfernt werden.

Die zuriickgehaltenen magnetischen Partikel werden auf Gbereinandergestapelte Siebe mit ab-
nehmender Maschengrdl3en gegeben, wobei das Sieb mit den gro3ten Maschen an die oberste
Position gesetzt wird. Der mit magnetisierten Partikeln beladene Siebstapel wird auf einen
Ruttler befestigt und 24 Stunden gerittelt. Wahrend dieser Zeit verteilen sich die Polymertrager
ihrer Grol3e nach auf die entsprechenden Etagen. Je geringer die Differenz der Maschengrof3en
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der einzelnen Siebe in den Etagen ist, desto genauer erfolgt die Fraktionierung der Partikel ent-
sprechend ihrer Durchmesser.

Mit dieser Methode ist man in der Lage, pro Ansatz vergleichsweise grol3e Partikelmengen (bei
einem Siebdurchmesser von 15 cm bis zu 10 g) zu fraktionieren. Allerdings kénnen nur absolut
trockene Partikel ausgesiebt werden.

2.4. Derivatisierung magnetischer Polyacrylamidtrager

2.4.1. Hydrazid-Derivat

Etwa 3 g trockene Polyacrylamidtrager werden in eine auf 50 °C erwarmte 4,5 M Hydrazinhy-
dratlésung gegeben und im Wasserbad 5 Stunden geriihrt. Am Ende der Reaktion wascht man
die Trager mit 0,1 M NaCl zunachst Uber einen Filter, spater durch einfaches Sedimentieren. Die
Waschvorgange werden so oft wiederholt, bis der Sedimentationsiberstand frei von Hydrazin-
hydrat bleibt, was durch Ausbleiben der dunkelroten Farbung nach Zugabe von wenigen Tropfen
3 %iger Natrium-2,4,6-trinitrobenzensulfonsdure gelést in einer gesattigten Natriumborat-
Losung kontrolliert werden kann. Die Trager werden gewaschen und getrocknet oder in 0,1 M
NaCl bei 4°C aufbewahrt.

2.4.2. Succinyl-Derivat

Etwa 1 g trockene Hydrazidtrager werden in 0,1 M NaCl gewaschen, in ein Becherglas Uberfihrt
und in 30 ml 0,1 M NaCl-Losung suspendiert. Wahrend die Suspension intensiv geruhrt wird,
gibt man im Zeitraum von 10 Minuten kleine Portionen pulverisiertes Bersteinsaureanhydrid
hinzu (insgesamt etwa 1 g). Durch Zugabe von 2 N NaOH wird der pH auf 4,0 gehalten. Der
Abschluf3 der Reaktion wird durch den Nachweis von nichtumgesetztem Hydrazid mit Natrium-
2,4,6-trinitrobenzensulfonsaure tberprift (s. 2.4.1.). Farben sich die Trager rotlich, ist eine wei-
tere Zugabe von Bernsteinsdureanhydrid erforderlich. Bei negativem Farbtest wird die Suspensi-
on noch weitere 2 Stunden langsam geruhrt.

Da die Reaktion vom Hydrazid- zum Succinylderivat quantitativ mit einer Ausbeute von 100%
erfolgt, ist die Anzahl der Carboxylgruppen am Succinylderivat, ermittelt durch Titration, iden-
tisch mit der Kapazitat der funktionellen Gruppen des Hydrazidderivates.

2.4.3. Naphtolsulfonsaure-Derivat

1 g trockene Hydrazidtrager werden mit 0,1 M NaCl und mit 0,25 N HCI gewaschen. Anschlie-
Rend suspendiert man die Trager in 50 ml 0,25 N HCI, kuhlt auf 0 °C ab und gibt schnell 4 mi
0,1 M Natriumnitrit zu. Nach 2 Minuten werden der Supsension 5 g Aminonaphtolsulphonsaure,
gel6st in 16 ml 0,1 M Natriumtetraborat (pH 9,3), zugefugt. Unter langsamen Ruhren belaf3t
man das Gemisch 70 Minuten bei 0 °C. Schliel3lich werden die Trager nochmals mit 0,25 N HCI
und mit 0,1 M NaCl gewaschen.
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Zur Bestimmung der spezifischen Kapazitat der Naphtolsulfonsaure-Tréger titriert man zunachst
mit 1 N HCI von pH 8,2 bis pH 2,8, um die Konzentration der freien Carboxylgruppen zu erfas-
sen. Aufgrund des sehr niedrigen pK-Wertes ist eine direkte Titration der Naphtolsulfonsaure-
gruppen nicht mdglich. Jedoch kann die Bestimmung der Naphtolsulfonsauregruppen aufgrund
der Bildung des Pyridiniumsalzes durch Titration des Pyridiniumkations zu Pyridin erfolgen
(INMAN und DNTzIS 1969). Dabei tUberfihrt man die Trager auf eine Glasfritte, wascht sie mit
kleinen Portionen (insgesamt 200 ml) 0,1 M Pyridiniumhydrochlorid (Pyridin + HCI, pH 2,8)
und spult anschlieRend mit Wasser. Die Tragersuspension wird vorsichtig in ein Becherglas
Uberfuhrt und in 8 ml einer 2 M NaCl-Lésung suspendiert. Titriert wird mit 1 N NaOH bis pH
8,2. Die Kapazitat an Naphtolsulfonsduregruppen kann aus der Differenz von zugefligtem NaOH
und dem Millidquivalent der Carboxylgruppen, ermittelt aus der ersten Titration, bestimmt wer-
den.

2.4.4. Aminoethyl-Derivat

20 ml wasserfreies Ethylendiamin wird im Wasserbad auf 90 °C erhitzt. Unter Rihren erfolgt
langsam die Zugabe von 1 g trockener Polyacrylamidtrager. Wahrend der Reaktionszeit von 6
Stunden ist auf die Konstanz der Temperatur von 90 °C zu achten. AnschlieRend ist es erforder-
lich, das Reaktionsgefald im Eisbad unter Zugabe von etwa 15 g zerschlagenem Eis rasch auf
0 °C abzukuhlen. Im folgenden werden die Trager mit 0,1 M NaCl tber einen Filter und durch
Sedimentation gewaschen bis der Uberstand frei von Ethylendiamin bleibt, was durch einen ne-
gativen Farbtest mit Natrium-2,4,6-trinitrobenzensulfonsaure (s. 2.4.1.) nachgewiesen wird.

Zur Ermittlung der Aminoethylgruppen - Konzentration am Tréger titriert man eine Tragerprobe
zwischen pH 11,0 und pH 6,2 in 0,2 M KCI.

2.4.5. Carboxyliertes Derivat

Zur Desamidierung wird 1 g trockenes Polyacrylamidtragermaterial in 20 ml 0,5 M Karbonat-
puffer pH 10,3 bei 60 °C suspendiert und 3 Stunden gerihrt. Dabei wird der Trager einer teil-
weisen Hydrolyse unterzogen. Danach werden die Trager mit 0,1 M NaCl gewaschen, bis der
Uberstand einen neutralen pH aufweist. Zur Bestimmung der Carboxylgruppenkonzentration ist
eine Titration von pH 6,2 bis pH 2,7 mit 1 N HCI erforderlich.

2.4.6. Phosphoryliertes Derivat

Etwa 100 mg trockene Hydrazidtrager werden in 5 ml wasserfreies Chloroform gegeben. 5 ml
wasserfreies, frisch destilliertes Phosphoroxychlorid (BOQInd 100 pul N,N-Di-iso-
propylethylamin, gelést in 5 ml Chloroform, werden der Tragersuspension zugefuhrt. Man rihrt
das Gemisch anschlieBend Uber Nacht. Nach der anschlielenden Zugabe von 20 ml 0,1 M
NaOH zur Suspension wird diese durch intensives Schitteln durchmischt. Die Trager werden
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filtriert und mit Wasser gewaschen.
Die Anzahl gebundener Phosphatgruppen ermittelt man nach der Methodeiesii1R66) (s.
2.4.7).

2.4.7. Lipidiertes Derivat

Eine kovalente Kopplung von Phospholipiden an die Polyacryl-Tragermatrix gelingt sowohl am
Aminoethyl- als auch am Hydrazid-Derivat. Aufgrund der héheren Reaktivitat ist dem Hydrazid
der Vorzug zu geben. Als Kopplungsreagenz dient ein Phosphatidylethanolamin. Da ver-esterte
Phospholipide (z.B. 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin) unter unphysiologi-
schen Bedingungen (erh6hte Temperatur, hoher oder niedriger pH, Trockenheit, lange Lagerung
) instabil sind (Hydrolyse der Esterbindung), sollte man fir die Lipidkopplung ver-etherte Phos-
pholipide (z.B. 1,2-Dihexadecyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin) einsetzen. 1 g Hydrazidtra-
ger wird in 20 ml wasserfreiem Dioxan intensiv geruhrt. Zur Suspension gibt man 100 pl N,N-
Di-isopropylethylamin und 1 g Cyanurchlorid und rihrt die Suspension bei Raumtemperatur
uber Nacht. Im folgenden wird der Uberstand abgesaugt, zunéachst mit Dioxan und anschlieRend
mit Chloroform gewaschen. Die Resuspendierung der Trager erfolgt in 20 ml wasserfreiem
Chloroform, in dem 50 mg 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin geldst sind. Nach
der Zugabe von 100 ul N,N-Diisopropylethylamin und Rihren bei Raumtemperatur Uber Nacht,
werden die Trager mit Chloroform gewaschen und Uber eine absteigende Alkoholreihe ins walf3-
rige Milieu Uberfihrt.

Die Ermittlung des gebundenen Phospholipids erfolgt in Abwandlung einer maa @A 966)
beschriebenen Methode zur quantitativen Bestimmung phosphathaltiger Substanzen. Zu etwa
10 mg trockenem lipidierten Tragermaterial, suspendiert in 50 pl Wasser, sowie zu 50 ul Phos-
phatstandard (Eichwert) gibt man 50 ul Veraschungsreagens (f5//8 M Perchlorsaure im
Verhaltnis 1:5, v/v) und verascht das Gemisch vollstandig bei 320 °C. Nach erfolgter Abkihlung
werden 20 pl konzentrierter,HO, zu jeder Probe gegeben und 5 Minuten inkubiert. 2,2 ml ei-
nes Gemisches aus 16 g¥0s, 0,252 g 1-Amino-2-hydroxy-naphtalin-4-sulfonsédure und 0,5 g
N&SO; ad 100 ml und 50 ml einer 0,26 %igen walirigen Ammoniummolybdat-Losung ergeben
ein ,Farbreagens”, von dem 1 ml jeder Probe zugefligt wird. Nach erfolgter Inkubation der Pro-
ben (20 min bei 90 °C) und deren Abkuhlen wird die Absorption der Proben innerhalb einer
Stunde im Spektralphotometer Bet820 nm vermessen. Bezugnehmend auf die mitgefuhrten
Eichwerte kann auf den Phosphatgehalt der Proben geschlossen und die entsprechende Lipid-
menge der eingesetzten Proben errechnet werden.

2.4.8. Albuminiertes Derivat

Die kovalente Bindung von Albumin erfolgt tber eine Acylazid-Aktivierung der Hydrazid-
Derivate der Polymermatrix und anschlie3ender Kupplung mit Aminogruppen des Proteins. Da-
fur werden 1 g des Hydrazidtragers zunachst in 0,1 M NaCl und danach in 0,25 N HCI (ca.
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50 ml) gewaschen. Die Trager resuspendiert man in 50 ml 0,25 N HCI, kuhlt diese im Eisbad auf
0 °C ab, fugt 10 ml einer 1 M Natriumnitrit-Losung hinzu und ruhrt anschlieend 10 min im
Eisbad. Danach werden die Trager mit eiskaltem 0,25 M HCI und Wasser gewaschen und im
folgenden in 50 ml einer eiskalten 1 %igen Rinderserumalbumin-Ldsung in 0,1 M Natriumtetra-
borat resuspendiert. Nachdem die Trager 1 Stunde im Eisbad geruhrt wurden, gibt man 10 mi
eines Gemisches aus 1M NBPH und 3 M NHCI hinzu, um unreagiertes Azid zu konvertieren.

Die Trager werden weitere 60 Minuten geruhrt und dann mit 0,1 M NaCl und Wasser gewa-
schen.

Zur Bestimmung des gebundenen Albumins ermittelt man die Differenz der Eiweil3konzentra-
tionen im Uberstand vor und nach der Kopplungsreaktion nach der Methodewen (1951).

2.4.9. Collageniertes Derivat

2 g aminoethylierte Polymertrager werden in 20 ml 0,1 M Acetatpuffer pH 5,0 suspendiert und
geruhrt. 3 ml einer Collagenlésung (2 mg/ml Collagen Typ IV (Collagen R, SERVA, Deutsch-
land) in 50 mM Essigsaure pH 3,0) figt man hinzu und ruhrt die Suspension 16 Stunde. Danach
werden die Trager zunachst mit 0,1 M Acetatpuffer pH 5,0, dann mit 0,1 M NaCl gewaschen.

Das am Trager gebundene Collagen wurde mit einer neu entwickelten turbidimetrischen Me-
thode bestimmt, die im Gegensatz zur herkdmmlichen Hydroxyprolin-Methode rnaEssMER

(1961), bei dem das Collagen gemeinsam mit den Polyacrylamidtragern hydrolysiert wurde, kei-
ne storende Hintergrundfarbung aufweist.

Zu 100 ug collageniertem Tragermaterial gibt man 200 pl einer Lésung aus 36 % Harnstoff, 3 %
SDS und 30 % Trichloressigsaure in Wasser und schittelt die Suspension 5 min. 100 ul des
Uberstandes werden mit 100 pl einer Losung versetzt, die aus 3 % SDS und 30 % Trichloressig-
saure, geldst in Wasser, besteht. Die Bestimmung der entstandenen Trilbung im Uberstand er-
folgt spektrofotometrisch bi=405 nm. Die am Trager gebundene Collagenmenge wird anhand
einer durch mitgefuhrten Collagenstandard erstellten Eichkurve ermittelt.

2.5. Sterilisierung magnetischer Polymertrager-Derivate

Die Gewahrleistung einer kontinuierlichen Langzeitkultivierung tierischer Zellen an magneti-
schen sowie nichtmagnetischen Polymertragern setzt steriles Polymermaterial voraus. Im fol-
genden werden Methoden beschrieben, die eingesetzt werden kdénnen, um potentielle Kontami-
nanten (Bakterien, Pilzsporen), die am Tragermaterial haften, zu téten.

- organische Losungsmittel

Trager-Derivate, die Losungsmittelresistenz aufweisen (ausgenommen sind Saurederivate [Hy-
drolysegefahr], lipidierte Derivate und mit Proteinen beschichtete Trager), kénnen mit 70 % Et-
hanol gewaschen, unter sterilen Bedingungen in die walrige Phase Uberfihrt und in sterilem
Medium unter eventuellem Zusatz von Nabhd/oder Antibiotika bei 4 °C gelagert werden.
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Zudem besteht die Moéglichkeit, anstatt 70 %igen Ethanols sauberes, frisch destilliertes Chloro-
form zu verwenden. Unter dem Einflul3 organischer Lésungsmittel denaturieren die Proteine der
Kontaminanten. Die Mikroorganismen werden somit abgetotet.

- Autoklavierung

Die Temperaturbestandigkeit der Polyacrylamidtrager gestattet deren Autoklavierung. Dazu
Uberfuhrt man die Trager in dest. Wasser und l&i3t sie 1 Stunde einquellen. Danach wird die Sus-
pension 20 min lang in wasserdampfgesattigter Atmosphare, bei 121 °C und einem Druck von
104 kPa entkeimt. Unter solchen Bedingungen kdnnen Bakterien, Pilze sowie deren Sporen, Vi-
ren und Mycoplasmen nicht Uberleben, da ihre Proteine in der ,feuchten Hitze" denaturieren.
Die Trager uberfuhrt man anschliel3end in ein mit Antibiotika versetztes Medium. Ausgenom-
men von der Autoklavierung werden lipidierte und mit Protein beschichtete Tragerderivate (De-
naturierungsgefahr).

- Bestrahlung

Setzt man lebende Organismen intensiver kurzwelliger Strahlung aus, kénnen ihre Zellen auf-
grund schwerer Schadigung, verursacht durch Radikalbildung, Basenpaarvernetzungen und
DNA-Punktmutationen, abgetotet werden. Diese Eigenschaften von UV- und+k&ttahlung

setzt man daher erfolgreich fur Sterilisationszwecke ein. Die schwéchere ultraviolette Strahlung,
die ahnliche Wirkungen aufweist, besitzt ein geringeres Durchdringungsvermdogen und ist somit
nur fur die Sterilisation von Oberflachen, jedoch nicht fir optisch dichte, porése Polymerkugeln
geeignet.

Proben aller Tragerderivate wurden in der Bestrahlungsanlage ,Panorama“ im IOM Leipzig be-
strahlt. Jeweils 5 g (Feuchtgewicht) jeder Partikelcharge wurden dazu in 10 ml-Plastikréhrchen
gefullt und luftdicht verschlossen. Die Bestrahlungszeit betrug 1:49 h bei einer Energiedosislei-
stung von P=13,7 kGy/h und einer resultierenden Energiedosis von D=25 kGy.

Die nach der Bestrahlung collagenbeschichteter Trager auftretenden Verklumpungen der Partikel
l6sen sich bei kurzer Einwirkung von Ultraschall schnell auf.
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2.6. Immobilisierung von Rattenhepatozyten an magnetischen Polyacryl-
amidtragern

2.6.1. Isolation von Rattenhepatozyten
2.6.1.1. Substrate und Materialien

2.6.1.1.1. Pufferlésungen
|. Krebs-Ringer-Puffer (KRP), Gafrei

NacCl 7,00 g/l
KCI 0,36 g/l
MgSQ,-7H,0O 0,30 g/l
KH.PO, 0,163 g/l
NaHCQ 2,02 g/l

Il. Praperfusionspuffer (PPP), Edrei
500 ml KRP werden mit 50 mg EDTA auf 37 °C erwarmt. Die Losung begast man 30 min
mit Carbogen (5 % C£05 % Q) wobei sich ein pH von 7,4 einstellt.

IIl. Perfusionspuffer (PP), G& und collagenasehaltig
200 ml KRP werden mit 118 mg CaCind 714 mg HEPES versetzt. Mit 2 M NaOH wird
der pH auf 7,5 eingestellt. Nach 30 mindtiger Einleitung von Carbogen gibt man zur L6-
sung 80-100 mg einer geeigneten Collagenasecharge (z.B. Collagenase Typ IV, Sigma
Chemical Co., USA) hinzu.

Alle Pufferldsungen werden vor jeder Perfusion frisch hergestellt und sterilfiltriert.

2.6.1.1.2. Zellkulturmedien

Zum Waschen der Hepatozyten und bei der Kultivierung verwendet man William’s Medium E
(Sigma Chemical Co., USA) mit folgenden Substanzen auf 1l:

NaHCQ 2209 [26,2 mM]
HEPES 2,38g [10,0 mM]
NaSeQ 17,30 ug [100,0 nM]
Gentamycin 50,00 mg [50 pg/ml]
Fetales Kéalberserum 10,0 ml  [1%]

Nach Einstellung des Basismediums auf pH 7,4 erfolgt eine Sterilisierung des Mediums durch
Filtrieren Uber einen 0,2 um-Membranfilter.

Folgende Zusatze bereitet man als 1000-fach konzentrierte Stammldsungen vor:
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100 uM Dexamethason (0,039 mg in 1 ml DMSO; selbststerilisierend)

100 uM Insulin (6 mgin 2 ml 0,01 M HCI werden mit 0,15 M NaCl zu
10 ml aufgeftillt)

1 uM Glucagon (0,035 mg in 10 ml 0,15 M NacCl)

5 uM Endothelzell-Wachstumsfaktor (0,3 mg in 10 ml 0,15 M NacCl)

1 mM Ethanolamin (0,61 mg in 10 ml 0,15 M NacCl)

5 mg/ml Apo-Transferrin (50 mg in 10 ml 0,15 M NacCl)

Alle Stammldsungen (aul3er Dexamethason) werden durch Filtrieren der Losungen durch einen
0,2 um Membran-Filter sterilisiert. 100 pl jeder Stammldsung gibt man zu 100 ml Basismedium
hinzu.

2.6.1.2. Leberperfusion

Die Gewinnung von Leberparenchymzellen erfolgt durch eine Collagenaseperfusion der Leber
in situ nach einer leicht abgewandelten Methode ved¥vE und WILSCHINSKI (1992) basie-

rend auf einer Methode naceB@EN (1976).

Eine mannliche Wistarratte mit einem Korpergewicht zwischen 260 und 350 g wird durch eine
Injektion (ip) mit Thiopental (10-13 mg/100 g Korpergewicht) narkotisiert. Nach geeigneter Fi-
xierung des Tieres auf dem Operationstisch erfolgt eine griindliche Desinfektion des Bauchfells.
Das Bauchfell wird im Bereich des Operationsfeldes entfernt und der Bauchraum eréffnet, in-
dem ein Schnitt in die Bauchdecke entlang der Linea alba bis zum Sternum gefihrt wird, ohne
dabei den Brustraum zu verletzen. Es folgt eine doppelte Ligatur der Speiseréhre und der zum
Magen laufenden Gefal3e. Die Speiserdhre wird zwischen den Ligaturen zertrennt und der Ma-
gen gemeinsam mit den Darmschlingen nach rechts exponiert. Die nun freiliegende Portalvene
(Vena portae) wird zunachst zweimal lose ligiert: Die erste Ligatur bringt man distal zur Milz-
vene an. Die zweite wird 1,5 cm distal zur ersten gesetzt. Danach erfolgt die Unterbindung des
Blutflusses der Milzvene (Vena lienalis) und der ZufiihrgefaRe der Leberarterie (Arteria hepati-
ca) durch jeweils eine feste Ligatur. Anschliel3end setzt man eine lose Ligatur suprarenal um die
untere Hohlvene (Vena cava inferior). Uber eine Punktierung der unteren Hohlvene erfolgt zu-
nachst eine Applikation von 500 pl einer Suspension magnetischer Mikropartikel (1 mg/ml
Dynabead3 in 0,9 M NaCl-Lésung). Diese Mikropartikel werden von den Kupfferschen Stern-
zellen phagozytiert. Nach 10 min werden 0,2 ml Heparin (1000 U) ebenfalls in die untere Hohl-
vene injiziert. Nach weiteren 5 min schlie3t man die distal gelegte Ligatur um die Portalvene
und fuhrt eine mit dem Vorratsgefal3 (vgl. Abb. 4) Giber einen Silikongummischlauch verbundene
Metallkanlle vorsichtig in die Portalvene ein. Durch Zuziehen der zweiten Ligatur wird die Ka-
nile fest eingebunden. Zu dieser Zeit sind Schlauch und Kanule bereits luftblasenfrei mit PPP
(37 °C) gefullt. Nachfolgend 6ffnet man den Brustraum mit einem Scherenschlag und bindet die
untere Hohlvene zwischen Zwerchfell und Herz ab. Durch einen weiteren Scherenschlag eroff-
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net man die untere Hohlvene unterhalb der suprarenal lose vorgelegten Ligatur und bindet an-
schlieBend eine zweite Kantle in die Hohlvene ein, die durch Zuziehen der Ligatur fest fixiert
wird.

Abb. 4 Kanulierung im ge6ffneten Bauchraum der Ratte

2.6.1.3. Praperfusionsphase

Die Durchflu3rate des PPP kann jetzt auf 35-40 ml/min erhdht werden. Der Perfusionsdruck be-
tragt 15-20 cm Wassersaule. Nach einmaliger Leberpassage fliel3t der PPP Uber die in die untere
Hohlvene eingefuhrte Kanile ab. Der Erfolg der Blutfreispilung ist an der Aufhellung und
leichten Anschwellung der Leber nach wenigen Sekunden sichtbar.

2.6.1.4. Leberperfusion mit collagenasehaltigem Perfusionspuffer

Nach 10 min ist die Praperfusionsphase beendet. Es erfolgt nun die Zuleitung des collagenase-
haltigen PP durch SchlieBen des Schlauches A und Offnen des Schlauches B (vgl. Abb 5). Die
DurchfluRgeschwindigkeit von 30-40 ml/min kann Uber einen Quetschhahn an Schlauch B ge-
steuert werden. Nach wenigen Minuten ist der Erfolg der Desintegration der Leber sichtbar. Die
Leber ist deutlich angeschwollen und weist dunkle Desintegrationsfelder auf. Aufgrund der zu-
nehmenden collagenasebedingten Verdauung der Blutgefal3e ist ein ungewollter Austritt des PP
moglich.
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Abb. 5 Aufbau der Anlage zur in situ Perfusion der Rattenleber

1 - Thermostatierbares Zulaufgefald zur Aufnahme des collagenasehaltigen Perfusionspuffers
2 - Thermostatierbares Zulaufgefa3 zur Aufnahme des Praperfusionspuffers

3 - Thermostatierbares Reservoir des Praperfusionspuffers

4 - Thermostatierbares Reservoir des collagenasehaltigen Perfusuionspuffers

A,B Quetschhahne

BF Blasenfalle

P Peristaltikpumpe

OP Operationstisch

2.6.1.5. Freisetzung der Leberzellen und Reinigung der Hepatozyten

Der Perfusionszuflu® wird nach 6-10 min gestoppt, und die beiden Kanilen werden entfernt.
Danach prapariert man die Leber aus der Bauchhoéhle heraus, wascht sie kurz in KRP und Uber-
fuhrt sie in 50 ml Williams™ Medium E. Mit einer Lanzette ritzt man die Leberkapsel vorsichtig
auf. Das an der Leber noch anhaftende Zwerchfell wird mit einer Pinzette gefal3t und im Medi-
um langsam hin und her geschwenkt. Dabei werden die Hepatozyten und ein Grof3teil der Nicht-
parenchymzellen freigesetzt. Das Leberstruma (Restleber) wird verworfen. Aus einem 12 g
schweren Organ kénnen so 400-500 Mio. Zellen gewonnen werden. Die freigesetzten Zellen
werden im weiteren durch ein Nylonsieb (Porengréf3e 280 um) von grol3eren Zellaggregationen
befreit. Zur Bestimmung der Hepatozytenvitalitat wird aus der Zellsuspension (Primarsuspensi-
on) eine Probe von 100 pl entnommen und in 300 pl 0,5 % Trypanblaulésung gegeben. Nach 5
min Inkubation kann die Gesamtzellzahl und die Vitalitatsrate mit Hilfe eiremBANER-
Zahlkammer ermittelt werden (dunkelblau gefarbte Zellen sind geschadigt). Mit dem beschrie-
benen Isolationsverfahren erreicht man reproduzierbar eine Vitalitat von 80-90 %. Inzwischen
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wird die Primarsuspension fur 10 min erschitterungsfrei abgestellt. Die intakten Hepatozyten
und ein Grofteil der Kupfferschen Sternzellen setzen sich aufgrund ihrer héheren Dichte als
lockerer Bodensatz ab. Der Uberstand beinhaltet Endothelzellen und Lipozyten sowie gescha-
digte Hepatozyten. Er wird abgesaugt und verworfen. Man fugt weitere 50 ml Medium hinzu.
Durch vorsichtiges Schwenken der Zellen werden diese im frischen Medium erneut homogen
verteilt. Diesen Waschprozel3 wiederholt man zweimal.

Aufgrund der phagozytierten magnetischen Microbeads kdonnen die Kupfferschen Sternzellen
mit Hilfe eines Magnetseparators leicht entfernt werden (Abb. 6). Die vorliegende finale Zell-
suspension ist somit stark aufgereinigt und besteht zu tber 97 % aus Hepatozyten.

Kupffersche
Sternzellen ]
starker
Permanentmagnet
Hepatozyten
N Y
S

Abb. 6 Anlage zur Separation Kupfferscher Sternzellen von Hepatozyten.
Die mit magnetischen Mikropartikeln beladenen Kupfferschen Sternzellen
werden von einem starken Permanentmagneten an die Glaswand des Réhr-
chens gezogen, wahrend die nichtbeladenen Hepatozyten auf den Réhrchenbo-
den absinken.

2.6.1.6. Kryokonservierung

Die Mdglichkeit, Hepatozyten Uber langere Zeit ohne Funktionsverlust zu lagern, ist von grof3er
Bedeutung. Die Kryokonservierung ist eine Methode, bei der man die Zellen bei sehr tiefen
Temperaturen in eine Art Kéltestarre versetzt. Nach dem Auftauen kdnnen zu jeder Zeit Unter-
suchungen an Hepatozyten vorgenommen werden, ohne dabei jedesmal von aufwendigen Leber-
perfusionsprozeduren abhangig zu seiogBE et al. 1996, NIk et al. 1997). MGANTO be-
schrieb 1990 eine Technik, die leicht abgewandelt im folgenden beschrieben wird.

Frisch isolierte gesunde Hepatozyten werden im Eisbad in eiskaltem Williams™ Medium E / fe-
talem Kalberserum (3:1) resuspendiert. Ein gleiches Volumen eiskaltes Williams~ Medium E /
DMSO (3:1) wird hinzugegeben, so da man eine finale Zellkonzentration vert’2Zz!-

len/ml erreicht. Die Suspension wird portionsweise zu je 1 ml in vorgekihlte Kryoréhrchen
(Nunc GmbH & Co. KG, Deutschland) Uberfiihrt. Von besonderer Wichtigkeit ist der nachfol-
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gende Einfrierprozel3, bei dem das Zellgut mit einer Abkuhlrate von 1 °C/min auf -196 °C ge-
bracht werden sollte. Die Prozedur besteht aus folgenden Schritten: 30 min bei 0-4 °C (Eisbad);
60 min bei -20 °C (Tiefkihlschrank) und 6-12 h in der Gasphase des FlisBighBllters. In
diesem Zeitraum ist ein genigend langsames Abkuhlen auf -180 °C gewahrleistet. Danach wer-
den die Ro6hrchen in geeignete Gefale direkt in den flissigen Stickstoff gegeben
(-196 °C). Die Hepatozyten sollten nicht langer als 3 Wochen im tiefgefrorenen Zustand aufbe-
wahrt werden.

Das Auftauen der Zellen erfolgt so schnell wie méglich direkt im Wasserbad bei 37 °C. Danach
wischt man die Rohrchen kurz mit einem in 70 % Alkohol getranktem Tuch ab. In einer Lamin-
arbox wird der Inhalt des Kryordhrchens in ein steriles 10-ml-Zentrifugenréhrchen Gberfihrt,
das 5 ml Williams™ Medium E enthalt. Fir 5 min werden die Zellen bei 150-200 g abzentrifu-
giert und das Pellet in 5 ml Kulturmedium aufgenommen und resuspendiert. Vor der Inkubation
bestimmt man Zellzahl und Vitalitat (Trypanblau-Methode, s. 2.6.1.5.) und sat die Zellen dann in
einem geeigneten Kulturschéalchen in subkonfluenter Dichte aus (s. 2.6.2.1.). Nach 12 bis 15
Stunden ist ein erneuter Medienwechsel durchzufiihren. Dabei sind die im Uberstand schwim-
menden geschadigten Zellen zu entfernen.

2.6.2. Kultivierung von Hepatozyten auf flachen Unterlagen und an Polyacrylamidtragern

2.6.2.1. Monolayerkultivierung

Die finale Hepatozytenzellsuspension wird mit Kulturmedium, dem zusatzlich 5% fetales Kal-
berserum zugefigt wurde, derart verdinnt, da? man eine Suspension mit einer Konzentration
von 510° Zellen/ml erhélt. In jeweils ein Plastikkulturschalchen (Durchmesser 3 cm, Nunc
GmbH & Co. KG, Deutschland) gibt man 2 ml dieser Hepatozytensuspension. Man laf3t die
Schalchen 2 Stunden im Inkubator in Carbogenatmosphére (37 °C) stehen. Wéahrend dieser Zeit
setzen sich die Zellen an der Plastikunterlage der Schalchen fest und beginnen sich abzuflachen.
Danach werden die Zellen, die sich noch im Uberstand befinden, durch Medienwechsel entfernt.
Nach jeweils 2 Tagen erfolgt ein erneuter Medienwechsel.

2.6.2.2. Kultivierung an Polyacrylamidpartikeln

Um zu ermitteln, welche Polyacrylamidderivate fur eine Hepatozytenkultivierung geeignet sind,
werden jeweils 100 mg folgender Tragerchargen, welche grindlich 3-4 mal in sterilem Medium
gewaschen werden, in Zellkulturschalchen (3,5 cm Durchmesser, Nunc GmbH & Co. KG,
Deutschland) Gberfuhrt:

+ Amid

+ Hydrazid

+ Bernsteinsaurehydrazid
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+ Naphtolsulfonat
+ Aminoethyl-Derivat
+ Carboxyl-Derivat
+ Phosphat

sowie ¢ lipidierte Trager
+ albuminierte Trager
+ collagenierte Trager

Von jedem Tragerderivat wird sowohl die ;Bg-haltige als auch zum Vergleich die nicht-
magnetisierte Form eingesetzt. Jedes Schalchen versetzt man mit 2 ml Zellsuspension (Zell-
dichte: 510° Zellen/ml) und 4Rt es 2 h bei 37 °C in 5 % L&Pehen. Nach dieser Zeit haben

sich die Zellen an der Schéalchenunterlage und am Trager festgesetzt. Die nichthaftenden Zellen
saugt man anschlieRend mit dem Uberstand unter Verwendung einer spitzen Pipette ab. Dabei
kénnen die magnetischen Trager mit Hilfe eines Permanentmagneten an der Schalchenunterlage
fixiert werden. Die mit Zellen bewachsenen Trager uberfihrt man in ein zweites Kulturschal-
chen und gibt 2 ml Kulturmedium zu. Der Medienwechsel wird nach jeweils 2 Tagen wieder-
holt.

Die Kultivierung erfolgt im C@Inkubator bei 37 °C und 5 % GO

2.6.3. Ermittlung der Zellzahl in der Monolayerkultur und am Polymertrager

Nach mehreren Tagen Zellwachstums im Kulturschalchen und am Magnettrager kann unmittel-
bar keine exakte Aussage Uber die Anzahl der Zellen an der Kulturunterlage getroffen werden.
Um die adharenten Zellen zahlen zu kdnnen, ist es notwendig, sie zunachst von der Unterlage
abzuldsen. Dazu dekantiert man das Kulturmedium aus dem Kulturschalchen, gibt etwa 1 ml
0,02 %iges EDTA (w/v) in calcium- und magnesiumfreier Salzlésung zu, schwenkt etwa 30 sec
und dekantiert wieder vorsichtig. Die zellbewachsenen Tragerproben werden etwa 1 min in der
EDTA-LOsung gespuhlt. Danach inkubiert man die inzwischen auf der Unterlage leicht abgerun-
deten Zellen fur 2 min in einer in 0,02 % calcium- und magnesiumfreiem EDTA-LOsung, der
2 mg Trypsin (Sigma Chemical Co., USA) zusetzt wurde, bei 37 °C. Dabei l6sen sich die Zellen
restlos von der Unterlage und liegen in Suspension vor. Durch Zugabe von serumhaltigem Me-
dium wird die Trypsinaktivitdt gehemmt. Die Zellzahl wird mit Hilfe einer herkdmmlichen
Zahlkammer nach BUBAUER ermittelt und in Bezug zum Suspensionsvolumen gesetzt.

2.6.4. Biochemisch-analytische Methoden

2.6.4.1. Live/dead-Farbung

Die gangige Trypanblau-Farbung, mit der bei Suspensionskulturen die Vitalitat der Zellen be-
stimmt wird, kann fur die Vitalitatscharakterisierung konfluenter, am magnetischen Polymerpar-
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tikel wachsender Zellen keine Verwendung finden. Aufgrund der Eigenfarbung der Polymertra-
ger konnen die anhaftenden Zellen nicht sichtbar gemacht und damit nicht charakterisiert wer-
den.

Bei gleichzeitiger Zugabe von Ethidiumhomodimer (Phenanthridinium, 5,5-(1,2-
ethandiylbis(imino-3,1-propandiyl))bis(3,8-diamino-6-phenyl, dichlorid, hydrochlorid) und Cal-
cein AM (Calceinacetoxymethylester) (LIVE/DEAY, Molecular Probes, Inc.; Eugene, Ore-
gon, USA) zu suspendierten oder am Trager gebundenen Zellen kbénnen parallel tote und lebende
Zellen unterschieden werden, wobei zwei charakteristische Vitalitatsparameter der Proben be-
stimmt werden:

(1) die intrazellulare Esteraseaktivitat

(2) die Plasmamembranintegritat.

Das nichtfluoreszierende, membranpenetrierende Calcein AM wird in der lebenden Zelle durch
im Cytosol befindliche Esterasen gespalten. Das stark griin (530 nm) fluoreszierende Polyanion
Calcein vermag die intakte Cytoplasmamembran nicht zu durchdringen und wird in der Zelle
akkumuliert.

Das hydrophile Ethidiumhomodimer hingegen kann nur durch die geschadigte Membran toter
Zellen eindringen und bindet dort an Nucleinsauren des Zellkerns, wobei es eine vierzigfache
Verstarkung der intensiv roten Eigenfluoreszenz (>600 nm) erfahrt. Intakte Membranen lebender
Zellen vermag Ethidiumhomodimer nicht zu durchdringen.

Proben von je 20 mg (feucht) zellbewachsener Polymertrager werden in Williams™ Medium E
gewaschen und in 1 ml des Mediums resuspendiert. Zu jeder Probe pipettiert man 2 pl einer
2 mM Ethidiumhomodimerlésung in 1:4 DMSG®BI und 1 pl einer 4 mM Calcein AM-L6sung

in trockenem DMSO. Die Proben werden vorsichtig geschwenkt, um eine unnétige mechanische
Beanspruchung zu vermeiden. Nach 15-mindtiger Inkubation kénnen die Proben am Fluores-
zenzmikroskop (Laserscanning-Mikroskop; Carl-Zeiss Oberkochen, BRD) untersucht werden.

Anreqgungswellenldnge Emissionswellenlange
Ethidiumhomodimer 540 nm =600 nm
Calcein AM 480 nm ~530 nm

2.6.4.2. Bestimmung der Konjugationskapazitat kultivierter Hepatozyten

Der Sulfonsaurefarbstoff Phenolsulfonphtalein (Phenolrot) wird als pH-Indikator den meisten
kommerziell verfigbaren Zellkulturmedien, so auch dem Williams™~ Medium E zur Hepato-
zytenkultur, zugesetzt. Es ist gezeigt worden, dal3 Hepatozyten in der Lage sind, den anionischen
Farbstoff zu metabolisieren ¥#8RBER1957, KM und HoNG 1962). Chromatographische Unter-
suchungen ergaben, dal} der als pH-Indikator eingesetzte Farbstoff durch die Leber teilweise mit
Glucoronsaure konjugiert wird MEAux 1968). Dabei geht das Phenolrot in einen farblosen
Komplex Uber (Abb. 7). Der Anteil an umgesetztem Farbstoff kann mit Hilfe einfacher colori-
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metrischer Bestimmungsmethoden ermittelt werdemg@oLL et al. 1982).

Dazu entnimmt man 400 ul Kulturmedium, und stellt diese mit Essigsaure auf einen pH von 5,0
ein. Die eingestellte Probe wird in zwei Rohrchen aufgeteilt. Zu einem Rohrchen gibt man 10 pl
einer Losung von 10 mg/mtGlucoronidase (Sigma Chemical Co., USA) in 0,2 M Acetat-
Puffer (pH 5,0). Das Gemisch wird bei 37 °C 1,5 bis 2 h inkubiert.
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Abb. 7 Phenolrot-Derivate im Medium
Waéhrend der protonierte und der nichtprotonierte Phenolrot-Anteil
vom pH abhéangig ist, bestimmt die metabolische Kompetenz der
Hepatozyten den Anteil an farblosem, glucoronidiertem Phenolrot-
Derivat.

Das mit Kulturmedium gefillite zweite Réhrchen wird als Leerwert herangezogen, das man mit
0,2 M Acetat-Puffer ohne Enzymeinwirkung inkubiert. Bezogen auf das Kontrollserum (ohne

Zellen) kann die Phenolrotmetabolisierung nach Zugabe von jeweils 800 ul 0,1 M

Glycin/NaOH-Puffer (pH 10,0) zu jeder Probe und Bestimmung der Absorptidn=H&60 nm

nach folgender Formel berechnet werden:

Absorbtion des enzyminkubierten Mediums - Absorption des Mediums ohne Enzyminkubgt}iolre) "
Absorption des Kontrolimediums ohne Zellen

2.6.4.3. Bestimmung der Harnstoffproduktion

Zum Nachweis der Fahigkeit intakter Hepatozyten zur Ammoniummetabolisierung wurde die
Konzentration an Harnstoff, dem Endprodukt des Ammoniumstoffwechsels, im Medium be-
stimmt. Um die maximale Umsatzrate ermitteln zu kénnen, erfolgte eine Zugabe von 1 mM ste-
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rilem Ammoniumchlorid zum Kulturmedium. Die Harnstoffkonzentration im Medium wurde
mit Hilfe des kommerziell verfigbaren Harnstoff-Stickstoff-Testes (Diacetylmonoxim-Methode,
CouLOMBE UND FAVREAU 1963) (Sigma Chemical Co., USA) colorimetrisch het 535 nm
bestimmt.

2.7. Aufbau eines magnetischen Gitterreaktors zur kontinuierlichen Zell-
zucht von Hepatozyten

Der magnetische Gitterreaktor (im folgenden Reaktorkammer genannt) besteht aus mehreren
Etagen parallel liegender, sich nicht berthrender Edelstahlstabe, die in einem Glasrohr
eingebunden sind (Abb. 8). Am oberen und unteren Ende des Glasrohres wird durch zwei Drei-
wegehahne die Zufuhr des Mediums kontrolliert. Die Parameter des Reaktorraumes sind in Ta-
belle 1 zusammengestellt.

Tab. 1 Reaktorraumparameter

totale Reaktorraumléange 24 cm
effektive Reaktorraumlange 10 cm
Innendurchmesser/Au3endurchmesser 1,8cm/2,0cm
Anzahl der Metallstdbe je Etage 7

Abstand zwischen den Metallstdben einer Etage 1,25 mm
Anzahl der Etagen 10

Abstand zwischen den Etagen 4,2 mm
Durchmesser der Metallstabe 1,2 mm
effektives Innenraumvolumen 12,8 tm
maximales Beladungsvolumen 11,5%m
optimales Beladungsvolumen 8,0tm
maximale Tragerbeladung@(Partikeldurchmesser = 150 pum) A Trager
optimale Tragerbeladung)(Partikeldurchmesser = 150 um) 1@ Trager
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Abb. 8 Schematischer Aufbau und Geréateanordnung des magnetischen Zellzuchtreaktors
Ablaufstutzen

Filter

Permanentmagnet

Pumpe

Medienreservoir

Metallstdbe

fixiertes Polymertragermaterial

—WnX7T m >
< wn

Abb. 8a (integrierte Abbildung) Die magnetisierten Polymerpartikel orientieren sich im Magnet-
feld und werden an den Metallstében fixiert

Die Reaktorkammer wird derart in einem gleichmafigen Magnetfeld platziert, dal3 die Feldlinien
die Metallstdbe senkrecht schneiden. Dadurch werden die Stdbe magnetisiert und bauen um sich
ein Magnetfeld auf (Abb. 9). Die zugefiihrten magnetischen, mit Zellen besetzten Polymerparti-
kel richten sich im Magnetfeld aus und werden an den Metallstéaben fixiert (Abb. 8a).

Abb. 9 Feldlinienverlauf an 4 Metallstdben des Reaktorinnenraumes
Die Feldlinien werden in den querliegenden Stében gebiindelt, wodurch die Stéabe
ein eigenes Magnetfeld aufbauen.
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Die Partikel konnen aus dem Reaktorraum entfernt werden, indem die Position des Reaktors in-
nerhalb des Magnetfeldes um 90° verdreht wird. Dadurch werden die Metallstabe parallel zu den
Feldlinien des Magnetfeldes plaziert, das magnetische Feld zwischen den Stdben geht verloren.
Den gleichen Effekt erzielt man, wenn das Magnetfeld ganzlich entfernt wird. Die magnetisier-
ten Polyacrylamidtrager I6sen sich von den Metallstdben und kbnnen am Reaktorboden uber ei-
nem Ablaufstutzen aus dem System entfernt werden. Die Gefahr einer Kontamination des Sy-
stems bleibt sehr gering.

Zur der Fixierung nanometergrofRer Magnetpartikel im Magnetfeld ihres Reaktors benwzten D
CuypPerund DNIAU (1990a) statt parallel angeordneter Metallstédbe. Auch hier banden die Parti-
kel aufgrund des aufgebauten Magnetfeldes an den Metallfaden. Fir die Fixierung von 100-
200 pm grol3en Polyacrylamidpartikeln erwies sich jedoch diese Methode als uneffektiv, da ein
Grolteil der Faden der Metallwolle im Reaktor parallel zu den Feldlinien des &uReren Magnet-
feldes ausgerichtet ist. Diese Bereiche bilden selbst kein eigenes Magnetfeld - die Partikel wur-
den nicht infolge magnetischer Wechselwirkungen binden. Aufgrund der Grol3e der Polymer-
partikel ware dartber hinaus mit einer Filterwirkung durch die Metallwolle zu rechnen, die die
Partikel rein mechanisch zurtickhélt Die Vorteile einer magnetischen Fixierung im Reaktor ginge
verloren. Zudem ist eine kontinuierliche Arbeitsweise nicht mdglich, da die Partikel nur durch
Entfernen der Metallwolle nach Offnen des Behalters aus dem System entfernt werden kann.

Das mit Carbogen begaste Kulturmedium wird mit Hilfe einer Peristaltikpumpe aus einem Re-
servoir mit einer Geschwindigkeit von 5 ml/min durch den Reaktorraum gepumpt, so daf3 die
Zellen gleichmafig mit frischem Medium umstrémt werden. Es kann auf die Peristaltikpumpe
bei Bedarf auch verzichtet werden, wenn der Carbogengasstrom in den Verbindungsschlauch
zwischen Reaktor und Medienreservoir eingeleitet wird. Die gebildeten Blasen sichern einen
gleichmafigen und leicht zu kontrollierenden Flussigkeitsstrom. Vom Trager abgeloste, gescha-
digte Zellen oder Zelltrimmer werden im Medienstrom aus dem Reaktorraum ins Reservoir ge-
spuhlt und dort von einem Filter zurlickgehalten.

Zur Bestickung werden 9 g (feucht) zellbewachsene Magnetpartikel mit einer Zelldichte von
durchschnittlich 7 Zellen/Partikel (GesamtzellzahtB)) in den Reaktorraum (iber den Zufiih-
rungstutzen unter sterilen Bedingungen eingebracht (vgl. Abb. 4). Medienwechsel erfolgt aller 6
Tage.



2. Materialien und Methode33

2.8. Immobilisierung von Rinderaugenlinsenepithelzellen und humanen Na-
belschnurvenenendothelzellen (HUVEC) an magnetischen Polyacryl-
amidtragern

2.8.1. Zellinien, Substrate und Kulturmedien

2.8.1.1. Epithelzellen

Die Eignung magnetischer Polymertrager zur Kultivierung weiterer Zellinien sollte im folgenden
anhand des Wachstums von Zellen des Augenlinsenepithels von Rindern untersucht werden.
Die primare Zellinie erhielt man aus Linsen 1- bis 3-jahriger Rinder, die nach einer Methode von
GLAssERet al. (1972, 1975) gewonnen wurde. Die Zellpraparate werden 2 bis 4 h nach dem Tod
der Tiere hergestellt. Alle Praparationsschritte erfolgen unter sterilen Bedingungen. Dabei wer-
den die Cornea und die Iris entfernt und der vordere Teil der Kapsel im Abstand von 5 mm vom
Aquator kreisformig durchtrennt. Danach wird das einschichtige Epithel von der Kapsel abge-
schabt (vgl. Abb. 10).

Linsenepithel

vorderer Pol

Zonulafasern

hinterer Pol

Abb. 10 Schematische Darstellung einer Rinderaugenlinse

Die so gewonnenen Zellaggregate werden in 2 ml MEM (Zellztichtungsmedium nach, E

pH 7,8; SERVA, Deutschland), dem 15 %iges fetales Kalberserum (FKS), 100 IE Penicillin so-
wie 100 pg Streptomycin pro ml zugesetzt wurden, aufgenommen. Nach 10 bis 30 h Kultivie-
rung bei 37 °C und 2 % CGaben sich die Zellen auf den Boden der Petrischale angehaftet und
zu einer geschlossenen Monolayer ausgebreitet.
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2.8.1.2. Endothelzellen

Humane Nabelschnurvenenendothelzéllerhdlt man aus Nabelschniiren Neugeborener nach
normaler Entbindung oder Kaiserschnitt. Die Isolierung erfolgt in modifizierter Form nach einer
Methode von drre et al. (1973) und BIBRONE et al. (1974).

Danach werden unter sterilen Bedingungen Nabelschnurabschnitte von bis zu 20 cm gewonnen,
die nach maximal achtstiindiger Lagerung in eiskaltem Inkubationspuffer (140 mM NaCl, 4 mM
KCI, 11 mM D-Glucose, 10 mM HEPES, pH 7,3, 100 IE Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin)
weiterverarbeitet werden (ksBERGH et al. 1991). Die Nabelschnurvene wird kanuliert und mit
200-400 ml Inkubationspuffer gespult, um alle restlichen Blutzellen aus dem Gefal3 zu entfer-
nen. Das Venenlumen (Abb. 11) wird mit 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,2, der 5 mM @alCl

1 mM MgSQ, sowie 1 mg/ml Collagenase Typ IV (Sigma Chemical Co., USA) enthalt, gefillt.

Lumen

Endothel

Elastica interna
— Media

Elastica externa

Adventitia

Nabelven

Nabelarterie

Abb. 11 Schematische Darstellung einer Nabelschnurvene im Querschnitt

Nach 20-30 min Inkubation bei 37 °C wird vorsichtig der Veneninhalt mit gleichem Volumen
Hanks Salzlésung (G&, Mg*-frei) herausgespililt, in ein Zentrifugenréhrchen uberfiihrt und

5 min bei 200 g zentrifugiert. Man erhélt ein weil3es Pellet, das in Kulturmedium (Medium 199
mit 20 % FKS, 15 mM HEPES, pH 7,4, sowie 60 IE Penicillin und 120 mg/l Streptomycin) auf-
genommen wird. Mit einer Zelldichte von 3-52&ellen/ml werden 4 ml der Suspension in eine
Kulturflasche (25 cm?) gegeben. Nach 12 h wird das Medium und mit ihm die nichtadharenten
Zellen entfernt. Man spult dreimal mit Hanks Lésung und fillt mit 4 ml frischem Kulturmedium

* Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Endothelzellen wurden mit freundlicher Unterstiitzung aus der Arbeitsgruppe von
Frau Dr. Heider, Institut fir Pathologische Biochemie der Medizinischen Falkultat der Martin-Luther-Universitat Hal-
le/Wittenberg, zur Verfligung gestellt.
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auf. Die Zellen werden bei 37 °C und 5 % {Kultiviert. Weitere Medienwechsel erfolgen im
Abstand von 2-3 Tagen.

Nach 6-10 Tagen erscheint die primére Zellkultur als gleichmaflig geschlossene Monolayer. Bei
Einwirkung von 0,25 % Trypsin in 0,05 % EDTA-haltiger, physiologischer NaCl-Lésung l6sen
sich 60-80 % der Zellen von der Unterlage. Diese werden in das 10-fache Volumen Medium 199
supplementiert, mit 20 % FKS versetzt, zentrifugiert, in Medium 199 mit 10 % FKS resuspen-
diert und in Kulturflaschen tberfihrt.

2.8.2. Zellimmobilisierung an magnetischen und nichtmagnetischen Polymerpartikeln

Die adharenten Zellen werden nach 6 Tagen von der Schalchenunterlage abgelost. Dazu spuilt
man die Zellen mit 0,02 % (w/v) EDTA-haltiger calzium- und magnesiumfreier Salzldsung. Da-
nach schlief3t sich eine Inkubation (2 min) der inzwischen leicht abgerundeten Zellen in 500 pl
Hanks Losung mit 2 mg Trypsin (Sigma Chemical Co., USA) und 0,02 % EDTA bei 37 °C an.
Die nunmehr in Suspension vorliegenden Zellen werden mit dem jeweiligen serumhaltigen Me-
dium auf eine Konzentration von 318 Zellen/ml verdiinnt. Die Trypsinaktivitat wird dabei
gestoppt.

Jeweils 1 g magnetischer als auch nichtmagnetischer Polymertrager verschiedener Tragerchargen
werden in mit 15 % FKS komplementiertem MEM (Epithelzellen) bzw. mit 20 % FKS komple-
mentiertem Medium 199 (Endothelzellen) grindlich gewaschen und in eine Kulturflasche tber-
fuhrt. Danach gibt man jeweils 5 ml Zellsuspension hinzu. Bei 37 °C bela3t man die Tra-
ger/Zell-Suspension fur 2 Stunden im Inkubator. In dieser Zeit setzt sich ein Grof3teil der Zellen
auf der Trageroberflache fest. Im Anschlul3 erfolgt ein Medienwechsel, wobei der FKS-Anteil
im neu zugesetzten Medium 5 % im Falle der Epithelzellen bzw.10 % im Falle der Endothelzel-
len betragt.

Zur Zellz&hlung I6st man die Zellen von der Tragerunterlage mit einer trypsinhaltigen Losung ab
oder farbt die Zellen mit Calcein (s. 2.6.4.1.), um die Anzahl der am Tréager haftenden Zellen
direkt zu ermitteln.

2.9. Immobilisierung von Cytochrom c-Oxidase an magnetischen Polymer-
tragern

2.9.1. Reinigung von Cytochrom c

Die enzymatische Aktivitat der Cytochrom c-Oxidase bei der Oxidation von Cytochrom ¢ héngt
u.a. vom Verhaltnis an reduziertem zu oxidiertem Cytochrom c im AnsatzsagROFrFet al.

1983, \EERMAN et al. 1983). Daher ist es angebracht, vollstandig reduziertes Cytochrom ¢ zur
kinetischen Untersuchung einzusetzen.
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Es werden 85 mg lyophylisiertes Cytochrom c, isoliert aus Pferdeherzen (Typ IV, Sigma Chemi-
cal Co., USA), in 1,5 ml entgastem 50 mM Tris/Acetat-Puffer, pH 7,4, geldst und durch Zugabe
von einigen Kornchen Natriumdithionit (etwa 3 mg) restlos in den reduzierten Zustand uber-
fuhrt. Die Entgasung des Puffers erfolgt durch Erhitzung und nachfolgendem Abkthlen unter
Stickstoffzufiihrung. Die Trennung des reduzierten Cytochrom c von Natriumdithionit wird
saulenchromatographisch bei 4°C durchgefuhrt. 1,5 ml des Cytochrom c/Natriumdi-thionit-
Lésungsgemisches wird auf eine 2 x 35 cm-Saule mit ca. 13 g (Trockengewicht) in entgastem
50 mM Tris/Acetat-Puffer pH 7,5 eingequollenem und mit 100 mM Cholinhydrochlorid eluier-
tem Sephadex G25 gegeben. Mit einer Geschwindigkeit von 420 pl/min werden 90 Fraktionen
mit je 2,1 ml gesammelt.

Die Cytochrom c-Konzentration kann tber die Extinktionsdifferenz des reduzierten (Zugabe von
Natriumdithionit) und des oxidierten Cytochrom c (Zugabe von Kaliumhexacyanaigjrati

A=550 nm bei einem Extinktionskoeffizient va18,7 mM*cm™ (MicHEL und BOSSHARD

1984) ermittelt werden.

Drei der eluierten Fraktionen enthalten zu 98 % reduziertes Cytochrom ¢ mit einer Konzentrati-
on von etwa 0,9 mM. Diese Fraktionen mit hoher Cytochrom c-Konzentration werden zusam-
mengefaldt, unter Sauerstoffausschluf® portionsweise ampulliert und bei -20 °C gelagert.

2.9.2. Reinigung der Cytochrom c-Oxidase

Fur eine effektive funktionelle Rekonstitution der Cytochrom c-Oxidase aus Rinderherz
(SERVA, Deutschland) in der Phospholipidmembran am Polymertrager war eine Aufreinigung
und Konzentrierung des Enzymmaterials notwendig. Die Aufarbeitung erfolgte nach einer leicht
abgewandelten Methode nachelt al. (1987).

44 mg Enzymmaterial werden in 1 ml 25 mM Tris/HCI-Puffer, pH 8,0, der 5 mM EDTA enthalt,
geldst. Zu dieser Losung fugt man 52,8 mg Laurylmaltosid (1,2 mg/mg Protein) hinzu. Das Ge-
misch wird 20 min gerihrt. Das nach Zentrifugation (40 min, 12000 g,) am Rohrchenboden ab-
gesetzte weilRe Pellet wird verworfen. Der braungriinliche, helle Uberstand wird mit 25 mM
Tris/HCI-Puffer (pH 7,0) mehrmals gespuhlt (Ultrafiltration, Amicon Diaflow). Uberschissiges
Laurylmaltosid und EDTA wird weitgehend aus der Enzymldsung entfernt. Die konzentrierte
Enzympréaparation (Oxidasekonzentration betragt 23 uM) kann bei -78 °C Uber viele Monate
ohne Aktivitatsverlust gelagert werden.

Die Konzentration der Cytochrom c-Oxidase wurde tber die Bestimmung des Gehaltes an Ham
a im Protein errechnetdsnm(reduziers 20,5 mMicm?; YoNETANI 1960). Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode vowky (1951).



2. Materialien und Methodegi7

2.9.3. Enzymimmobilisierung

2.9.3.1. Rohlipidisolierung und Reinigung

Die Gewinnung von Rohlipid erfolgte aus frischem Eidotter nach einer weEISON et al.

(1965) beschriebenen Methode.

Es werden 12 frische (nicht &lter als zwei Tage) Eidotter in 200 ml MeOH geldst. Unter Rihren
gibt man 400 ml Chloroform hinzu. In einem Scheidetrichter la3t man das Gemisch bei Raum-
temperatur eine Stunde lang stehen. AnschlieRend wird die untere Phase von der oberen abge-
trennt und verworfen. Die obere Phase wird erneut mit Chloroform extrahiert. Die gewonnenen
Fraktionen werden vereinigt und im Rotationsverdampfer auf 100 ml eingeengt. Bei langsamer
Zugabe von 600 ml eiskaltem Aceton fallt das Rohlipid als hellgelber Niederschlag aus. Uber
eine engporige Fritte saugt man das Rohlipid in der Kélte ab und wéscht mit eiskaltem Aceton.
Das Lipid wird in 50 ml Diethylether aufgeldst und erneut mit 150 ml eiskaltem Aceton ausge-
fallt. Dieses Verfahren wird sooft wiederholt, bis das Rohlipid weil3 erscheint. Die Lipidldsung
wird schlieflich bis zur volligen Trockne eingeengt. Es kann so unter Feuchtigkeitsausschluf3 bei
-25 °C gelagert werden.

Die Auftrennung des Rohlipids zur Gewinnung von reinen Phosphatidylcholin(PC)- und Phos-
phatidylethanolamin(PE)-Fraktionen erfolgt saulenchromatographisch Uber Kieselgel 60
(Merck). 200 g Kieselgel 60 werden bei 100 °C 4 h aktiviert und in entwassertem Chloroform
eingequollen. Luftblasenfrei fullt man eine Mitteldruck-Chromatographieséaule (Thomachrom
MPLC, 26 x 815 mm) mit dem eingequollenem Gel. 6 ml Rohlipid werden in 20 ml Chloroform
geldst und auf die Saule gebracht und mit Chloroform nachgespult. Mit einer Geschwindigkeit
von 3 mli/min eluiert man zunachst mit 500 ml CeleOH (80:20) (Gewinnung der PE- und
Lyso-PE-Fraktionen) und danach mit CH®eOH (75:25) (Gewinnung der PC- und Lyso-PC-
Fraktionen). Das Fraktionsvolumen betragt 15 ml. Die entsprechenden Fraktionen werden zu-
sammengefaldt und im Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt, in definierten Volumina
wasserfreien Chloroforms geldst und portionsweise ampulliert. Der Lipidgehalt ist graphime-
trisch zu ermitteln und die Reinheit der Fraktionen dinnschichtchromatographisch zu untersu-
chen. Als Laufmittel dient hierbei CHZMeOH/H,O im Verhaltnis 65:25:4. Die Farbung der
Substanzflecken auf der Dunnschichtplatte erhalt man entweder in geséttigter lodatmosphare
(lodkammer) oder durch Besprihen der Platte mit geeignete Farbreagenzien:

- Ninhydrin-Losung

25 mg Ninhydrin in 10 ml Aceton/Lutidin (9:1) l6sen; auf das Chromatogramm spruhen; 1-
2 min auf 100 °C erwarmen

(blauviolette Farbung von Lipidbestandteilen mit freien Aminogruppen, z.B. PE und Lyso-PE)

- Dragendorff-Reagenz
Zu 340 mg Bi(NOj gelost in 20 ml 20 %iger Essigsaure und 2 g Kl in 5 ml Wasser werden
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70 ml Wasser geben; Chromatogramm bespriuhen; Farbung nach wenigen Minuten
(orange Farbung cholinhaltiger Lipide, z.B. PC und Lyso-PC)

- Phosphat-Reagenz

12 ml 2,5 % (NH),MoO,4 und 10 ml 0,85 % NaCl mischen und mit 2 ml konzS§, verset-

zen; Chromatographieplatte einsprihen; 2 min bei 100 °C erwarmen; nach Abkuhlen mit 4%
SnCh-Losung bespriihen; Farbung nach einigen Minuten

(blaue Farbung der Phospholipide, z.B. PE, PC und ihre Lysoformen)

2.9.3.2. Lipidierung der Polyacrylamidtréager zur Enzymimmobilisierung

Die Lipidierung von magnetischen und nichtmagnetischen Polyacrylamidtragern zwecks nach-
folgender Immobilisierung der Cytochrom c-Oxidase erfolgte auf zwei chemisch verschiedene
Wege.

Die erste Variante, bei der das Lipid an die mit Cyanurchlorid aktivierte Oberflache kovalent ge-
bunden wird, ist bereits in Kapitel 2.4.7. beschrieben worden.

Ein zweiter Weg fuhrt Gber die Methode der Azidkupplung in einer wasserfreien organischen
Phase (THF) zu kovalent am Polymertrager gebundenem Phosphatidylethanolamin.

Zur Trocknung von THF werden 200 ml mit 7 g festem KOH versetzt und abdestilliert. Dabei
soll ein Rickstand von 50 ml im Kolben belassen werden. Dem abgekihltem Destillat figt man
etwa 2 g frisch geschnittenes Natrium hinzu und kocht 2 h unter Ruckfluf3. AnschlieRend wird
das THF uberdestilliert. Es kann gut verschlossen nur kurze Zeit aufbewahrt werden.
Triethylamin (TEA) wird getrocknet, indem man zu 200 ml 7 g KOH hinzugibt, tber Nacht in-
kubiert und danach destillliert. (TEA ist sehr hygroskopisch und sollte dicht verschlossen bei
4 °C nicht langer als eine Woche aufbewahrt werden.)

Zur Herstellung einer 2 N HCI/THF-L6sung leitet man aus kon&04 und NaCl gebildetes

und Uber konz. 80O, getrocknetes HCI-Gas in 100 ml wasserfreies THF. Die wéahrend des
Einleitens in THF auftretende Gewichtsdifferenz von 7,2 g entspricht einer 2 N HCI/THF-
Lésung. Sie sollte frisch verwendet werden.

2 g magnetisierte Polyacrylamidpartikel werden in das Hydrazidderivat tberfihrt (s. 2.4.1.) und
bei -20 °C (Trockeneis/Aceton) in 20 ml frisch hergestelltem 2 N HCI/THF suspendiert. Der
Suspension wird 0,3 ml vorgekuhltes t-Butylnitrit hinzugefugt. Nach 15 min neutralisiert man
die Losung durch tropfenweise Zugabe von 5,8 ml vorgekuhltem wasserfreiem TEA. Danach
wird der Suspension 150 mg Phosphatidylethanolamin, geldst in 2 ml wasserfreiem THF, zuge-
geben. Der Ansatz wird tUber Nacht geschittelt, wobei das Reaktionsgemisch langsam innerhalb
einer Stunde auf 4 °C erwarmt werden kann. AnschlieRend wéascht man die Trager mit 100 ml
THF und Uberflihrt sie Uber eine absteigende Ethanolreihe in die waldrige Phase. Die lipidierten
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Trager konnen in physiologischer NaCl-Lésung bei 4 °C aufbewahrt werden.

2.9.3.3. Immobilisierung der Cytochrom c-Oxidase am lipidierten Trager

Das gereinigte Membranenzym Cytochrom c-Oxidase rekonstituiert man im Zuge einer Deter-
gensdialyse, bei der in Gegenwart von detergensgeldstem Lipid groRe, unilamellare Vesikel ge-
bildet werden, die das Enzym inkorporieren. Diese Vesikel konnen in der Folge nach Fusion fest
Uber hydrophobe Wechselwirkungen am lipidierten Polymertrager binden.

10 mg trockenes PC wird in 2 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,5) mit 1,5 % Natriumcholat unter
Einwirkung von Ultraschall (4 °C, 5 min) geltst. Der Losung werden 10 mg gereinigtes Enzym
in 1 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,5) zugesetzt und erneut Ultraschall ausgesetzt (verandert
nach RGELL et al. 1985). Danach fuhrt man 500 mg lipidierter Polyacrylamidtrager hinzu und
dialysiert 12 h gegen 7 1 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,5) um das Detergens zu entfernen.

2.9.3.4. Aktivitatsbestimmung der immobilisierten Cytochrom c-Oxidase

Der MelRansatz zur Aktivitatsbestimmung des am Trager immobilisierten Enzyms setzt sich wie
folgt zusammen:

In 1,5 ml 50 mM entgastem Tris/Acetat-Puffer (pH 7,3) werden 50 pl einer 0,3 mM Cytochrom-
rec-Stammlosung zugesetzt. Es werden 25 mg enzymbeladenes Tragermaterial zugegeben. Die
Tragersuspension wird mit Hilfe eines Magnetrihrers in der Kivette aufgewirbelt. Alle 10 sec
wird der Uberstand photometrisch vermessen, indem man das Riihren unterbricht und die Trager
kurz absetzen laf3t. Die Zunahme des oxidierten Cytochrom c ermittelt man anhand der Extinkti-
onszunahme b&i=550 nm gegei=500 nm £=19,2 mM'cm™).
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Magnetisierte Polyacrylamidtrager

Der in der vorliegenden Arbeit zur Zellkultivierung eingesetzte Polymertrager ACRYLEX P4
(REANAL, Budapest, Ungarn) stellt ein Copolymerisat aus Acrylamid und N,N"-Methylen-bis-
acrylamid in Perlenform dar (Abb. 1). Variiert man bei der Herstellung das Konzentrationsver-
haltnis von Acrylamid und dem Vernetzungsreagenz, erhalt man Perlen unterschiedlicher Fe-
stigkeit und Porengrol3e. P4-Partikel besitzen eine Porengrof3e, die vom Hersteller mit einer
Ausschluf3grenze von 4000 angegeben wird, d.h. Molekile mit einem Molekulargewicht von
groRer als 4000 Da kdnnen nicht ins Tragerinnere eindringen (s. Tab. 2, Abb. 9). Daraus resul-
tiert der Einsatz dieser Polyacrylamidgele als Material fir die Gelfiltration. Die Porositat und
die Oberflachenladung der Partikel bestimmen ihr Quellvermégen, das eine zwei- bis dreifache
Volumenzunahme nach Wasseraufnahme zulafit.

Tab. 2 Parameter magnetischer und nichtmagnetischer Polyacrxylamidtrager (P4)

Parameter nichtmagnetische Trager magnetischer Trager
(Ausgangstrager) (mit Eisenprazipitaten beladep)
Durchmesser gequollen 70-220 pm 100-220 pm
trocken 40-120 um 80-160 pm
PorengroRe  gequollen Ausschluf3grenze fir Proteine mit MG > 4000 Da
trocker* 2.10°-210%pm 1:10°%-610°pm
Sedimentationsvolumen
jeg Trager  gequollen 1,72 cmt 0,89 cnd
trocken 12,48 cm 1,91 cn
Dichtep 1,25 glend 1,42 glcm
Quellungsfaktor 4.4 3,5
Tragerzahl / g gequollen 258.000 133.200
trocken 1.935.000 998.600
Trageroberflache /G
gequollen 182,24 crf 94,15 cm
trocken 1.367,77 crh 705,87 cm

 Die Werte wurden porosimetrisch ermittelt.

@ In die Berechnung zur Ermittlung der Partikeloberflache ging zum einen das innere Porenvolumen und die daraus
geschéatzte Flache der Porenwandung (porosimetrische Messungen) und zum anderen die auf3ere Oberflache des
Modells einer angenommenen idealen Kugel ein.
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Die Gr63e der trockenen Acrylex P4-Partikel variieren im Bereich zwischen 40 und 120 pm. Im
gequollenen Zustand erreichen sie Durchmesser zwischen 70 und 220 um. In Abhangigkeit der
am Trager durchgefuhrten chemischen Modifizierungen kdnnen deren Quelleigenschaften je-
doch stark verandert werden. Ist die Oberflache weniger polar und/oder haben hydrophobe Mo-
lekule gebunden, nimmt das Quellvermdgen abriaH 1991).

A

Abb 12. Unbehandelte P4-Partikel

Abb. 13 Elektronenmikroskopische Aufnahme der Oberflache eines P4-Partikels

Zur Magnetisierung der Polymerpartikel wird ihr gro3es Quellvermdgen genutzt, um kleinste
Préazipitate magnetisierbaren (ferrimagnetischen) Materials in die Poren einzufihren. Nach Ein-
quellen der Trager in einer £4€**-Salzlésung und anschlieRender Uberfiihrung in alkalisches
Milieu werden feine F#£, -Prazipitate ausgefallt @®CuyPER und HNIAU 1990a,b, 1988;

FAHLVIK et al. 1990), die nicht mehr ausgewaschen werden, da sie sich den Poren anpassen und
deren Volumen grof3tenteils ausfillen. Die Quelleigenschaften der Trager andern sich (Tab. 2).
Das anschlie3ende kraftige Waschen der Trager nach der Préazipitatbeladung gewébhrleistet eine
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weitgehende Sauberung der Partikeloberflache von anheftenden HI§eoXId-
Bestandteilen. Somit kann das aul3en freiliegende Polymergerist ungehindert chemischen Modi-
fizierungen unterzogen werden.

Fe;0, ist ein tiefschwarzes, komplexes Eisenoxidgemisch mit ferrimagnetischen Eigenschaften.
Herstellungsbedingt enthalt der Eisenoxidkomplex zusatzlich Spuren von rotbraunemsFe(OH)
Diese Eisenverbindungen gehen nur sehr schwer in Losung und gelten im neutralen pH-Bereich
als chemisch inert.

Aufgrund der ins Partikelinnere eingebrachtegzePrazipitate zeigen die beladenen Polymer-
partikel paramagnetisches Verhalten. Befinden sich die Partikel in einem Magnetfeld bauen sie
ein Dipolmoment auf, das verloren geht, wenn das Magnetfeld entfernt wird.

Ferromagnetismus ist eine bei Eisen, Nickel und Cobald und deren Legierungen auftretende
Kristalleigenschaft, die bewirkt, dafl3 diese Stoffe, setzt man sie einem auf3eren Magnetfeld aus,
ein eigenes Magnetfeld aufbauen. Ursache sind kleine, durch rotierende oder kreiselnde Elek-
tronenbewegungen erzeugte Ringstrome. Innerhalb kleiner Bereiche des Gitters (Weil3-Bezirke)
sind alle Spinrichtungen parallelisiert. Unter Einfluld eines Magnetfeldes kdnnen die verschie-
denen Spinrichtungealler Weil3-Bezirke in einesinheitliche Richtung ,,umklappen®, sodaf3

eine homogene und permanente Magnetisierung entsteht.

Bei Kristallen mit ferrimagnetischen Eigenschaften sind die Betrdge der Magnetisierung der
Untergitter verschieden. Ferrimagnetische Materialien sind Verbindungen mit der allgemeinen
Zusammensetzung Mee'O,. Me" bezeichnet ein zweiwertiges Metallion wie MnFée”,

Co®* und NF*. Warmebewegung wirkt der Ausrichtung der Gitter entgegen. Ferro- und Ferri-
magnetismus sind daher temperaturabhéangig.

Zur Bildung magnetischer Verbindungen kénnen neben Eisen andere Ubergangsmetalle ver-
wendet werden. Dabei missen zumindest zwei Bedingungen erfillt sein. Erstens mul3 die End-
verbindung der Koprézipitationsreaktion eine oder mehrere ungepaarte Elektronen beinhalten.
Zweitens mufd das Koprazipitat in der Lage sein, kubisch oder hexagonal dicht gepackte kristal-
line Strukturen zu bilden.

OwEN et al. (1989) beschreibt eine Reihe anderer Metallionen-Kompositionen, die neben Eisen
zur Herstellung magnetischer Prazipitate Verwendung finden kdnnen.

Die Kraft, mit der ein mit F€,-Prazipitaten beladener Polymertrager von einem Magneten de-
finierter Induktionsstarke (magnetische Induktion des in allen Versuchen verwendeten Perma-
nentmagneten: 0,45 Tesla) angezogen zu werden, h&ngt hauptsachlich vom Beladungsgrad der
Polymerpartikel ab. Dieser wiederum wird neben der PorengréRe durch die Menge der Eisen-
salzlosung gegebener Konzentration, die einer definierten Partikeleinwaage angeboten wird,
bestimmt. Bei Zugabe von kleinen Mengen Fe(IDlWBel(6sung, bei denen die Partikel nur die

Halfte ihrer maximalen Quellkapazitat erreichen, nehmen die Partikel nach Uberfiihrung in
stark alkalisches Medium eine braune Farbung an und geben keine mel3bare magnetische Reak-
tion unter unseren Versuchsbedingungen. Quellen dagegen die Polymerpartikel bis zur Satti-
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gung in Salzlésung ein, ist eine maximale Beladung erreicht. Das wird an der tiefschwarzen
Farbung der Polymerkugeln sichtbar. Diese erfahren im Magnetfeld eines Permanentmagneten
eine deutliche Ablenkung. Gleichzeitig erhéht sich mit zunehmender Eisenoxid-Beladung die
Dichte des Tragermaterials. Betrigbeim unbeladenen Tréager 1,25 glciso erhoht sich der

Wert beim beladenen Trager um 0,17 g/amf 1,42 g/cri (vergl. Tab. 2). Um die Trager im
wassrigen Milieu in homogener Suspension zu halten, ist mit zunehmendem Eisenoxidgehalt
eine intensivere Verquirlung des Milieus resp. mechanische Beanspruchung notwendig. Abb. 10
zeigt den Zusammenhang zwischen Eisenoxidbeladung und Gewichtszunahme der Trager auf.
Eine maximale Beladung ist erreicht, wenn der prozentuale GewichtsantegGyekea 12 %

betragt. Die Poren der porésen Matrix sind maximal gefullt.
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Abb. 14 Abhangigkeit der Beladung und der resultierenden Gewichtsdiffe-
renz von 0,5 g Tragermaterial von der Zugabe anAeE$50,-
LOsung

Eine Uberbeladung hatte zur Folge, dafR sich Eisenoxidprazipitate an der Trageroberflache anla-
gern, die aber durch intensives Waschen des Materials leicht wieder entfernt werden kdnnen
und die Polymermatrix ist an der Trageroberflache wieder frei zugangig.

Entfernt man das aul3ere Magnetfeld, welches die mit Eisenoxid beladenen Trager umgibt, geht
auch das magnetischen Verhalten der Polymerkugeln verloren, da die Restmagnetisierung (Re-
manenz) der eingeschlossenen Prézipitate vernachlassigbar klein ist. Die Partikel liegen verein-
zelt in der Suspension vor und aggregieren nicht.

3.2. Verhalten magnetisierter Polymerpartikel am magnetischen Gitter

Parallel angeordnete Metallstdbe aus Eisen- und/oder Nickellegierungen bilden, wenn sie senk-
recht in ein Magnetfeld gebracht werden, ein eigenes Magnetfeld aus (Abb. 9). Mit Eisenoxid
beladene Polymertrager werden dann von diesen Metallstdben angezogen und setzen sich dort
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fest. Ordnet man meherere Schichten dieser Metallstabgitter in geringem Abstand Ubereinander,
so erhalt man ein System, das dem Aufbau eines magnetischen Festbettreaktors entspricht. Je
nach Anzahl der Gitter ist das System in der Lage mehr oder weniger viele magnetisierte Poly-
mertrager zu binden und aufzunehmen. Dreht man das Gittersystem derart, da® die Metallstabe
langs zu den aul3eren Magnetfeldlinien plaziert sind, geht das Gittermagnetfeld verloren und die
Polymertrager fallen durch die Stébe. Die Gréf3e der magnetischen Induktion innerhalb des
Gittersystems laf3t sich nur schwer bestimmen, da das Feld durch die Metalldrahte modifiziert
wird. Die Induktionsgréf3e von 0,45 Tesla der von uns verwendeten anliegenden Permanentma-
gneten ist daher fur das Gittersystem nur als Naherung zu betrachten, zumal das an den Drahten
enstehende Magnetfeld abhangig von der Entfernung der Permanentmagneten zum System ist.
Die magnetischen Polymerpartikel werden bei angelegtem Magnetfeld an den Metallstaben fi-
xiert und fullen aufgelockert den Reaktorraum (Abb. 8).

Dadurch konnen die Partikel von allen Seiten und ortsunabhéngig von Medium oder
Reaktionspuffer gleichmaRig umspult werden, ohne einen nennenswerten Substratgradienten
durch Substratverbrauch in FlieBrichtung zu verursachen.

3.3. Oberflachenmodifizierung von Polyacrylamidtragern

Das Kohlenwasserstoffgertist der Polyacrylamidtrdger und deren endstéandige Carboxylamid-
Seitengruppen sind weitgehend chemisch stabil gegen Hydrolyse im pH-Bereich zwischen 1
und 10. Der Amidstickstoff kann jedoch auf verschiedene Weise durch andere Stickstoffverbin-
dungen ersetzt werden. Dadurch wird erreicht, da’ die Oberflache der Trager unterschiedliche
Ladungen erhalt und so einer Vielzahl von zu bindenden Liganden zuganglich werden kann.
Das schnelle Adharieren als Bedingung fur eine erfolgreiche Mikrocarrier-Kultur von Zellen ist
entscheidend abhangig von der Oberflachenbeschaffenheit der Matrix. Das Zellanheften an die
Trageroberflache ist ein physikalischer Prozel3 unter Beteiligung von van der Waals-
Interaktionen (GRSON 1981), aber auch Medienzusammensetzung, pH-WamkRr(C und
HIRTENSTEIN 1981), Oberflachenkrimmung der Trageroberfliche und Bewegungsintensitat der
Partikel im System haben einen grof3en Einflul3 auf die Zellhaftung am Mikrocarrier.
Umfangreiche Untersuchungen zur Derivatisierung von Polyacrylamidpartikeln fiksen |

und DNTzIs (1969) durch. Uber chemische Modifizierungen erzeugten sie dabei lonenaus-
tauschmaterialien verschiedener Kapazitaten. Zudem gelang es ihnen, Uber reaktive Polyacryl-
amidderivate Proteinstrukturen kovalent zu binden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit lag unser Bemuhen in der Herstellung eines geeigneten
Tragermaterials zur Immobilisierung adharenter Zellen (Rinderaugenlinsenepithelzellen und
Hepatozyten) und zur Immobilisierung membranstandiger Enzyme (Cytochrom ¢ Oxidase).

3.3.1. Variation der Oberflachenladung am Trager fur die Zellimmobilisierung

Das Anhaften und das Wachstum adharenter Zellen an eine Matrix hangt im entscheidenden
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Maf3e von deren Oberflachenbeschaffenheit und -ladung, sowie von den Eigenschaften der ge-
bundenen Liganden ab. Das Adharieren von Zellen wird durch Adhasionsproteine (Collagen
(Typ 1, Typ 1IV), Fibronectin, Laminin, Vitronectin, Entactin, Osteonectin, Chondronectin,
Thrombospondin) vermittelt, welche mit anderen Proteinen des Mediums um die Adsorption an
die Polymeroberflache konkurrieren. Die Zusammensetzung der Proteinschicht an der Oberfla-
che wird von den Eigenschaften des Polymers beeinflufze(S et al. 1993, GIESSERet al.

1994, LEE et al. 1994). Fir die verschiedenen Adhasionsproteine konnten in den Zellen Rezep-
toren nachgewiesen und zum Teil isoliert und charakterisiert werdeok (BND HORWITZ
1987a,b; MIGHES et al. 1987; BALHEISER und SCHWARTZ 1987). Der Zell-Substrat-Kontakt

fuhrt Gber eine Matrix/Adhasionsprotein/Rezeptor-Bindung zur Ausbildung eines Adhasions-
plagues. Im weiteren Verlauf bildet die Zelle eine grof3e Anzahl dieser Verankerungspunkte.

Die Haftung der Zellen an der extrazellularen Matrix ist von grundlegender Bedeutung flr die
Zellform, das proliferative Wachstum und die Zelldifferenzierung. Es ist daher notwendig, eine
fur die Adsorption der Adhasionsproteine geeignete Unterlage zu finden, um ein optimales
Wachstum der Zellen zu gewéhrleisten.

Mit der Modifizierung der Oberflachenladung des Polyacrylamidtragers sollte untersucht wer-
den, welcher Ladungsbereich und damit welches Polymerderivat fur eine Zellimmobilisierung
sich als am geeignetsten erweist. Die Modifizierung der Polymerpartikel erfolgte sowohl vor als
auch nach der Magnetisierung der Trager. Die ermittelten Seitengruppenkapazitaten waren in
beiden Fallen gleich, wie der im folgenden aufgefihrten Tab. 3 zu entnehmen ist.

Die Carboxylamid-Seitengruppen des Polyacrylamid-Kohlenstoffgertstes kénnen auf unter-
schiedliche Weise durch andere Stickstoffverbindungen ersetzt werden. Dabei wird erreicht, daf
die Tragermatrix unterschiedliche Oberflachenladungen aufweist und tber reaktivere Seiten-
gruppen weiteren chemischen Reaktionen leichter zuganglich werden. Beispiele sind Reaktio-
nen mit wasserfreiem Ethylendiamin und walrigem Hydrazin. Im stark alkalischen Medium
kénnen die Carboxylamidgruppen in reaktivere Carboxylgruppen tberfuhrt werden (Abb. 15).
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Abb. 15 Beispiele primérer Derivatisierungen von Polyacrylamid

An das Carboxylderivat kdnnen Uber eine carbodiimidvermittelte Kopplung Amine gebunden
werden.

Als reaktives Ausgangsderivat zur weiteren Oberflachenmodifizierung diente das im Zuge eines
primaren Derivatisierungsschrittes gebildete Hydrazidderivat. Ausgehend vom Tragerhydrazid
konnten das Succinyl- und das Phosphatylierte Derivat synthetisiert werden. Uber den Weg der
Acylazidierung gelang es, das Naphtolsulfonséaure-Derivat zu bilden, sowie das Protein Albu-
min am Tréager kovalent zu binden. (Abb. 16).
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Abb. 16 Reaktionsschema zur Bildung des Succinyl- und Naphtolsulfonsdure-Derivates und zur kovalenten Kupp-
lung von Albumin

Der Grad der Hydrazinolyse ist abhangig von der eingesetzten Hydrazinkonzentration und der
Temperatur (Abb. 17).
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Abb. 17 Abhangigkeit des Hydrolysegrades von derHydrazinkonzentration (A), derTemperatur (B) und der Reak-
tionszeit
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Zur Ermittlung der waRrigen Hydrazinkonzentration wurde die Lésung mit 1N HCl titriert.

Die Anzahl der funktionellen Gruppen (Kapazitat c in mM) am Trager konnte Uber eine Was-
serstoffionen-Bindungskurve ermittelt werden. Titriert wird beginnend bei 2 pH-Einheiten
oberhalb und endend bei 2 pH-Einheiten unterhalb des pK-Wertes der zu bestimmenden funk-
tionellen Gruppe. Die Berechnung erfolgte nach der allgemeinen Formel:

c=(Nv-[H', OH]-V) - w-B

Dabei ist N die Normalitat vom Titrationsmittel HCI, w das Trockenvolumen der eingesetzten
Polymertrager in Gramm und v das zur Titration bendtigte Volumen an HCIOM] symboli-

siert die ermittelte finale freie Wasserstoffionenkonzentration, wenn die Titration unterhalb pH
4,0 endet, oder die freie Hydroxylionenkonzentration, wenn die Titration oberhalb pH 10,0 be-
ginnt. V (Ausgangsvolumen der Tragersuspension in ml) geht in die Berechnung wie folgt ein:

V = 0,9935(Nettogewicht des Suspensionsvolumens - w)

Der Faktor 0,9935 ist das spezifische Volumen der 0,2 M KCI-Ldsung, in der die Titration
durchgefuhrt wird. w ist das Trockengewicht des eingesetzten Tragermaterials. Der Term B re-
prasentiert das Milliaquivalent gebundener Wasserstoffionen je Gramm trockenen Tragerderi-
vats innerhalb der pH-Grenzen der Titration, die am underivatisierten Trager oder an unbe-
stimmten funktionellen Gruppen, die im Verlauf der Herstellung eingefuhrt werden, binden.
Vom Hersteller ist diese unspezifisch&Bindung mit 0,003-0,005 mM/g innerhalb von 4 pH-
Einheiten angegeben.

Die spezifische Kapazitat C ist der Quotient aus gemessener Kapazitat ¢ und dem eingesetzten
Trockenvolumens des Tragermaterials.

C=clw

Die Anzahl der Hydrazidgruppen am Trager kénnte direkt durch Titration des Hydrazids ermit-
telt werden. Der niedrige pKa-Wert (2,6) jedoch liel3e in der Berechnung den Term der freien
Wasserstoffionen ([H-V) sehr hoch werden. Es wurde gefunden, daR die Uberfiihrung des Hy-
drazids in das Succinyl-Derivat des Hydrazids quantitativ verlauft. Die endstandige Carboxyl-
gruppe, die einem pKa=4,55 aufweist, kann exakt titriert werden. Weiterhin ist es notwendig,
die ,Hintergrund“-Kapazitat (zum grof3ten Teil endstéandige Carboxylgruppen, die tber Neben-
reaktionen eingefuhrt wurden) zu ermitteln, da diese bei der Titration des Succinyl-Derivats mit
erfaldt wird. Man bestimmt sie, indem man die Hydrazidgruppen einer anderen Tragerprobe
durch Acetylierung blockiert und das so gebildete Essigsaurehydrazid-Derivat im selben pH-
Bereich titriert. Schiel3lich ergibt sich zur Berechnung der endstandigen Hydrazidgruppen fol-
gendes Gleichungssystem.
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(1) Csun= (Nvy - [H']1V1)/w, (von der Bernsteinsaurehydrazid-Titration)
(2) Cactz= (NV2- [H']V 2)/w(1+0,058GH,) (von der Essigsaurehydrazid-Titration)
(3) Chz= Csunz- Cachz (mM/g Hydrazid-Derivat)

Der Term (1+0,058&,) dient zur Korrektur der unterschiedlichen Gewichte von Succinyl-
und Acetylhydrazid-Derivat.

Die maximale Hydrazid-Derivatisierung ergab danach eine Kapazitat von 1,53 mM/g Trager-
material. Polymertrager mit dieser Hydrazidkapazitat gingen in weitere Experimente ein.
Analog wurde die Kapazitat anderer Derivate ermittelt.

Infolge unterschiedlicher Derivatisierungen erhielt man verschiedene Oberflachenladungen am
Polymertrager. Die pK-Werte und die Kapazitaten der jeweiligen Derivate sind in der nachfol-
genden Ubersicht zusammengefal3t (Tab. 3).
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Tab. 3 Polymerderivate, deren pK-Werte und Kapazitaten

Derivat pK-Wert Kapazitat [mM/g]
(ermittelt Uber Wasserstoffionenbindungs-
kurve)
Carboxyl <2,0 2,08
Naphtolsulfonat <2,0 0,85
Hydrazid 2,6 1,53
Succinylhydrazid 4,6 1,53
Amid 7,0 ?
Phosphat (2) 6,8 0,94
(2) <2,0
Aminoethyl 9,2 1,14

In anschlieRenden Versuchen sollte der Einflu3 der Ladungsart und Starke auf das Adharieren
von Zellen untersucht werden. Es sollte sich ein Profil ergeben, nach dem ein bestimmter La-
dungsbereich fir ein erfolgreiches Anwachsen der Zellen an der Trageroberflache notwendig ist.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden in Kapitel 3.4.3. aufgezeigt.

3.3.2. Bindung von Phospholipid am modifizierten Polymertrager

Die Lipidierung der Polymertrager zielte auf eine starke Hydrophobisierung der Partikeloberfla-
che. Im Zuge der Kopplungsreaktion werden die Phospholipide tber ihre Kopfgruppen am Tra-
ger fixiert. Die langkettigen Fettsaurereste sind dabei nach aul3en gerichtetet und verleihen der
Trageroberflache einen hydrophoben Charakter.

Zum einen war die Frage zu klaren, in welchem Mal3e Zellen an lipidierten, hydrophobe Ober-
flachen adhérieren. Durch wiederholtes Beschichten mit Lipid im Zuge einer Dialyse sollten die
Trager im zweiten Schritt erneut hydrophiliert werden. Dabei entsteht eine bilayerartige, mem-
branahnliche Struktur. Es war die Frage zu klaren, ob Zellen in der Lage sind, an proteinfreie
Membranstrukturen zu binden, abzuflachen und festzuwachsen (s. 3.4.3.).

Zum anderen sollte infolge einer anschliel3enden Dialyse eine membranahnliche Oberflachen-
struktur erzeugt werden, in die membranverankerte Proteine inkorporiert und somit immobili-
siert werden kdnnen (s. 3.7.3.).

Bei der chemischen Reaktion zur Bindung von Dimyristoyl-Phosphatidylethanolamin (DMPE)
an die Matrixoberflache konnen die zu bindenden Lipidmolekile je nach Reaktionsmedium
entweder in organisch geloster oder aber in waldrig mizellarer (nicht geléster) Form vorliegen.
Mizellen sind sphéarische Gebilde amphiphiler Substanzen, deren Molekile sich in einem Zu-
stand minimaler freier Energie befinden. Um die mizellar angeordneten Lipidmolekile einer
chemischen Reaktion verfugbar zu machen, mufd die relativ stabile Mizellkonstruktion unter
energetischem Aufwand ,aufgebrochen” werden.
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Daher ist anzunehmen, daf3 chemische Reaktionen, an denen micellare Strukturen beteiligt sind,
mit deutlich geringerer Ausbeute ablaufen, als Reaktionen, bei denen Lipide molekular gel6st
vorliegen. Dies ist der Fall, wenn man die chemische Reaktion zur kovalenten Kupplung des
Lipids an die Polymermatrix im organischen Medium durchfihrt.

Es galt also die bestméglichen Bedingungen zu finden, bei der die Kupplungsreaktion mit hoher
Ausbeute verlauft, um die Trageroberflache dicht mit Lipidmolekilen zu besetzen. Um die
Menge des bei den Kopplungsreaktionen einzusetzenden Phosphatidylethanolamins abschatzen
zu kénnen, muf3ten Untersuchungen zur Oberflachenstruktur der Trager durchgefiihrt werden.
Uber porosimetrische Berechnungen konnte fiir trockene, nichtmagnetischer Polymertrager eine
spezifische Oberflache von etwa 1,4%mg Tragermaterial ermittelt werden. Fir magnetisierte
Tréager betrug die Oberflache etwa 0,72%6ny. Nach Untersuchungen vombbseR et al. (1981)

ist eine Lipidmonolayer dann stabil, wenn der Flachenbedarf fur ein PE-Molekil im Bereich
von 0,6 und 1,6 nfliegt. Um eine stabile DMPE-Monoschicht am Polymertrager zu erzeugen,
mifRten 5,34 ug bis 14,24 pg Lipid an 1 mg nichtmagnetische Polymertrager und 2,67 pg bis
7,12 pg an 1 mg magnetisierte Polymertrager gebunden werden.

LINRE (1986) und RTHE (1989) zeigten, dall Phospholipide im wassrigen Puffersystem Uber
eine Carbodiimidreaktion an die teilweise carboxylierte Polyacrylamidmatrix nur mit geringer
Ausbeute gekoppelt werden kdnnen. Als Kondensationsmittel diente Dicyclohexylcarbodiimid
(Abb. 18).

NH—CH2—CH2—R

0 0
}‘c“:()e + CGHll_N=C=N_C6H11 _— }‘C: /NH_CGHll >
o—C

\\N_CGHll
T
}—C—NH—CHZ—CHZ—R

Abb. 18 Kupplung von Phosphatidylethanolamin an den carboxylierten Polymertrager

R=Phosphatidyirest

Unter den bei INRE gegebenen Reaktionsbedingungen reichte die Menge der an der Parti-
keloberflache kovalent gebundenen Lipidmolekile nicht aus, um an der Trageroberflache eine
geschlossene membranahnliche Struktur aufzubauen.

Mit der Uberfiihrung in das Aminoethylderivat ist es moglich, tiber das Diazoniumsalzinterme-
diat im walirigen Milieu sowohl Proteine als auch Aminophospholipide zu binden (Abb. 19).
Aber auch hier verlief die Lipidbindungsreaktion mit ungenigender Ausbeute (0,689 pug/mg
nichtmagnetische Tréager).
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Abb. 19 Lipid/Protein-Bindung am Aminoethyltragerderivat Uber ein Diazoniumsalzintermediat

Die Durchfuhrung der Lipidkopplung im organischen Medium erfolgte zunachst nach dem
Chemismus der Azidkupplung (s. Abb. 16)u@cH 1991). Als Reaktionsmedium diente Tetra-
hydrofuran (THF). Zur Bildung des Azidintermediats wurde n-Butylnitrit als organisch I6sliches
Agenz verwendet. Da das zu koppelnde Lipid in diesem Ansatz molekular gel6st vorlag, sollte
eine hohere Bindungsrate zu verzeichnen sein. Tatsachlich konnten 6,87 g kovalent gebunde-
nes Phospholipid je mg nichtmagnetisiertes Tragermaterial nachgewiesen werden. Am magneti-

sierten Trager wurden 4,56 pg/mg gefunden.

Die Methode der Wahl fiel jedoch aufgrund der deutlich héheren Ausbeuten auf die Cya-
nurchlorid-vermittelte Aktivierung des Tragerhydrazids. Die Reaktion folgt dem in Abb. 20

dargestellten Mechanismus.
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ethylamin > }—CNHNH N cl
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Cl
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N\C;N
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Abb. 20 Kupplung priméarer Amine tber Dichlortriazin-Aktivierung
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Als primares Amin diente das zu bindende Phospholipid Phosphatidylethanolamin. Der Ablauf
der Reaktion gelingt sowohl im wafrigen als auch im organischen Milieu. Eine Phosphatbe-
stimmung ergab eine Bindungsrate von 7,53 pg Lipid je mg magnetischer Polymertrager und
8,86 ug je mg nichtmagnetisierter Polymertrager bei Reaktionsverlauf in wasserfreiem Dioxan.
Im wélrigen Milieu dagegen banden nur 3,51 pg bzw. 4,83 pg Lipid je mg Trager.

Als Alternative zum Tragerhydrazid ist es auch mdglich, ein Derivat mit endstandigen Hy-
droxylgruppen reagieren zu lassen. Dabei sollte die Effektivitat der Lipidkopplung sogar noch
erhoht werden. Amine binden bei der Cyanurchlorid-Akivierung an beide freien Chlor-atome
des Cyanurchlorids, d.h. eine ,Briickenbildung® zu benachbarten Aminogruppen (resp. Hy-
drazidgruppen) und somit eine geringere Zuganglichkeit des zu bindenden Phosphatidyl-
ethanolamins kann die Folge sein. Hydroxyl- oder Carboxylgruppen jedoch kdnnen mit nur ei-
nem Chloratom des Trichlortriazins reagieren. Damit bleibt die PE-Zugéanglichkeit fir die ande-
ren beiden Chloratome erhalten. Bei einer entsprechenden Versuchsreihe mit beiden Tragerderi-
vaten (Hydrazidderivat und Bernsteinsaurehydrazidderivat) konnten allerdings keine wesentli-
chen Unterschiede in der Kupplungsrate festgestellt werden. Es ist anzunehmen, daf3 ein Cya-
nurchloridiiberschul® bei der Aminaktivierung keine ,Brickenbildung” zuld3t und das Lipid
theoretisch an jeder Dichlortrazingruppe binden kann.

Es konnte gezeigt werden, dal3 nach erfolgter Lipidierung die gebundene PE-Menge in einem
Bereich lag, innerhalb dem man eine geschlossene Monolayer zu erwarten hatte. Nach einer
Relipidierung (Dialyse) fand man einen 4- bis 5-fachen Wert (31,4 pg Lipid je mg Trager). Da-
bei hatte sich statt einer Bilayer eine Multilayer am Trager gebildet, die einer 4- bis 5-fachen
Lipidschicht entsprach. Eine anschlieRende Delipidierung (intensives Waschen in organischem
Losungsmittel) entfernte die Multischicht und hinterlie3 nur kovalent gebundene PE-Molekiile
am Trager.

Desweiteren wurde versucht, die Menge an PE zu ermitteln, die sich rein adsorptiv an die Ma-
trixoberflache anlagert. Dazu wurde ein Kontrollversuch durchgefihrt, bei dem die Trager ohne
das Kupplungsreagenz zum Ansatz kamen. Auch hier konnte Lipid nachgewiesen werden, des-
sen Menge jedoch nicht fur die Ausbildung einer dichten Monolayer ausgereicht hétte
(Abb. 21).
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PE-Beladung [ug/mg Tréger]
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Abb. 21 PE-Beladung von Kontrolltrdger und Trager mit kovalent fixiertem PE

Die gestrichelten Linien markieren den Grenzbereich, in dem eine Mono-
bzw. Bilayerschicht als stabil gilt.

Vergleicht man die statistische GrofRenverteilung lipidierter und nichtlipidierter Trager, so er-
kennt man eine deutliche Abnahme der Durchmesser der Partikel nach der Lipidierung (Abb.

22).
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Abb. 22 Vergleich der GroRenverteilung lipidierter und nichtlipidierter Trager
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Eine mdglicher Erklarung dafur ware die Abnahme der Oberflachenladung und die Zunahme
der Hydrophobizitat lipidierter gegeniiber nichtlipidiertern Tragern. Beide Anderungen wirken
dem Quellvermdgen entgegen.

3.3.3. Bindung von Collagen am modifizierten Polymertrager

Mit der Beschichtung der Polymerpartikel mit Collagen sollte am Trager eine ideale Oberflache

zur Zelladhasion geschaffen werden, wie sie in der konventionellen Monolayerkultur adharenter
Zellen zur Anwendung kommt (s. Einleitung). Die Bindung und das anschlie3ende Abflachen

der Zellen am Collagen erfolgt Uber eine spezifische Wechselwirkung zwischen Protein und
Adhasionsproteinrezeptoren der Zellmembran. Eine Collagenschicht an der Trageroberflache
sollte daher die Zelladhasion und das Abflachen der Zellen am Polymerpartikel fordern (s.

3.4.3.und 3.6.).

Zur Bestimmung des am Trager gebundenen Collagens wurde eine neu entwickelte turbidime-
trische Methode eingesetzt. Aufgrund der Unldslichkeit in alkalischem und neutralem Medium
und des geringen Gehalts an Tyrosin und Tryptophaowgy et al. 1951; @ou und
GoOLDSTEIN 1960) ist die herkdbmmliche Proteinbestimmung nackviy fur Collagen nicht
anwendbar. Die Quantifizierung durch Hydroxyprolin §#$sSNER 1961) ist ebenfalls nicht
moglich, da das teilweise hydrolisierte Polyacrylamidtragermaterial eine zu grof3e Eigenfarbung
aufweist. Auch die Proteinbestimmung nagkaBFORD (1976) ist ungeeignet, da das Collagen

bei der Prozedur ausflockt.

Fur eine relativ einfache und schnelle Collagenbestimmung wurde die Prazipitation des Proteins
aus einer starken, 36% Harnstoff enthaltenden Sé&urelésung (Trichloressigsaure, TCA) genutzt.
Die Zugabe von Harnstoff verhindert dabei das Ausflocken des Proteins in der TCA-L6sung
(mit oder ohne 10% SDS). Eine Ausflockung beobachtet man auch dann, wenn die zu messen-
den Proteinproben 40% Harnstoff enthalten und diese in harnstofffreie TCA-Losung gegeben
werden. Um die optimale Proteinldsung (maximale Tribung ohne Ausflockung) zu ermitteln,
wurde eine Mischung aus 20 ul Probe und 100 pl einer Lésung bestehend aus 36% Harnstoff,
3% SDS und 30% TCA 2- bis 6-fach in harnstofffreiem SDS/TCA verdinnt. Bei einer dreifa-
chen Verdinnung wurde eine maximale Tribung gefunden. Dies zeigt die optimalen Verdin-
nungsverhaltnisse der Losungsbestandteile bei der turbidimetrischen Bestimmung auf. Diese
Abhangigkeit ist in Abb. 23 dargestellt, bei der zusatzlich zu Collagen eine Proteinbestimmung
von Albumin durchgefihrt wurde.
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Abb. 23 Abhangigkeit der Triibung vom Grad der Verdinnung
20 ul Proteinlésung (50 pg/ml) werdenliO ul 36% Harnstoff in
SDS/TCA gel6st und entsprechend mit SDS/TCA verdinnt. Die re-
sultierende Harnstoffkonzentration ergibt sich aus der Verdinnung.

Weiterhin war die Abhangigkeit des Pobenvolumens vom Gesamtansatzvolumens zu berick-
sichtigen. Erhéht man das Probevolumen, steigt damit der Proteinanteil und sinkt der Anteil an
Harnstoff im Ansatz. Anhand Abb. 24 ist erkennbar, daf3 bei Proteinproben groRRer als 50 pl auf
100 pl 36% Harnstoff in SDS/TCA der Tribungsgrad abnimmt. Um sicher zu gehen, sollte da-
her das Probenvolumen 40 pl auf 100 pl nicht Uberschreiten.
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Abb. 24 Abhangigkeit der relativen Absorption von der GréRRe des
Probenvolumens

Die Empfindlichkeit der turbidimetrischen Methode gegentber der herkémmlichen Hydroxy-
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prolinbestimmung fiir Collagen (@&ssNER1961) erwies sich als doppelt so hoch (Abb. 25).

14
® turbidimetrische Bestimmung (334 nm)
B Hydroxyprolinbestimmung (565 nm)

Absorption

0,5 1,0 15 2,0
Collagen [mg/mi]

Abb. 25 Bestimmung des Collagengehalts durch Turbidimetrie und Hygroxy
linmethode
Die Hydroxyprolinbestimmung zeigt geringere Standardabweichung und
eine langere Linearitat, ist jedoch bedeutend zeitaufwendiger und wird
durch viele Substanzen gestort.

Die Methode ist ausreichend linear bis zu einer Absorption von 0,85 (Korrelationskoeffizient
R=0,9972), was einer Probenkonzentration von 1000 pg/ml entspricht. Es wurde gefunden, dal3
ein Proteingemisch im Ansatz additive Werte der einzelnen Proteinbestandteile ergibt.

Ein besseres Fitting wird durch eine Polynomialregression dritten Grades (R=0,9996) erreicht.
Ermittlungen der Collagenkonzentration einer Probe, die sowohl turbidimetrisch als auch tber
die Bestimmung des Hydroxyprolingehalts errechnet wurde, zeigte nach Korrelation mit
R=0,9996 in einem Bereich bis 1,20 mg/ml, dal? beide Methoden &quivalent sind.

Damit konnte die Eignung der Methode zur Bestimmung von an Tragerunterlagen nichtkovalent
gebundenem Collagen etabliert werden.

Bei der Collagenierung der Polyacrylamidtrager banden 54% des urspriinglich zum Ansatz ge-
gebenen Collagens. Die restlichen 46% flockten im Uberstand aus und wurden in den darauf-
folgenden Waschprozeduren entfernt (Tab. 4).
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Tab. 4 Relative Verteilung des Collagens zwischen collage-
nierten Trégern und Uberstand

Probe Collagengehalt [%

Polymertrager 541
Uberstand 29,8
1. Waschung 14
2. Waschung 6,p
3. Waschung 1p
4. Waschung o,p
2. ungebunden 45,9|

Das zur Tragerbeschichtung eingesetzte Collagen betrug 6000 pg im Ansatz, was durch Hy-
droxyprolinbestimmung nach Saurehydrolyse der verwendeten Collagenlésung ermittelt wurde.
Schlief3lich konnten 6186 pg Collagen nach der Beschichtung (gebunden und ungebunden,
Tab. 4) unter Verwendung der turbidimetrischen Bestimmungsmethode wiedergefunden werden.
Am Tragermaterial banden 1,62 pg/mg Tragermaterial. Diese gute Wiederfindungsrate stellt die
Turbidimetrie als eine geeignete Proteinbestimmungsmethode zur quantitativen Erfassung von
Collagenkonzentrationen dar.

3.3.4. Bindung von Albumin am modifizierten Polymertrager

Die Beschichtung der Trageroberflache mit Albumin sollte eine Aussage dartber erbringen, ob
adharente Zellen unspezifisch an Proteine binden, die keine typischen Erkennungssequenzen fir
Adhasionsproteinrezeptoren der Zellenmembran aufweisen. Nach einer eventuellen unspezifi-
schen Anlagerung der Zellen an die Polymeroberflache (unpezifische Ladungseffekte) war zu
untersuchen, ob in der Folge eine Abflachung der Zellen als Voraussetzung fir eine erfolgrei-
chen Kultivierung zu beobachten ist (s. 3.4.3. und 3.6.).

Die Menge des an der Polymermatrix kovalent gebundenen Albumins konnte nicht direkt am
Trager ermittelt werden. Eine Hydrolysierung des Tragermaterials einschlie3lich des gebunde-
nen Albumins und anschlielender Proteinbestimmmung naaiRy.(1951) oder BADFORD

(1976) konnte aufgrund der Eigenfarbung des Tragermaterials nicht durchgefuhrt werden. Die
turbidimetrische Bestimmung war ebenfalls ungeeignet, da das Albumin kovalent an der Poly-
mermatrix verankert vorlag und somit nicht einer harnstoffvermittelten Ablésung zugefuhrt
werden konnte.

Zur Bestimmung des am Trager gebundenen Albumins wurde die Proteinkonzentration vor und
nach der Kupplungsreaktion nacbwry (1951) ermittelt.

Im Laufe der chemischen Kopplung banden 64,1% des urspringlich eingesetzten Albumins.
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Der Rest im Uberstand wurde zunéchst abpipettiert und durch wiederholtes intensives Waschen
entfernt (Tab. 5).

Tab. 5 Relative Verteilung des Albumins zwischen albumi-
nierten Tragern und Uberstand

Probe Albumingehalt [%0]

Polymertrager 64,1
Uberstand 23,8
1. Waschung 7B
2. Waschung 4.0
3. Waschung 0,B
4. Waschung o,p
2. ungebunden 35,9|

Von dem eingesetzten 1 g Albumin konnten somit 641 mg an 1 g Tragermaterial gebunden wer-
den. Im Gegensatz zu den mit Collagen beschichteten Tragern lag das Albumin an der Matrix
kovalent gekoppelt vor. Es war daher nicht méglich, das Protein nachtraglich unter Einwirkung
von Detergenzien vom Trager zu entfernen. Nach der Kopplungsreaktion verklebten die Trager
nicht, sie blieben vereinzelt in Suspension.

3.4. Immobilisierung und Kultivierung von Rattenhepatozyten an magneti-
schen Polymertragern

3.4.1. Medienzusammensetzung, Tragermodifizierung und Zellanhaftung

Die Fahigkeit und die Effektivitat der Haftung und des Wachstums isolierter Leberzellen an fe-

sten Matrizes ist abhéngig vom Kulturmedium, vom Zusatz entsprechender Wachstumsfaktoren,
von der Oberflachencharakteristik der angebotenen Unterlage und von Kultivierungsbedingun-
gen wie Begasung, Temperatur und mechanischer Beanspruchung. Nur die optimale Abstim-
mung aller fur Wachstum und dem gleichzeitigen Erhalt der hepatozytenspezifischen Funktio-
nen verantwortlichen Faktoren gewahrleistet eine erfolgreiche Langzeitkultivierung.

3.4.2. Kulturmedium und Zusatze, Begasung

Die Komplexitat der zur Verfligung stehenden Zellkulturmedien macht es notwendig, Medien
zu selektieren, die speziell der Kultivierung von Hepatozyten angepal3t sind. Fur den Erhalt dif-
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ferenzierter Funktionen von Leberzellen in Kultur hat sich neben Medium 188r\&et al.

1983), Chees” essential Medium (CEMAUdGuUI et al. 1994), Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium (DMEM) (LECLUYSE et al. 1994) und Waymouth’s 721/1 Mediunr(@&oL et al.

1982; MoRGAN und DARLING 1994) besonders Williams Medium E bewahrio@diN UND

PAINE 1983; MyosHI et al. 1994yAN 'T KLoosTERet al. 1994). Dieses Medium wurde spezi-

ell fur die Langzeitkultivierung adulter Leberzellen vonLMAMS und GUNN (1974) entwik-

kelt.

Durch Zusatzen von Hormonen, Wachstumsfaktoren und Spurenelementen zum Vollmedium
kénnen die Wachstumsbedingungen der Zellen optimiert werdmr{get al., 1991) (Tab. 6).

Tab. 6 Zuséatze zum Kulturmedium Williams™ Medium E zur Optimierung der Wachstumsbedingungen von He-
patozyten

Zusatz Funktion

Puffersubstanzen (NaGQpH-Stabilisierung
HEPES)

Gentamycin, Strep-Antibiotika
tomycin, Penicillin

Dexamethason verbesserte Ausbildung von Cytoskelettmorphologien f(fr eine
Zellanhaftung an extrazellularen Unterlagen

DMSO Unterstitzung des Erhalts der Albuminsynthese, Forderurjg der
Zellassoziation in Kultur, Erhalt der Zelldifferenzierung, Einyir-
kung auf Cytoskelettausbildung

Insulin Forderung der Zellanhaftung, Erhalt der Zellfunktionen

Glucagon Erhalt der Zellfunktionen, unterstitzender Einfluss auf Erhdlt der
Albuminsynthese

epidermaler WachstumgWachstumsunterstlitzung, Erhalt der Hepatozytenmorphglogie
faktor (EGF) und gewebsspezifische Funktionen

Apo-Transferrin gewahrleistet verstarkte Aufnahme vofif Bed FE€" bei Hepa
tozyten, Erhaltung der Eisenbalance

Die Zugabe der unphysiologischen Substanz Dimethylsulfoxid (DMSO) zum Kulturmedium
bewirkt neben der direkten unterstitzenden Wirkung zum Funktionserhalt der Hepatozyten (Al-
buminsynthese) auch einen EinfluR auf die Morphologie der in Kultur befindlichen Hepato-
zyten.

LANDRY et al. (1985) berichteten, dal3 frisch isolierte und auf Plastikunterlagen eingesate He-
patozyten innerhalb 2-5 Tagen spontan aggregieren und vereinzelte Zellinseln bilden. Histologi-
sche Schnitte zeigten zentral im Zellaggregat entstandene Lumen, die als gallenréhrenahnliche
Struktur gedeutet wurden. Diese Selbstorganisation fihrte wéhrend der weiteren Kultivierung
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zu dreidimensional strukturierten Zellkomplexen bei Erhalt hoher Zellfunktionalitat.

Beim Einsatz adharenter Matrizes, wie sie bei vorliegenden Untersuchungen zum Einsatz ge-
bracht wurden, konnte zunachst keine spontane Aggregation der Hepatozyten zu Zellinseln ge-
funden werden, da die Zellen innerhalb kurzer Zeit an der Unterlage festwuchsen und einen
konfluenten Zellteppich bildeten, der auch nach langerer Kultivierung erhalten blieb (Abb.
26A). Erst nach Zugabe von 1% DMSO ins Kulturmedium frisch isolierter Hepatozyten konnte
nach 2-3 Tagen eine Zellaggregation beobachtet werden (Abb. 26B).

Abb. 26 3-tdgige Monolayerkultur von Hepatozyten ohne DMSO-Zusatz (A) und mit 1% DMSO-Zusatz (B)

Jedoch konnte eine Erhdhung der untersuchten hepatozytenspezifischen Funktionen (Phenolro-
tabbau, Harnstoffsynthese) bei Dauerkultivierung gegeniber DMSO-freier Monolayerkultur
nicht beobachtet werden. Das entspricht den Befunden ARSORSWINGERTERUND S\LTZMAN

(1993), nach denen Proliferation und differenzierte Zellfunktion im reziproken Verhaltnis ste-
hen. Da eine Aggregation zu Zellinseln auf einer adh&renten Unterlage nach Ausbildung eines
konfluenten Zellteppichs ein dreidimensionales Wachstum bei intensiver Proliferation voraus-
setzt, nimmt im gleichen MalR3e die differenzierte Funktionalitat der Leberzellen ab. Obwohl die
Gesamtzellzahl steigt, bleibt die ,Nettoleistung” gleich.

Man kann daher schluf3folgern, dal? der Zusatz von DMSO ins Kulturmedium fiir Langzeitkulti-
vierungen von Hepatozyten unter den gegebenen Bedingungen in geringen Mengen (0,1%) for-
derlich, in hoheren Konzentrationen (1-2%) jedoch nicht zweckmafig ist.

Serum enthalt eine wichtige, wenn auch kaum definierte Mischung der verschiedensten wachs-
tumsfordernden Substanzen (Polypeptide, Hormone, Lipide und Spurenelemente). Die Zugabe
von fetalem Kalberserum zum Kulturmedium erhoht die Effizienz der Zellanhaftung an die
Unterlage (KLBERG und HANDLOGTEN 1988). Die im Serum enthaltenen Proteaseinhibitoren
erhohen die Uberlebensrate, fiir spezifische Hepatozytenfunktionen leisten sie keinen Beitrag
(ReID et al. 1986, zitiert in BRRY et al. 1991). In Gegenwart von Serum Uberwuchern eventuell
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noch in der Kultur befindliche Fibroblasten die Hepatozyten innerhalb kirzester Zeit, wahrend
Kulturen mit epithelialer Morphologie in serumfreiem Medium geschitzt siad $S1985,

zitiert in BERRY 1991). Es ist daher angebracht, den Serumzusatz im Verlauf der weiteren Kulti-
vierung stark einzuschrénken oder ganz darauf zu verzichten.

Der hohe Sauerstoffverbrauch von intakten Hepatozyten (7 pumol/g Trockengewicht je Minute)
erfordert eine zu jeder Zeit ausreichende Begasung des Kulturmediums. Sinkt der Sauerstoff-
partialdruck im Medium auf weniger als 10 mm Hg, ist der Stoffwechsel der Zellen stark einge-
schrankt. Zunéchst zeigen sich Ausstilpungen an der Zellmembran (Blebs), die in den ersten
Minuten einen reversiblen Mangelzustand reflektieren. Bei anhaltendem Sauerstoffdefizit ster-
ben die Zellen innerhalb 1-2 Stunden. In der Leber herrscht ein Sauerstoffpartialdruck im Be-
reich zwischen 1 und 60 mm Hg, im Mittel 20 mm Hg®gBY 1991). Daher durfte die Zufuh-

rung von Luftsauerstoff, bei der sich einp@n bis zu 150 mm Hg im Medium einstellt aus-
reichend sein. Bei einer Begasung mit Carbogengas wird ein Partialdruck von 680 mm Hg er-
reicht. Es gibt jedoch in der Literatur keinen Hinweis darauf, dal3 der Metabolismus isolierter
Hepatozyten differiert, wenn die Zellen einem,p©On 680 oder 150 mm Hg ausgesetzt sind.

3.4.3. Hepatozytenwachstum auf magnetischen Polymerpartikeln

Primarkulturen sind im allgemeinen in Bezug auf die Kulturbedingungen anspruchsvoller als
etablierte Zellinien. Unter anderem liegt das daran, daf3 sich viele Zellinien von Tumorgeweben
ableiten und daher einen reduzierten Bedarf an Wachstumsfaktoren besitzen. Rattenhepatozyten
vermehren sich in Kultur kaum. Die Liste der Zusatzstoffe, die Primarzellen fir ein zufrieden-
stellendes Wachstum bendtigen, ist lang und beinhaltet Faktoren, die dem Kulturmedium beige-
fugt werden missen, um eine Anheftung der Zellen zu unterstitzen. Die chemische Charakteri-
stik der Unterlagen, auf denen Priméarzellen wie Hepatozyten kultiviert werden kdnnen, ist von
besonderer Wichtigkeit. Literaturuntersuchungen belegen, dal’ die Kultivierung von Hepato-
zyten an Cytodex 1 Mikrocarriern (positiv geladene N,N-diethylaminethyl-substiuierte Dex-
tranpartikel) und an Cytodex 3 Mikrocarriern (Dextranpartikel mit kovalent gekoppelter Colla-
gen (Typ I)-Schicht, Pharmacia, Schweden) gelingtiga et al. 1985, AHARI et al. 1988,
Vossund $IBERT 1991).

Neben l6slichen Mediatoren liefern auch die unloslichen Cytoskelettelemente Uber spezifische
Membranrezeptoren wichtige Informationen ins Zellinnere, die dartber entscheiden, ob die
Zelle an der Matrix haftet oder nicht. An dem komplexen Vorgang der Zell-Substrat-Haftung
sind eine Reihe verschiedener Proteine beteiligt (Adhasionsproteine, Rezeptoren der Adhasi-
onsproteine, Proteine des Membranskeletts und Cytoskelettprotew®)ufid GASER 1990).

Die Oberflache von Mikrocarriern, die fur Zellkultivierungen genutzt werden sollen, ist somit
diesen Bedurfnissen der Zelle anzupassen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Eignung magnetisierter Polyacrylamidpartikel fur
die Kultivierung von Leberzellen als Alternative zu bereits etablierten Zellkulturen an Mikro-
carriern untersucht werden. Dazu wurden die Trager unterschiedlichen Oberflachenmodifizie-
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rungen unterzogen. Ziel dabei war es, sowohl die Ladung der Trageroberflache und den Grad
der Hydrophobizitéat zu variieren als auch die Trager mit Proteinen zu beschichten, die der Zel-
lanhaftung forderlich sind. Zugleich war der Einflu3 der Magnetitablagerung im Inneren der
Tragermatrix auf das Zellwachstum zu prifen.

Die Bedingungen, unter denen sich die Zellen an Unterlagen heften, sind kritisch. Die
Anheftungsrate ist gering, wenn Zellen und Microcarrier sich in einem grof3en
Inkubationsvolumen befinden. Unter diesen Bedingungen reicht der im Inkubationspuffer
geléste Sauerstoff nicht aus, um die Zellen ausreichend zu versorgen. Leitet man dagegen
Carbogengas wahrend der Inkubation in das Medium ein, werden die Zellen aufgewirbelt und
ihnen fehlt die nétige Ruhephase von 2-3 Stunden, um fest an die Tragerunterlage binden zu
konnen. Eine hohere Anheftungsrate wird erreicht, wenn die Inkubation in einem
vergleichsweise  kleinen Volumen in flachen Petrischalchen unter Carbogenatmosphare
durchgefuhrt wird. Durch die geringen Diffusionswege des Sauerstoffs im flachen
Medienvolumen ist eine ausreichende Begasung der Zellen bei gleichzeitiger pH-Stabilisierung
gewabhrleistet.

Ein weiterer Faktor, welcher sich zwar nicht auf das unmittelbare Anheften der Zellen auf die
Unterlage auswirkt, jedoch einen direkten Einfluf3 auf weiteres Wachstum und Proliferation der
Zellen am Trager nimmt, stellt das Verhaltnis von Partikelmenge und zugegebener Zellzahl dar
(BUTTLER und THILLY 1982). So konnte IBLIG (1987) bei der Mikrocarrierkultur von MRC-5-
Zellen zeigen, dald eine Beimpfungsrate von 2 Zellen/Tragerpartikel die gleiche finale Zelldichte
erreichte wie eine Beimpfung von 4,4 Zellen/Tragerpartikel.

In Abhangigkeit von der Oberflachenladung der Polymertragerderivate ergeben sich unter-
schiedliche Zellanhaftungsraten (Abb. 27). Im Trend wird deutlich, daf3 mit zunehmendem pK-
Wert die Zellhaftungsrate zunimmt. Wahrend am stark negativ geladenen Naphtolsulfonsaure-
derivat (pKa<2,0) kaum Zellen binden, kann am leicht negativierten (Hydrazid, pKa=4,6) und
am neutralen Trager (Amid) ein gutes Zellwachstum beobachtet werden. Die besten Wachs-
tumsbedingungen sind am stark positiven Aminoethyltragerderivat zu beobachten. Die Zellver-
teilung an den Tragern entspricht einer Gaul3schen Normalverteilung, wobei die Menge der un-
bewachsenen Trager unter 5 % liegt. Das trifft jedoch nicht flr das Naphtolsulfonsaurederivat
zu. Hier lag der Anteil der nichtbewachsenen Trager bei 40 %.

Diese Beobachtungen entsprechen herkdmmlichen Befunden, nach denen positivierte Oberfla-
chen (WEzEL und VAN DER VELDEN-DE GROOT 1978) und endstédndige Aminogruppereglet

al. 1994) einen unterstitzenden Einflu auf die Zellanhaftung haben.
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Abb. 28 Zellhaftungssrate an magnetischen Polymerpartikain kovalent
gekoppelten Lipid- und Proteinschichten

Neben der Oberflachenbeschaffenheit der Polyacrylamidtrédger kann eine deutliche Abhangig-
keit der Zellhaftung von der Beladung der Trager miCgePrazipitaten nachgewiesen werden.
Diese Abhéangigkeit ist in Abb. 29 anhand des Hydrazid-, des Succinylhydrazid-, und des Ami-
noethylderivates dargestellt.
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Abb. 29 Durchschnittlicher Zellbewuchs je 100 Tragerpartikel fir drei verschiedene Derivate in
Abhéangigkeit von der Beladung mitJ&& nach 10 Stunden Inkubation
Die maximal mdgliche Ausfiillung des Porenvolumens eines Polymertragers entspricht ei-
ner 100%igen Belaahg. Bei einer Uberladund 20%) haften zusétzlich Prazipitatschol-
len am Trager und verdecken Teile der zugénglichen Polymeroberflache.

Mit zunehmendem RO,-Gehalt der Polymertrager binden mehr Zellen an der Polymeroberfla-
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che, so dal3 die hochste Zellbeladungsrate bei maximaler Eisenoxidbeladung der Polymerparti-
kel erfolgt. Bei einer Uberladung der Trager (120 %) decken an der Oberflache angelagerte Ei-
senoxidprazipitate einen Teil der sonst zugénglichen Polymermatrix ab. Damit geht der Einfluf3
der Oberflachenladung auf die Zellhaftung verloren, die Zellhaftungsrate nimmt ab.

Der Einfluld der FgO,-Préazipitate auf das Zellwachstum kann mit einer langsamen Eisenionen-
abgabe aus dem Tragerinneren erklart werden. Versuche, bei denen maximal mit Eisenoxid be-
ladene Polymertrager im Zellkulturmedium tber meherere Stunden geschuttelt werden, lassen
eine sehr geringe aber stete Auslaugung der Trager erkennen (Abb. 30). Wahrend konventio-
nelle Kulturmedien mit einem Zusatz von 5 % fetalem Kalberserum etwa 0,085 pgrehfe

halten, erhoht sich der Eisengehalt nach 60 stiindiger Auswaschung der Polymertrdger um
0,057 ug/ml. Die resultierende Eisenkonzentration von 0,142 pg/ml im Kulturmedium liegt
komplett transferringebunden vor und entspricht nur 7 % des Eisengehaltes, wie es unter In vi-
vo-Bedingungen im Blutplasma zu finden ist (1,7 pg/ml Plasma). Wenn man davon ausgeht,
dal3 die aus dem Polymerpartikel diffundierenden Eisenionen eine lokale Konzentrationserho-
hung am Trager hervorrufen, ist die unmittelbare Zellumgebung eisenreicher und kénnte dem
Eisenionengehalt des Bluplasmas entsprechen. Da jedoch auch diese Eisenionen sofort von
Apotransferrin gebunden werden kénnen und somit nicht frei im Medium vorliegen, ist diese
lokale Eisenkonzentrationserh6hung physiologisch und fir die Zellen unkritisch.

Die freigesetzten Eisenionen sind fur den Stoffwechsel der Leberzellen verfiigbar. Fr die mei-
sten Zellen ist das Serumtransferrin die einzige verfligbare Eisenquelle im Organismus. Die Le-
ber besitzt die wichtige Rolle der Eisenspeicherung zur Biosynthese von Hamoglobin oder an-
derer Eisenproteine. Der Eisentransport Gber Transferrin und der lonenaustausch mit den Leber-
zellen reprasentieren beim Menschen ca. 10 % (0,4 g) des Eisenturnovers im Stoffwechsel-
kreislauf (YOUNG und ASEN 1988). Hepatozyten besitzen eine grof3e Anzahl Transferrin-
Rezeptoren. Ein Rattenhepatozyt weist etwa 37.000 Rezeptormolekile fur Transferrin auf, wel-
che das mit Eisenionen gesattigte Protein mit eine Dissoziationskonstantepw®2 M bin-

den (YouNG und AiSeN 1980). Die Aufnahme in die Zelle erfolgt Gber eine Endozytose des be-
ladenen Transferrins, das im sauren Milieu der Endosomen seine Bindung zum Eisen verliert
und im weiteren als Apotransferrin wieder von der Zelle abgegeben wird. Das Eisen wird in der
Zelle von Ferritin aufgenommen und in dieser Form gespeichert. Der durchschnittliche Eisen-
gehalt im Rattenleber-Ferritin liegt bei ca. 2.500 bis 3.000 Atomen, wobei bis zu 4.500 Atome
aufgenommen werden konnennNber und MUNRO 1972). In diesem voll beladenen Zustand
reprasentiert das Eisen etwa 26% der Molekularmasse des Protewiee(RL978). Bei Bedarf

kann das Eisen fur Biosythesewege freigegeben werden.
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Abb. 30Auswaschung von Eisen aus maximal beladenen magnetischen Polyacrylamidtra-
gern.
100 mg Tragermaterial (Trockengewicht) wird in 10 ml Kulturmedium suspen-
diert und tber 60 Stunden gerthrt. Der Eisengehalt wird flammenphotometrisch
ermittelt.

Da freie Eisenionen verschiedene cytotoxische Radikalbildungsprozesse katalysieren (Bildung
von Superoxidradikalen, Peroxidation von ungesattigten Fettsduren, Fenton-Reaktionen), erhéht
sich die Syntheserate des Ferritins in der Zelle als natirlicher Schutzmechanismus, wenn der
Eisenionengehalt im die Zelle umgebenden Medium steigt. Die Aufnahme, Speicherung und der
Metabolismus von & und Fé*-lonen gehért daher zu den grundlegenden Eigenschaften und
Funktionen von Hepatozyten. Eine retardierte, aber stetige und vor allem konstante Eisenionen-
abgabe der Polymerpartikel und die damit verbundene lokale, zellnahe Konzentrationserh6hung
konnte eine Zellanhaftung unterstitzen. Im Gegensatz dazu wurdelwat &al. (1993) eine
kurzfristige Erhéhung der Zellproliferationsrate durch Zusatz vonzHaQinphysiologisch ho-

her Konzentration bei immobilisierten Zellen beschreiben. Er beobachtete in Gegenwart von
Insulin nach Zugabe von 10 uM Fe@0,56 pg/ml freies ) in das proteinfreie Kulturmedi-

um eine Steigerung der Wachstumsrate um 100 %. Nach seinen Untersuchungen ist in Gegen-
wart hoher Konzentrationen an®téonen die Zugabe von Transferrin fir das Zellwachstum
nicht notwendig. Ein hoher Eisenzusatz wirke sich nicht toxisch auf die Zellproliferation aus.
Eine Erklarung, wie die Zellen freie Eisenionen transferrinunabhéngig aufnehmen und warum
eine Uiberhéhte B&Konzentration der Zelle nicht schadet, konnie hicht aufweisen.

Ob bei der F&-Aufnahme Transferrin im entscheidenden MaRe mit beteiligt sein muR, der Ei-
senionentransport Uber das Konzentrationsgefélle in die Zelle erfolgt oder ob beide Méglich-
keiten zutreffen, konnte bisher nicht eindeutig bestatigt werden. Beide Umstande wirden jedoch
den stimulierenden EinfluR der von uns eingesetzten magnetischen Polymertragern auf das
Zellwachtums erklaren.
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3.5. Langzeitkultivierung im magnetischen Gitterreaktor

Fur eine Langzeitkultivierung von Hepatozyten ist es zweckméalRig, die Polymertragercharge mit
den besten Zellhaftungsbedingungen einzusetzen. Bei den Vorversuchen konnte gezeigt werden,
dalR magnetisierte, collagenbeschichtete Polyacrylamidtrager die glnstigste Voraussetzung zur
Zellkultivierung besitzen. Fur die Untersuchungen der Hepatozytenkultivierung im magneti-
schen Gitterreaktor (s. 2.7.) sollten daher ausschlieZlich collagenbeschichtete Trager eingesetzt
werden.

Der Hepatozytenbewuchs am Trager erfolgt vor der Reaktorbeladung in Plastikkulturschalchen.
Dabei kann die notige Ruhephase von mehereren Stunden zur Zellanhaftung eingehalten wer-
den.

Unter sterilen Bedingungen wird die Befullung des Reaktorraumes durchgefuhrt.

Mit einer Durchflu3rate von 5 ml/min wird Uber eine Peristaltikpumpe carbogenbegastes Kul-
turmedium im zyklischen Verfahren durch den Reaktorraum gepumpt. In regelmafigen Abstan-
den werden dem Reaktorraum Trager- und Medien-Proben entnommen, um Morphologie und
Wachstumszustand der Zellen und deren Funktionalitat Uber einen Zeitraum von 21 Tagen zu
Uberprufen und zu vermessen.

Die morphologischen Untersuchungen ergeben ein unterschiedliches Zellwachstumsverhalten in
den ersten 24 Stunden nach der Reaktorbestiickung im Vergleich zur verbleibenden Kultivie-
rungszeit. Wahrend die Zellen in den ersten Stunden noch abgerundet am Trager haften, flachen
sie sich im weiteren Verlauf zusehends ab (Abb. 31 A, B). Haufig ist eine Aggregation der Po-
lymertrager zu beobachten, bei der die Zellen gleichzeitig am benachbarten Partikel anwachsen
und als ,Kittsubstanz" beide Trager ,verkleben“. Mit dieser Zellanordnung ist eine bipolare
Adhé&sion gewabhrleistet, wie sie auch in vivo durch die extrazellulare Matrix des perisinoidalen
Raumes vorgegeben ist (Abb. 32). Am Ende des Kultivierungszeitraumes (3 Wochen) bedecken
die Zellen flach und netzartig einen Grof3teil der Partikeloberflache (Abb. 32A). Die Zellzahl
blieb innerhalb der Versuchsperiode konstant. In diesem Zeitraum konnte eine Vermehrung der
Zellen nicht festgestellt werden.
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Abb. 31 Fluoreszenzaufnahmen von Hepatozyten kultiviert an collagenierten magnetischen Polyacrylamidtragern
nach 20 Stunden (A) und nach 72 Stunden (B)

Abb. 32 Hepatozytenkultur an collagenierten magnetisierten Polacrylmidtragern zu Beginn (20 Stunden, A) und
am Ende des Kultivierungszeitraumes (20 Tage, B)

An zwei ausgesuchten Beispielen wird die metabolische Aktivitat der kultivierten Leberzellen
im Gitterreaktor aufgezeigt (Harnstoffsynthese und Glucuronidierung).

Die Leber ist das einzige Organ, in dem eine quantitativ bedeutende Harnstoffsynthese stattfin-
det. Obwohl ein Teil des Ornithinzyklus als Bestandteil der Harnstoffbiosynthese auch in ande-
ren extrahepatischen Zellen ablauft, findet man die Enzyme des ersten, entscheidenden Schrittes
(die Metabolisierung von Ammoniak Uber Carbamylphosphat zum Citrullin) ausschlief3lich in
der Leber (Carbamylphosphatsynthetase und Ornithintranscarbamylase).

Um die Harnstoffsyntheseaktivitat der Zellen im Reaktor bestimmen zu kénnen, wurde die
zeitabhangige Harnstoffkonzentration durch Zugabe von 1 mM Ammoniumchlorid stimuliert.
Der im Laufe der Kultivierung kumulierte Harnstoff ist ein Mal3 fur die Syntheseleistung der
kultivierten Hepatozyten (Abb. 33). Zum Vergleich wurden die Harnstoffsynthesewerte einer
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Monolayerkultur bestimmt, deren Kulturbedingungen (Kulturperiode, Verhaltnis Zellzahl zu
Medienvolumen) der Reaktorkultur adaquat gewahlt wurden.

T I
—m®— Reaktorkultur
----e--- Monolayerkultur

Harnstoffkonzentration [mM]

~3-¢

T T T T T T T T T
8 10 12 14 16

Kulturperiode [d]

Abb. 33 Zeitabhangige kumulative Harnstoffkonzentration in der Reaktorkultur und in der Monolayerkultur.
Medienwechsel erfolgte am 6., 12. und 18. Tag.

Die Befahigung zur Harnstoffsynthese kann in der Reaktorkultur fur langere Zeit auf hoherem
Level gehalten werden. Wahrend in den ersten 4 Tagen die Syntheserate im Reaktor der Harn-
stoffproduktion in der Monolayerkultur entspricht, kann bereits nach 5-6 Tagen ein Unterschied
bei der Harnstoffsyntheseeffizienz zwischen beiden Kulturen festgestellt werden. Am 10. Tag
betragt bei der Monolayerkultur die Harnstoffsyntheserate nur noch etwa zwei Drittel im Ver-
gleich zur Reaktorkultur. Der Riickgang der Syntheseleistung ist auf eine Entdifferenzierung der
Leberzellen im Reaktor und in der Monolayer zuriickzufiihren, da die Anzahl der gebundenen
Zellen wahrend der gesamten Kultivierungsperiode konstant blieb.

Die zweite untersuchte metabolische Aktivitat der kultivierten Hepatozyten ist die Fahigkeit der
Zellen zur Glucuronidierung des Indikatorfarbstoffes Phenolphtaleinsulfonsaure (Phenolrot).
Glucuronidierung ist fur die Leber das meist genutzte Verfahren, Xenobiotika fir die Exkretion
zu metabolisieren (MLER und MLLER 1985). Das Schlisselenzym dieser Reaktion ist die
UDP-Glucuronosyltransferase. Als Donatorsubstrat fungiert stets die UDP-Glucuronsaure, wo-
bei die Verbindungen, welche als Akzeptormolekiile zur Verfligung stehen, vielgestaltig sein
kénnen.
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Unter vergleichbaren Bedingungen wurde der Phenolrotmetabolismus in der Reaktorkultur und
in der konventionellen Monolayerkultur ermittelt. In Abb. 34 ist der Glucuronidierungsgrad in
Abhangigkeit von der Zeit dargestellt.
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Abb. 34 Zeitabhangiger Glucuronidierungsgrad in Reaktorkultur und Mono-
layer im Vergleich
Medienwechsel erfolgte am 6., 12. und 18. Tag.

Im Vergleich ist auch hier langerfristig eine deutlich bessere Umsatzleistung in der Reaktorkul-
tur im Vergleich zur stationaren Monolayerkultur zu verzeichnen. Am 10. Tag entspricht die
Syntheseleistung der Monolayerkultur nur noch 70 % der Kultur im Reaktor.

Es ist wahrscheinlich, da’ durch eine Akkumulation spezieller Stoffwechselprodukte im Medi-
um bei dem von uns gewahltem zyklischem Mediendurchsatz im Reaktor die Syntheseleistung
der Zellen gehemmt wird. Es muf3 bei weiteren Untersuchungen Uberprift werden, ob beim
nichtzyklischen Verfahren verbunden mit einem kontinuierlichen, langsameren Medienflul3 eine
Entdifferenzierung weiter verzégert werden kann.
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3.6. Immobilisierung von Rinderaugenlinsenepithelzellen und humanen Na-
belschnurvenenendothelzellen (HUVEC)

Magnetisierte Polyacrylamidtrager sollten sich auch zur Immobilisierung und Kultivierung
weiterer Zellarten eignen. Um dies zu zeigen, wurden den Tragern Epithelzellen aus Rinderau-
genlinsen und Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) zugefuhrt. Dabei sollte eine ge-
nerelle Eignung der neuentwickelten Partikel zur Zellimmobilisierung nachgewiesen werden.
Auf eine quantitative Analyse und Optimierung ist hier bewul3t verzichtet worden. Vielmehr
ging es darum, eine allgemeine Abhéangigkeit zwischen Zellanhaftung/-bewuchs und Oberfla-
chenbeschaffenheit der Polymertrager aufzuzeigen. Weiterhin sollte untersucht werden, ob der
Magnetisierungsgrad der Polyacrylamidtrager einen Einflu3 auf das Zellwachstum an der Parti-
keloberflache erkennen laf3t.

Die zu immobilisierenden Zellen liegen zunéachst nach Trypsinierung in Suspension vor. Durch
Zugabe von serumhaltigem Medium kann die Wirkung des Trypsins aufgehoben werden. Die
Zellen sind nun bestrebt, an einer geeigneten Unterlage zu adharieren. Das zugefiigte Serum
enthalt Zellbindungsproteine, wie Fibronectin, Vitronectin u.a., die fur die Zelladhasion essenti-
elle Faktoren darstellen. Diese Proteine mussen an der Oberflache der Trager adsorbieren, bevor
die Zellen an der Trageroberflache haften bleiben, in der weiteren Folge abflachen und prolife-
rieren konnen. Daher ist auch hier die Modifizierung der oberflachlichen Polymerstruktur hin-
sichtlich Ladungsart und der Anzahl der ladungstragenden Gruppen von entscheidender Wich-
tigkeit. Wird wahrend der Anhaftungsphase extern kein Serum resp. kein Adh&sionsprotein zu-
gegeben, so adharieren die Zellen lediglich schwach, ohne dal3 es zu einer spezifischen Wech-
selwirkung zwischen zelleigenen Adhasionsproteinrezeptoren und der extrazellularen Matrix
kommt (FORESTELL et al. 1992). Die Zellen flachen nicht ab und wachsen nicht an der Unterla-
ge fest. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dal3 es Zellinien (z.B. diploide Fibroblasten) gibt, die
in der Lage sind, Fibronectin zu sekretieren, sodafl? es in diesem Fall nicht notwendig ist, dieses
Glycoprotein extern hinzuzufiigen.

Fur die erfolgreiche Anhaftung der Zellen an die Trageroberflache ist eine Ruhephase von einer
halben (Epithelzellen) bis zu 2 Stunden (Endothelzellen) nach Zelleinsaat notwendig. In dieser
Zeit fuhrt der Zell-Substrat-Kontakt zur Haftung der Zellen an der Trageroberflache. Es tritt ei-
ne deutliche Zellabflachung ein. Je nach Beschaffenheit der Trageroberflache wachsen und pro-
liferieren die Zellen in den folgenden Tagen mehr oder weniger gut.

Bereits bei der Kultivierung von Hepatozyten war eine deutliche Abhangigkeit des Zellbewuch-
ses von der Oberflachenladung zu verzeichnen. Auch bei der Immobilisierung von Endothel-
und Epithelzellen wird deutlich, daf? mit zunehmender Positivierung (steigender pK-Wert) der
Trageroberflache die Zellhaftungsrate zunimmt (Abb. 35).
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Abb. 35Zellhaftung von Epithel- und Endothelzellen an verschiedenen magnetisierten Trager-
derivaten nach 24 Stunden Kultivierung

Im Gegensatz zu den Versuchen zur Immobilisierung von Hepatozyten (s. 3.4.3., Abb. 22) I6sen
sich beide Zellarten nach 5-6 Tagen nicht von der Oberflache, sondern vermehren sich an der
Trageroberflache durch Zellteilung.

Griunde dafir sind die unterschiedlichen Anspriiche der verwendeten nichttransfizierten Zellini-
en. Endothel- und Epithelzellen gelten als relativ gut kultivierbar bei konstantem DNA-, RNA-
und Protein-Syntheseraten innerhalb der gesamten Kultivierungsphase. Hepatozyten dagegen
widerfahren im Laufe der Monolayerkultivierung betrachtliche Veranderungen in Genexpressi-
on und Differenzierung (s. S. 11). Diese munden schlief3lich in Veranderungen des Adhasions-
verhaltens der Zellen. Die Adhésionsraten an den jeweiligen Tragerchargen sind jedoch zu Be-
ginn der Kultivierung bei Hepatozyten, Endothel- und Epithelzellen etwa gleich (Abb. 27,
Abb. 35). Dies zeigt, dal3 die Umgebungsbedingungen, unter denen adharente Zellen wachsen
nicht gleich derjenigen sein mussen, unter denen die Kultur initialisiert wird.

Bei der Kultivierung der Endothel- und Epithelzellen an den Partikeln der Naphtolsulfonat- und
Bernsteinsaurehydrazidderivate erfolgt eine Verdopplung der Zellzahl nach 5-6 Tagen, wéhrend
sich auf Tragern der Amid- oder Aminoethylderivate die Zellzahl bereits nach 3-4 Tagen ver-
doppelt hat.
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Abb. 36 Endothelzellen auf Aminoethyl-derivatisierten magnetischen Po-
lyacrylamidtragern (24 Stunden Kultivierung)
Die Zellen wurden mit Calcein angefarbt.

Abb. 37 Epithelzellen auf Aminoethyl-derivatisierten magnetischen Polyacry-
lamidtragern (24 Stunden Kultivierung)
Die Zellen wurden mit Calcein angefarbt

Limitierend ist schlie3lich die Gesamtheit der Partikeloberflache. Bei Oberflachenmangel kon-
nen die Zellen in mehreren Schichten Ubereinander wachsen oder sie l6sen sich nach Zellteilung
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vom konfluenten Zellverband und gehen in Suspension. Die Zellproliferation wird einge-
schrankt und kann bei folgenden Subkultivierungen zu Wachstumsstoérungen fiihren. Wird eine
Zelldichte von 15-18 Zellen/Trager erreicht, werden die Zellen durch Trypsinieren abgeldst und
an einer weiteren Tragercharge subkultiviert.

Die effektivste und schnellste Zellhaftung konnte jedoch an Tragern gefunden werden, die mit
Collagen beschichtet wurden. Dies deckt sich mit unseren Ergebnissen der Hepatozytenkultivie-
rung. Eine Hydrophilierung durch Albuminbeschichtung oder eine Lipidierung ergeben eine
Trageroberflache, an die Endothel- und Epithelzellen nicht oder nur sehr wenig adharieren. Die
Zelladhasionsproteine der beiden Zelltypen finden an Lipid oder Albumin keine funktionelle
Domane, die als Bindungsort fur eine Zellhaftung fungieren kann. Nur sehr wenige Zellen (etwa
eine Zelle pro Tragerpartikel) binden unspezifisch (Abb. 38).
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Zellzahl/100 Trager
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Abb. 38Zellhaftung von Endothel- und Epithelzellen an magnetischen Polymertra-
gern mit kovalent gekoppelten Lipid- und Proteinschichten nach 24 Stun-
den Kultivierung

Weiterhin konnte festgestellt werden, dafd der Grad der Eisenbeladung im magnetisierten Parti-
kel, wie bereits bei der Hepatozytenkultivierung gefunden wurde, einen EinfluR auf die Zell-
haftung ausubt (Abb. 39). Allerdings ist der bei Endothel- und Epithelzellen gefundene Effekt
nicht derart deutlich. Eine Uberladung, bei der das Eisenoxid einen GroRteil der Trageroberfla-
che bedeckt (Beladung 120 %) hat zur Folge, das nur ein Finftel der Zellen adharieren.
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Abb. 39Zellhaftung von Endothel- und Epithelzellen an aminoethylierten Polymertrégern in Abh&ngigkeit der re-
lativen Eisenoxidbeladung

Eine toxische Wirkung des Eisenoxids auf die Zellen konnte nicht nachgewiesen werden, da die
Zellen ohne sichtbare Beeintrachtigung proliferieren. Der postulierte fordernde Effekt einer
steigenden Eisenkonzentration im Trager geht konform mit Untersuchungen zum Einflu3 von
Fe**-lonen auf die Proliferation von Zellen IlbER und MUNRO 1972, YounG und ASEN

1988, ELIGMAN et al. 1992, U et al. 1993, RHARDSON 1997). Dabei konnte gezeigt werden,

dal3 Eisen einen essentiellen Faktor fur die Zellproliferation darstellt. Transferrin gilt als das
Transportprotein zur Eisenaufnahme in die Zelle. Lymphozyten, wie auch andere Zellarten, rea-
gieren auf erhéhten Eisenbedarf mit einer erhéhten Expression von membranstandigen Trans-
ferrin-Rezeptoren. Im Gegensatz dazu kann der gezielte Einsatz von Eisenchelatoren Zellen
schadigen (Anwendung in der Krebstherapie einschlie3lich Neuroblastoma und Leukamie,
RICHARDSON 1997). Neben der transferrinvermittelten Eisenaufnahme ist auch eine transferrin-
unabhangige Resorption nachgewiesen worden&®8AN et al. 1992). Es ist anzunehmen, dal3

der magnetisierte Polymertrager eine extrazellulares, retardierendes Eisendepot darstellt, das
einen zellularen Eisenmangel im Medium kompensieren kann und somit die Zellproliferation
positiv beeinflul3t. Die Zellen sind in der Lage, das aus der Unterlage diffundierende Eisen di-
rekt zu nutzen.
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3.7. Immobilisierung der Cytochrom c-Oxidase

Transmembran-Proteine besitzen in die Membran eingebettete Bereiche aus hydrophoben Ami-
nosaureresten, die die gesamte Membran durchspannen. Die Aktivitdt der Membranenzyme
hangt dabei in der Regel von der chemischen Zusammensetzung und dem physikalischen Zu-
stand der umgebenen Lipidphase ab. Oftmals besteht eine obligatorische Lipidabhéngigkeit.

Bei der Immobilisierung von Membranenzymen ist daher die Struktur und die Zusammenset-
zung der Lipidphase, die sie durchspannen, von grof3er Bedeutung. Eine einfache Adsorption
der Membranenzyme an hydrophoben Unterlagen haben eine deutlichen Aktivitatsverlust zur
Folge.

Liposomen bilden ein geeignetes System zur Immobilisierung von Membranproteinen (Proteo-
liposomen). Sie stellen kleine, kugelférmige Gebilde dar, in denen konzentrisch angeordnete
Lipidbilayer und Wasserschichten alternieren in denen die Proteine bei Erhalt ihrer nativen
Konformation. Diese Vesikel sind jedoch sehr klein (25 nm bis 1 um) und sind bei der Verwen-
dung in technischen Verfahren nur schwer handhabbar. Nach Adsorption an festen Matrizes
breiten sich Liposomen auf der Oberflache aus, I6sen sich aber bereits bei geringen mechani-
schen Beanspruchungen von der Unterlage ab.

Die kovalente Fixierung von Lipidmolekilen an der Polyacrylamidmatrixoberflache (s. 2.9.3.2.)
schafft eine stabile, membranahnliche, bilayerartige Lipidstruktur, in die Membranproteine fest
verankert werden kénnen. Bei mechanischen Einwirkungen ist die Lipidschicht fest genug mit
der Unterlage verbunden, um nicht abgesplilt zu werden. Die Enzymaktivitdt am Trager bleibt
Uber langere Zeit erhalten (Operationsstabilitat).

Verbunden mit den magnetischen Eigenschaften der lipidierten Polymertrager lassen sich diese
Protein-Trager-Komplexe nach der Reaktion von der Reaktionslosung schnell tber magnetische
Kréafte abtrennen und wiederverwenden. Der Einsatz dieses Systems im magnetischen Gitterre-
aktor (s. 2.7.) ware denkbar.

Am Beispiel der Immobilisierung von Cytochrom c-Oxidase an lipidierte, magnetisierte Po-
lyacrylamidtréger soll die Effektivitat und die Stabilitdt des Immobilisierungsystems aufgezeigt
werden.

3.7.1. Eigenschaften und Reinigung der Cytochrom c-Oxidase

Cytochrom c-Oxidase (EC 1.9.3.1) stellt das letzte Enzym der Atmungskette aller héheren Or-
ganismen dar. Es katalysiert den Elektronentransfer vom Cytochrom ¢ zum molekularen Sauer-
stoff. Gleichzeitig ist die Reaktion mit einem Protonentransport gekoppelt.

4 Cytochrom ¢ (F&) + nH;* + O, ———= 4 Cytochrom c (F&) + (n-4)H," + 2 H,O

Das Enzym ist ein Y-férmiges Transmembranprotein, was in der inneren Mitochondrienmem-
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bran lokalisiert ist. Die beiden Arme des Proteins (M1- und M2-Doméne) durchdringen die
Membran, wahrend der Stiel (C-terminal) etwa 5,5 nm weit in den Membranzwischenraum
hineinragt (ENIs 1986). Die drei Hauptuntereinheiten (I bil§ mit einem Molekulargewicht
zwischen 26000 und 56000 Da sind in der mitochondrialen DNS codiert, alle anderen (Unter-
einheiten IV bis VII, M<20000Da) sind cytoplasmatischen Ursprungs. Wahrend der Enzym-
komplex in Hefen aus den genannten 7 Untereinheiten besteht, konnten im Enzym aus Rinder-
herzen 12 Untereinheiten nachgewiesen werdesgBnd SEFFENS1978). Das Molekularge-

wicht des Gesamtenzymkomplexes betragt MG=200.000 Da.

Cytochrom ¢ Fa’ cu
Il
5,5 nm
I
Cytosol Vil
~ 7\
~ g !
Membran Vi //VI \\: [ ,I 4,0 nm
\\ _ /’ / \
S i
‘ I
Matrix - 1,5nm
6,0 nm

Abb. 40 Topologie der Untereinheiten der Cytochrom c-Oxidase (nazh ¥980)

Die Cytochrom c-Oxidase enthalt als redoxaktive Bestandteile zwei Kupfer-Zentrgmuri@u

Cug) und die Hame a undg,aliber die die Elektronen zum Sauerstoff gelangen. Das bei,der O
Reduktion enstehende, stark basischeABion bindet zwei Protonen und geht dabei in Wasser
uber.

Fur die Aufrechterhaltung ihrer funktionellen Aktivitat benétigt die Cytochrom c-Oxidase an-
gelagerte Phospholipide. Das aktive, gereinigte Enzym ist umgeben von etwa 20 % Phospholi-
pid (Yu et al. 1985). Das entspricht 0,2-0,3 mg Phospholipid/mg ProteaEl(Ret al. 1985,

Azzi 1985). Es konnte gezeigt werden, dafld Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin
(PE) und Diphosphatidylglycerol (DPG) éRAMOVITCH et al. 1990) als essentielle Phospholi-
pide in der Lipidummantelung enthalten sind. Eine restlose Delipidierung des Enzymkomplexes
ist bei der Reinigung zur anschlieRenden Membranrekonstitution zum einen nicht méglich und
zum anderen zur Aufrechterhaltung der Funktionalitét nicht notwendig.

Nach Angaben meherer AutorenAf@Lbl und BRIGGS 1976, MALMSTROM 1979, FhARTZELL et

al. 1978, WRTzELL und BEINERT 1974) lassen sich folgende Parameter aus einer gereinigten
Cytochrom c-Oxidase-Fraktion ableiten (Tab. 7).
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Tab. 7 Charakteristische Parameter der isolierten Rinderherz-Cytochrom c-Oxidase

Aktivitat (umol Cyt. c/sec je pmol 100-400
Ham a)

Ham a (nmol/mg Protein) 10-14

Kupfer (ng Atome/mg Protein) 11-13

Phospholipid mg/mg Protein 0,01-0,5

Absorbtionsmaxima (nm)
o, reduziert 604 a, oxidiert 598
v, reduziert 445 v, oxidiert 417

Fur die Isolierung mit anschlieBenderAufreinigung gelten folgende Reinheitskriterien, nach de-
nen die Sauberkeit einer Enzymfraktion charakterisiert werden kann:

® keine Cyt h-Banden bei=560 nm im reduzierten Zustand

® keine Cyt. ¢-Bande beih=552 nm im reduzierten Zustand

® keine modifizierte Cyt. c-Oxidase (Banden-Schulterds&i22 nm im reduzierten
Zustand)

® das \erhaltnis der Bandenintensitat ve@45 nm (red.) unad=422 nm (ox.) sollte
1,25 oder hoher sein

® das \erhaltnis der Bandenintensitat ver280 nm (ox.) und.=445 nm (red.) sollte
2,5 oder weniger sein

Nach der Reinigungsprozedur konnten 11 nM Ham a je mg Protein nachgewiesen werden. Dar-
aus wurde eine spezifische Aktivitat von 1,32 uM Cytochrom c/sec je mg Protein ermittelt. Die-

se Ergebnisse stimmen mit den in der Literatur beschriebenen gereinigten Cytochrom c-
Oxidase-Fraktionen Uberein. Das Spektrum der gereinigten Fraktionen ist in Abb. 41 aufgezeigt.
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Abb. 41 Spektrum der gereinigten Cytochrom c-Oxidase
Durchgezogene Linie: oxidierte Praparation
Gestrichelte Linie: reduzierte Praparation

3.7.2. Eigenschaften und Reinigung von Cytochrom c

Als Redox-Cofaktor des Cytochrom c-Oxidase-Enzymkomplexes dient die Hamgruppe des
Cytochrom c fur die Elektronentbertragung. Dabei dndert das Eisen-lon des Ham seine Wertig-
keit (F€*<>Fe*). Damit verbunden ist eine Anderung des Absorbtionsspektrums der Ham-
gruppe, die sich photometrisch verfolgen laf3t. Abb. 42 zeigt einen Ausschnitt des sichtbaren
Spektrenanteils des Cytochrom c.
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Wellenlange A

Abb. 42 Spektrum von Cytochrom ¢
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Mit zunehmender Oxidation schwindet der Reduktionspeak As®51 nm, wahrend bei
A=522 nm ein Oxidationspeak entsteht. Das Verhaltnis der Absorptionswerte beider Wellenlan-
gen stellt den Anteil reduzierten Cytochroms zur Gesamtmenge im Volumen dar.

Eine hundertprozentige Reduzierung des Cytochrom c erfolgt durch Zugabe nur weniger Kérn-
chen Natriumdithionit. Dieses Reduktionsmittel muf3 vor der Reaktion mit Cytochrom ¢ Oxida-
se entfernt werden. Dazu wird das Cytochrom c an einer Sephadex G50-S&ule gereinigt (Abb.
43).
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Abb. 43 Reinigung des reduzierten Cytochrom ¢ an einer Sephadex G50-Saule

Die Fraktionierung wurde Uber UV-Detektion verfolgt. Dabei konnten nach der Reinigung drei
Peaks identifizieren werden, wobei der Hauptpeak, der die Fraktionen 14-21 umfalite, dem als
Monomer vorliegendem Cytochrom c entsprach. In den Fraktionen 9-13 lag das Cytochrom c
vermutlich gebunden als Dimer vor. Die Fraktionen 25-34 enthielten nicht zu identifizierende
Bestandteile, denen neben freiem Ham andere Reste, die bei der Gewinnung des Cytochrom c
aus Rinderherzen als Verunreinigungen anfallen, zuzuordnen sind. Die beiden letztgenannten
Fraktionsgruppen wurden nicht naher untersucht und konnten verworfen werden.
Untersuchungen der monomeren Cytochrom c-Fraktionen ergaben, dal3 mit aufsteigender Frak-
tionsnummer der Reduktionsgrad des Cytochrom ¢ zunahm. Wahrend in Fraktion 14 der Re-
duktionsgrad nur 75 % betrug, war in Fraktion 17 88 % und in Fraktion 20 95 % des Cytochrom
c reduziert.

Die Fraktionen 18-21 wurden zusammengefal3t. Diese ergaben einen Gehalt von 48,8 mg 92 %
reduziertes Cytochrom c in einem Gesamtvolumen von etwa 13 ml. Das entsprach einer Kon-
zentration von 300 uM. Demnach betrug bei urspriinglich eingesetzten 90 mg Cytochrom c die
Ausbeute der Aufreinigung 54 %.
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Die Aktivitat der Cytochrom c-Oxidase kann mit der Abnahme des Reduktionspeaks von Cyto-
chrom c bei=551 nm gegei=600 nm im Zweiwellenlangenmodus verfolgt werden.

3.7.3. Immobilisierung von Cytochrom c-Oxidase am lipidierten Polyacrylamidtrager

Die Immobilisierung von Enzymen stellt eine Variante der Enzymmodifizierung dar, bei der das
Enzym an polymeren Tragermaterialien Uber einen Polymer-Enzym-Komplex an einer festen
Matrixstruktur verbunden ist. Bei der Fixierung wird das Enzym in seiner Beweglichkeit einge-
schrénkt. Dabei verandern sich dessen Eigenschaften zum Teil erheblich. Aufgrund der Bindung
an einem wasserunléslichen Stoff kann das Enzym als Feststoff betrachtet und eingesetzt wer-
den. Daraus ergeben sich entscheidende Vorteile gegeniber der |8slichen Enzymform. Es wird
madglich, das Enzym nach der Reaktion von der Reaktionslésung abzutrennen und erneut einzu-
setzen. Ein kontinuierlicher Reaktionsprozeld wird gewahrleistet. Meist erhoht sich die thermi-
sche und chemische Belastbarkeit und Stabilitat des Enzympraparates.

Mit der Immobilisierung eines Membranenzyms an lipidierte magnetische Polymerpartikel soll
ein weiterentwickeltes Modell der Tragerfixierung vorgestellt werden, bei dem das Enzym nicht
kovalent am Polymer gekoppelt wird. Vielmehr wird mit der Lipidierung der Polymerpartikel
dem zu immobilisierenden Transmembranenzym eine membranahnliche Phase angeboten, die
in-vivo-Bedingungen simulieren soll. Damit kann eine hohe spezifische Enzymaktivitat bei nur
geringen Mengen an Tragermaterial erreicht werden.

Die Magnetisierung der Trager erlaubt eine noch einfachere und effektivere Abtrennung des En-
zyms aus dem Reaktionssystem. Eine exakte Steuerung des enzymatischen Prozesses wird
maoglich.

Die Rekonstitution des mit Detergenz (Natriumcholat) mizellar gelésten Enzymes in die mem-
branahnliche Struktur der lipidierten Trageroberflache gelang tber Dialysebehandlung des Tra-
ger/Lipid/Enzymlésung-Gemisch. Dabei wird das Detergenz Uber eine Dialysemembran ent-
fernt, wahrend das Lipid und die Enzymmolekile wie auch das Tragermaterial zurtickgehalten
werden (Abb. 44). Die hydrophoben Domanen des Eiweil3es bauen sich koordiniert in die ge-
schlossenen Lipidschichten ein. Diese wiederum lagern sich Gber hydrophobe Wechselwirkun-
gen an die freiliegenden, kovalent gekoppelten Lipidmolekiile der Trageroberflache.
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Abb. 44 Schematische Darstellung des Dialysevorgangs (A-zu Beginn; B- zum fortgeschrittenen Zeitpunkt)
Im Ansatz befindet ein Losungsgemisch von Detergenz, Enzym und Lipid; der lipidierte Trager ist rechts
im Bild als angeschnittener Halbkreis angedeutet.

Wenn der Flachenbedarf eines Enzymmolekils etwa 36 nm? (MG=200.000 Da) betragt (s.
3.7.1.) und 1 g Tragermaterial (magnetisiertz, trocken) eine Oberflache von 705,85 cm? aufweist
(s. Tab. 2), so konnten theoretisch maximal 6,55 mg Eiweil3 die Oberflache von 1 g Tragermate-
rial abdecken. Praktisch konnten im Zuge der Detergenzdialyse 4,31 mg Eiweil an 1 g Trager-
material (magnetisiert, trocken) rekonstitioniert werden (Lowry-Bestimmung). Das entspricht
65,8 % der maximal moglichen Beladung. Es ist zudem anzunehmen, dal3 ein Teil des immobi-
lisierten Enzyms zwar rekonstitioniert vorlag, aber aufgrund einer Maskierung des Reaktions-
zentrums durch Lipid oder Polymerketten dem Substrat unzugénglich blieb. Die Festigkeit des
Enzymeinbaus kann anhand des Aktivitdtserhaltes bei mechanischer Beanspruchung (Operati-
onsstabilitat) bestatigt werden (s. Abb. 48).

Die Nettoaktivitat am Trager wurde im Zweiwellenlangen-Verfahren (ExtA£850 nm minus

Ext. beiA=600 nm) ermittelt. Dazu wurde in einer Kiivette eine eingewogene Tragermenge in
eine Cytochrom c-haltige entgaste Pufferlosung uberfihrt und im Spektrometer (SHIMATSU
UV 300) vermessen. Mit der Entgasung des Puffers wurde eine Autoxidation des reduzierten
Cytochrom ¢ ausgeschlossen. Mit einem Magnetriihrer erfolgte eine kurze Aufwirbelung der
Tragersuspension. Nach wenigen Sekunden setzten sich die Trager am Boden ab und die Ex-
tinktion konnte im Uberstand ermittelt werden. Das Absetzen der Trager lieR sich beschleuni-
gen, indem man seitlich an die Klivette einen starken Magneten plazierte, der das Tragermateri-
al schnell an den Rand zog.
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Abb. 45Ausschnitt aus einem Spektrometerprotokolls, das die zeitlichen Veranderung der Extinktiondifferenz von
A=550 nm uncdt=600 nm zur Ermitting der trdgergebunden Enzymaktivitat aufzeigt.
Wahrend des Rihrens der Tragersuspension nimmt die Extinktionsdifferenz aufgrund der , Tribung® im
Uberstand stark ab. LaRt man die Trager absetzen oder zieht sie mit einem Magneten an die Kivetten-
wand, miRt man die Extinktionsdifferenz im Uberstand. Die Extinktions-,Spitzen“ werden im Zuge der
Auswertung verbunden und stellen den Grad des zeitlichen Cytochrom c-Umsatzes dar (Anstieg).

Gleiche Extinktionsanderungen konnten in einer Durchflul3kiivette gemessen werden, der eine
mit Tragermaterial gefillt Saule vorgeschalten wurde. Der stete zirkulare Durchflu? gewahrlei-
stete eine kontinuierliche Cytochrom c-Umsetzung im System.

Auf diese Weise konnte eine Trageraktivitat von 21,9 mM Cyt.mggn. Trager mih gemes-
sen werden.

Im weiteren sollte untersucht werden, inwieweit die Eigenschaften des immobilisierten Enzyms
von den des l6slichen Enzyms variierten. Es ist bekannt, daf3 das pH-Optimum immobilisierter
Enzyme gegenltber dem der gelésten Form aufgrund von Protonenkonzentrationsgradienten am
Tragermaterial verschoben sein kanngklcH 1989). An anionischen Tragern findet eine An-
reicherung von Protonen statt, wahrend an kationischen Tragern die Protonenkonzentration er-
niedrigt ist. Die Folge ist eine Verschiebung des pH-Profils der Enzymaktivitat in die alkalische
Region bzw. in den sauren Bereich.
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Untersuchungen zeigten, dal3 das pH-Optimum des immobilisierten Enzyms um 0,8 pH-
Einheiten von 7,4 auf 6,6 gegenuber der geldsten Enzymform verschoben ist (Abb. 46).
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Abb. 46 Verschiebung des pH-Optimums nach Immobilizierung der Cytochrom c-Oxidase

In gel6ster Form wird das Enzym von negativen Desoxycholatmolekilen umgeben, was die lo-
kale Protonenkonzentration am Molekll erhdht. Dadurch wird das pH-Optimum in den basi-
schen Bereich verschoben. Mit der Immobilisierung der Cytochrom c-Oxidase am lipidierten
Trager wird das Enzym in ein Milieu integriert, das aufgrund der leicht positiv geladenen Li-
pidmolekile das pH-Optimum in den niedrigeren pH-Bereich verschiebt.

Bewahrt man den enzymbeladenen Trager bei 4°C in 50mM Tris/Acetat-Puffer pH 7,3 auf, so
sollte im Idealfall die Aktivitdt des Tragerenzyms Uber langere Zeit stabil bleiben. Tatséachlich
aber ist zu erwarten, daf aufgrund der unphysiologischen Lagerbedingungen die Aktivitat stetig
abnimmt. Der Grad der Aktivitatsabnahme hangt im entscheidenden Mal3e von der Art der En-
zymimmobilisierung ab. Dieser Parameter der Lagerstabilitat wurde im Vergleich zu Kontroll-
tragern untersucht, bei dem unter gleichen Immobilisierungsbedingungen, wie pH und Substrat-
konzentrationen, kein Lipid zum Ansatz gebracht wurde. Die Kopplung des Enzyms erfolgte
demnach rein adsorptiv. Wie in Abb. 47 gezeigt wird, betragt die mefRbare maximale Bela-
dungsaktivitat nur etwa 72 % gegentber der Aktivitat des rekonstitutionierten Enzyms am lipi-
dierten Tragers. Verfolgt wurde die Lagerstabilitat Gber 12 Tage. Danach sank die Trageraktivi-
tat des Kontrolltragers auf 5 % der Ursprungsaktivitat, wahrend die Aktivitat am lipidierten
Trager nur um etwa ein Viertel abnahm.

Die Abnahme der Aktivitat am Kontrolltrager resultiert auf einer Inaktivierung des Enzymei-
weilRes am Trager und/oder aus einer Ablosung des Enzyms vom Trager mit anschlieRender In-
aktivierung der Enzymaktivitat. In den jeweiligen Uberstanden konnte innerhalb der 12 Tage
keine nennenswerte Aktivitdt nachgewieen werden.
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Abb. 47 Lagerstabilitdt des am lipidierten Trager rekonstituierte Enzyms und des adsorptiv gebundenen
Enzyms am Kontrolltrager

Ein weiterer Parameter fir die Stabilitdt des Enzyms am Trager sollte der Erhalt der Aktivitat
wahrend einer mechanischen Beanspruchung des Tragermaterials darstellen (Operationsstabili-
tat). Dazu wurden die enzymbeladenen Trager tUber 2 Stunden in 50 mM Tris/Acetat-Puffer (pH
7,3) bei Raumtemperatur gerihrt (Abb. 48). Dabei konnte erneut der stabile Einbau des Enzyms
am lipidierten Trager gegeniiber dem adsorptiv gebundenem Enzym aufgezeigt werden. Uberra-
schenderweise konnte kurzzeitig sogar eine leichte Erhdhung der Aktivitat am lipidierten Trager
gefunden werden. Eine Erklarung dafir kdnnte ein Abwaschungseffekt sein, der die aul3eren
Lipidschichten der moglicherweise gebildeten Multilayer am Trager abspult und damit reaktive
Zentren von Enzymmolekilen tiefer eingebauter Molekile freigibt. Im Laufe des Ruhrprozesses
wurde im Uberstand eine leicht zunehmende Enzymaktivitat festgestellt, die etwa 10 % der Ge-
samtaktivitat im System entsprach.

Nach 2 Stunden waren 90 % des Enzyms vom Kontrolltrdger abgewaschen, wahrend der lipi-
dierte Trager Uber 90 % der urspringliche Aktivitat behielt.
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Abb. 48 Operationsstabilitat nach zweistindigem Rihren in 50 mM Tris/Acetat (pH 7,3)

Die Stabilitat der lipidierten enzymbeladenen Trager in einem detergenzhaltigen Puffer sollte im
weiteren untersucht werden. Der Detergenzeinflul3 hat zur Folge, daf3 ein Grol3teil der in der Li-
pidschicht inkorporierten Enzymmolekile aus dem Lipidverband herausgelost werden. Dabei

sinkt die Aktivitdt am Tréger rapide. Getestet wurde der Einflu? der Detergenzien Octylglucosid
und Tween 20 (Abb. 49).
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Abb. 49 Stabilitat bei Detergenzeinwirkung

Nach 30 min Ruhren waren bereits 50 % der Enzymmolekiile vom Trager abgewaschen; nach 2
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Stunden verblieb am Trager eine Restaktivitat von 10 %. Im Uberstand wuchs die Aktivitat auf
80 % der urspriinglich am Trager gemessenen Enzymaktivitat.

Das erfolgreiche Inkorporieren des Membranenzyms Cytochrom c-Oxidase in die kovalent am
Polymertrager gebundene, membranahnliche Lipidstruktur konnte anhand der ermittelten Stabi-
litatsparameter bestétigt werden. Trotz intensivem Rihren blieb die Enzymaktivitat am kovalent
lipidierten Trager nahezu vollstandig erhalten, da die Lipidschicht durch Ruhren nicht von der

Trageroberflache abgeldst werden konnte. Das Fehlen von Phospholipidmolekiilen im Uber-
stand konnte mit dem Phosphatnachweis naehsA1966) bestatigt werden (s. 2.4.7.).

Auf gleichem Wege ware die Immobilisierung anderer membranstandiger Proteine bei nur ge-
ringem Aktivitatsverlust realisierbar. Die Trager konnen schnell und zuverléassig Uber magneti-

sche Wechselwirkungen aus dem System entfernt werden.



4. Zusammenfassende Diskusg@o

4. Zusammenfassende Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuartiges System zur Immobilisierung von Enzymen und
Zellen an magnetisierten Polymerpartikeln und dessen Nutzung in einem magnetischen Fest-
bettreaktor vorgestellt.

Die Magnetisierung von 100-200 um grof3en Polyacrylamidpartikeln gelang mit der Durchfuh-
rung einer Fallungsreaktion, in deren Folge im Inneren der Partikel nanometergsfde Fe
Prazipitate entstanden, die die pordse Struktur der Polyacrylamidtrager stabilisierten. Auf der
Partikeloberflache konnten nach intensiven Waschungen kag@-Peizipitate nachgewiesen
werden. Je nach Beladungsgrad mit Eisenoxid konnte durch das Anlegen eines auf3eren Magnet-
feldes eine mehr oder weniger grof3e Kraftwirkung nachgewiesen werden. Qualitative Untersu-
chungen zum Verhalten der Polymerpartikel im magnetischen Feld beschrieb die magnetisch in-
duzierte Krafteinwirkung auf die magnetisierten Trager. Danach erfolgten vielfBiigeati-
sierungen der Tragermatrixoberflache. Dabei wurde die Ladung, die Hydrophobizitat und die
Beschichtung der Oberflache variiert. Ziel dieser Modifizierungen war es, eine geeignete Ma-
trixoberflache fir die Immobilisierung von Zellen und Enzymen zu erhalten.

Die Immobilisierung von Zellen beruhte auf dem Prinzip der Adhérenz von Hepatozyten, Epit-
hel- und Endothelzellen auf der Oberflache ferrimagnetischer Polyacrylamidkugeln. Die Parti-
keloberflache mufte dafiir zusatzlich mit Uberziigen ausgestattet werden, die die Adharenz und
den Zellbewuchs férdern. Collagen erwies sich als das am besten geeignete Material. Es ergab
sich zudem eine Korrelation zwischen Oberflachenladung und Zelladh&sion. Mit zunehmendem
pKo-Wert nahm die Zellanhaftung zu. Dieser Trend war bei allen Zelltypen zu beobachten.
Desweiteren wurde eiReaktorsystemvorgestellt, mit dem die Kultivierung von Hepatozyten

Uber einen langeren Zeitraum bei Erhalt leberspezifischer Funktionen mdglich war. Diese neuar-
tige Zellzuchttechnik verbindet die Vorteile eines Festbettreaktors (hohe Zelldichte, kontinuierli-
cher Mediendurchflul3, leichte Entnahme von Zellen und Wiederverwendung der Polymertrager)
mit einer Rekonstruktion der Mikroumgebung in vivo (bipolarer Zellwuchs auf Collagenunterla-
gen). Dabei konnten die metabolischen Funktionen der Zellen Uber langere Zeit auf hohem Ni-
veau erhalten werden.

Die mit Zellen bewachsenen magnetischen Microcarrier werden im Reaktorraum durch ein au-
Reres Magnetfeld derart fixiert, dal3 eine lockere Beladung der Anlage gewahrleistet wird und so
eine optimale Nahrstoffversorgung der Zellen gesichert ist. Nachdem die mit Hepatozyten vor-
kultivierten Magnetpartikel in den Reaktor eingebracht wurden, adsorbierten sie spontan an
Metallstdben, die im Reaktorinnern parallel und senkrecht zum Feld eines aul3eren Magnetfeldes
angeordnet waren.

Dieser Zellzuchtreaktor konnte im Labormafl3stab 3 Wochen kontinuierlich betrieben werden.
Dabei gelang es, die optimalen Parameter fur die Hepatozytenkultivierung Uber diesen Zeitraum
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stabil zu halten. Besonders vorteilhaft war, dal3 die zellbewachsenen Carrier im System gleich-
mafig vom Nahrmedium umspult wurden und aufgrund der magnetischen Fixierung im Reaktor
vor wachstumshemmenden Scherkraften geschiitzt waren. Beim Ausschalten des Magnetfeldes
sanken die zellbehafteten Tragerpartikel nach unten und konnten so aus der Anlage entfernt
werden.

Ein weiterer Vorteil des neuartigen Reaktors ist die unkomplizierte Konstruktion des Systems.
Es ist lediglich eine Carbogenflasche und ein auf 37 °C temperierter Raum erforderlich. Pumpen
kénnen entfallen, weil die Sicherstellung der Sauerstoff-Versorgung des Mediums konstruktiv so
geloést wurde, dal3 durch die Einleitung von Carbogengasblasen in den Verbindungsschlauch
zwischen Reaktor und Medienreservoir ein gerichteter, stetiger und leicht zu kontrollierender
Flissigkeitsstrom im gesamten System erzeugt wurde.

Es konnte gezeigt werden, daf} die Beladung der Polymertrager mit kolloidaj&m efieen
forderlichen Einflu3 auf die Zellanhaftung von Hepatozyten ausubt. Wahrend auf nichtmagneti-
sierten Tragern nur eine geringe Haftung und ein eingeschranktes Abflachen der Zellen regi-
striert wurde, konnte auf optimal mit Eisenoxid beladenen Polymerpartikeln ein maximaler
Zellbewuchs beobachtet werden.

Ein Vergleich mit anderen Zellzuchtmethoden konnte die Effizienz des neuartigen Zellzuchtre-
aktors am Beispiel der Hepatozytenkultivierung aufzeigen. Im Vergleich zur konventionellen
Monolayerkultur war im Verlaufe der Reaktorkultivierung eine verzdgerte Entdifferenzierung zu
verzeichnen. Um Vergleichbarkeit zur parallel untersuchten Monolayerkultur zu gewabhrleisten,
wurde der Reaktor bisher suboptimal in einem semikontinuierlichen System betrieben (d.h. die
Kulturflissigkeit wurde im gleichen Rhythmus wie die Monolayerkultur alle 6 Tage gewechselt,

in diesem Zeitraum aber viele Male zyklisch durch den Reaktor gepumpt). Es kann davon aus-
gegangen werden, dafld noch wesentlich bessere Ergebnisse zu erreichen sind, wenn die aus del
zyklischen Betriebsweise resultierende Anreicherung toxischer Metabolite vermieden wird, z.B.
indem stets frisches Medium langsam durch den Reaktor flief3t.

Eine Patentrecherche ergab, daf3 bisher kein vergleichbares System beschrieben wurde, bei dem
tierische Zellen an magnetischen Mikrocarriern kultiviert werden.

Auch die hier beschriebene Konstruktion eines Magnet-Zellkulturreaktors ist bislang weder be-
schrieben noch patentiert worden.

Mit diesem neuartigen Kultursystem bieten sich neue Wege zu Untersuchungen leberspezifi-
scher Metabolisierungswege von Arzneimitteln an. Damit kénnten Tierversuche durch ein rele-
vanteres Testsystem ersetzt werden.

Das vorliegende Verfahren zur kontinuierlichen Zucht von Hepatozyten im magnetischen Gitter-
reaktor laflt sich problemlos fur die Kultivierung anderer medizinisch und biologisch interes-
santer Zellen adaptieren. So konnte eine Kultivierung von Rinderaugenlinsenepithelzellen und
humanen Nabelschnurvenenendothelzellen am magnetisierten Polyacrylamidtrager durchgefthrt
werden. Die schnelle Vermehrung dieser Zellen am Trager zeigt auch hier die Effizienz des
Kultursystems.
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Die Eignung magnetisierter Polyacrylamidpartikel zur Immobilisierung von Membranenzymen
sollte am Beispiel der Cytochrom c-Oxidase aus Rinderherzen gezeigt werden.

Dazu wurde ein Verfahren beschrieben, das es ermdglicht, an der Oberflache von aktivierten
magnetisierten Polyacrylamidtréagern durch kovalente und hydrophobe Wechselwirkungen eine
kunstliche membranahnliche Lipidstruktur zu erzeugen, in die das Membranenzym stabil und
dauerhaft inkorporiert werden kann.

Voraussetzung zur Ausbildung einer dichten Lipidschicht war zunachst ein geniigend hoher An-
teil aktivierter reaktionsfahiger Gruppen an der Trageroberflache. Die daran bindenden Phos-
phatidylethanolaminmolekuile ergaben im Verband eine monolayerartige Lipidstruktur, die weder
durch Detergenzien noch durch organische Lésungsmittel zu entfernen war. Dabei zeigte sich,
daR3 eine Lipidkopplung im organischen Reaktionsmilieu aufgrund der Lipidloslichkeit in deut-
lich héheren Ausbeuten erfolgt, als es in waldriger Phase der Fall ist. Im Zuge einer Dialyse wur-
de in der Folge detergenzgel6stes Lipid und das zu inkorporierende Membranenzym am lipi-
dierten Trager fixiert. In die so entstandene bilayer-/multilayerartige Struktur konnte dabei das
Membranenzym gerichtet inkorporiert werden. Die Effektivitdt des Enzymeinbaus (Verhaltnis
fixierte Enzymmenge zu spezifischer Aktivitat am Trager) konnte nur bedingt ermittelt werden,
da ein unbekannter Teil der immobilisierten Enzymmolekile zwar rekonstitioniert vorlag, aber
aufgrund einer Maskierung des Reaktionszentrums durch Lipid oder Polymerketten dem Sub-
strat unzuganglich blieb. Der erfolgreiche Einbau bestatigte sich jedoch bei der Auswertung spe-
zifischer Parameter wie der Verschiebung des pH-Optimums, sowie der Lager-, Operations- und
Detergenzstabilitat. Das Enzym konnte in die kovalent gebundene membranahnliche Li-
pidstruktur des Polymertragers fest verankert werden, so dafd auch nach intensiver mechanischer
Beanspruchung oder langer Lagerzeit nur ein geringer Aktivitatsverlust zu verzeichnen war. Die
Immobilisierung anderer membranstandiger Proteine bei nur geringem Aktivitatsverlust wéare in
der gleichen Weise realisierbar.

Das vorliegende Verfahren zur Immobilisierung von Membranenzymen und zur kontinuierlichen
Zucht von Hepatozyten, Endothel- und Epithelzellen im magnetischen Gitterreaktor laf3t sich
zwanglos fur die Kultivierung anderer medizinisch und biologisch interessanter Zellen und Zell-
organellen adaptieren.

So ist es in Ansatzen beispielsweise bereits gelungen, Kupffersche Sternzellen aus Rattenleber
an magnetisierte Polymertrager zu binden und Gber einen langeren Zeitraum zu vermehren.
Inwieweit Mikroorganismen in diesem System gezichtet und vermehrt werden kénnen, ist zu
untersuchen. Da die Verkapselung von Bakterien oder Hefen bereits erfolgreich in der Fermen-
tationstechnik eingesetzt wird, sollte die Kultivierung von Mikroorganismen an magnetisierten
Polymerpartikeln oder in magnetischen Mikrokapseln und deren Fixierung in unserem Magnet-
Reaktor mdglich sein.
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