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Zusammenfassung

Ungefahr 40 % aller potenziellen Wirkstoffkandidaten fiir den Menschen werden auf
Grund von Leberschdaden verworfen. Dies geschieht hdufig erst zu einem spaten
Zeitpunkt in der klinischen Testphase und zeigt, dass ein deutliches quantitatives Defizit
in dem Vorhersagepotential von prdklinischen Modellen besteht. Diese
Unzuverlassigkeit in der praklinischen Phase kann zum einen durch die
speziesspezifischen metabolischen Unterschiede zu Tiermodellen erklart werden. Zum
anderen wird in der herkdmmlichen 2D-Zellkultur die natiirliche 3D-Mikroumgebung
sowie weitere physiologische Parameter der jeweiligen Zellen im Gewebe nicht korrekt
nachgebildet, wodurch eine humane Lebertoxizitit von potenziellen Wirkstoffen
innerhalb der Medikamentenentwicklung erst wiahrend der klinischen Phase detektiert
werden kann. Mit biochemischen Verfahren aus der artifiziellen Geweberekonstruktion,
dem Tissue Engineering, konnen die Defizite der weit verbreiteten 2D-Zellkultur
iiberwunden und die Aussagekraft von in vitro Modellen erhoht werden. Ein grofser
Bereich des Tissue Engineerings umfasst sogenannten Organ-on-a-Chip Systeme. Dies sind
Modelle, welche eine in vitro Rekonstruktion menschlicher Organstrukturen auf
zelluldrer Ebene erlauben. Organ-on-a-Chip Systeme ermoglichen neben einer
Dreidimensionalitdt auch einen artifiziellen, mikrofluidischen Blutstrom, wodurch
vaskuldre Eigenschaften im Modellsystem nachgebildet werden konnen was in einer
verbesserten, naturgetreuen Wirkstofftestung resultiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die funktionelle Einheit der Leber, das Sinusoid, in
einem Organ-on-a-Chip System, dem vasQchip, rekonstruiert. Der vasQchip besteht aus
zwei Kompartimenten, einem pordsen halbrunden Mikrokanal und einem umgebenden
Kompartiment. Der Mikrokanal eignet sich aufgrund der Integration eines artifiziellen
Blutflusses hervorragend fiir die Nachbildung von Blutgefafien der Leber, wahrend in
das umgebende Kompartiment leberspezifische 3D-Gewebestrukturen eingebracht
werden konnen.

Fiir die Rekonstruktion der Leber wurden in dieser Dissertation ausschliefSlich primar
modifizierte humane Leberzellen verwendet, um ein mdglichst naturgetreues humanes
Lebermodell aufzubauen. Daneben wurden auch pluripotente Stammzellen in einer
Leberzelldifferenzierung eingesetzt. Fiir die Validierung der Methode wurde zunéachst
das Verhalten der primdren Leberzellen in herkommliche 2D-Zellkulturen in
verschiedenen Nahrmedien und unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen
mithilfe ~ von  quantitativen = mRNA-Expressionsanalysen = (RT-qPCR)  und
Immunfluoreszenzanalysen leberspezifischer Proteine analysiert. Neben der
Untersuchung der Metabolisierungskapazitit von Glucose und verschiedenen
Fettsauren, wurde auch die Lebertoxizitat von Ethanol und zytostatischen Molekiilen
untersucht. Die vorgenommenen Untersuchungen beinhalteten die Charakterisierung
der Barrierefunktion des leberspezifischen Endothels in einer Kokultur mit Hepatozyten
wofiir unter anderem TEER-Messungen eingesetzt wurden. Weiter wurde durch
Optimierung der Kultivierungsbedingungen und Besiedelungsmethode die Etablierung
der LSEC in Kombination mit einer mikrofluidischen Stromung im Mikrokanal des
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vasQchips ermdglicht. Expressionsanalysen und immunhistochemische Markierungen
mit anschlieffender konfokalmikroskopischer Visualisierung bestatigten einen positiven
Einfluss des mikrofluidischen Flusses auf die LSEC. Die parenchymalen Hepatozyten
der Leber konnten erfolgreich im umgebenden Kompartiment des vasQchips
eingebracht und hinsichtlich ihrer metabolischen Aktivitit von CYP3A4 untersucht
werden. Nach Validierung der Kokultur von LSEC und Hepatozyten im
mikrofluidischen vasQchip beziiglich der Zellviabilitat und des Expressionsverhaltens
bedeutsamer Leberproteine konnte ein signifikanter Vorteil in der Zellviabilitat des
fluidisch kultivierten Lebermodells gegeniiber einem statischen Modell bestatigt
werden. Fiir das implementierte Lebermodell konnte eine 7-tdgige bis 3-wdchige
Kultivierungszeit erzielt werden. Dariiber hinaus konnte mit Hilfe einer
gelatinebasierten Stiitzmatrix, einem photovernetzbarem GelNB/GelS-Hydrogel, ein
3D-Hepatozytengewebe im umgebenden Kompartiment aufgebaut werden. Das
validierte Lebermodell im vasQchip wurde zur Lebertoxizititsanalyse des
Analgetikums Paracetamol und des Antibiotikums Rifampicin eingesetzt. So konnte
eine dosisabhingige Reaktion von Paracetamol mit induzierter toxischer Uberdosis
beobachtet werden. Ebenfalls wurden im Rahmen dieser Dissertation leberspezifische
Peptoide synthetisiert und auf Toxizitit und deren Wirkungsort in den etablierten
Lebermodellen untersucht. So wurde ein vielversprechendes Peptoid als potenzielles
Anti-Krebstherapeutikum im mikrofluidischen Lebermodell identifiziert. Zusatzlich
wurden erste Schritte unternommen um das Krankheitsbild der nicht-alkoholischen
Fettleber ausgehend von einem gesunden Lebermodell zu rekonstruieren, indem
Hepatozyten (in einer 2D- und 3D-Zellkultur) mit einem fettsdurehaltigem
Néahrmedium behandelt wurden. Durch Analyse des Hepatozyten-Fettstoffwechsels
konnten erste vielversprechende Sekretionen von Triacylglycerol, Lactat und
3-Hydroxybutertat in der 3D-Zellkultur gemessen und mit einer 2D-Zellkultur
verglichen werden.

Das Lebersinusoid im vasQchip konnte im Rahmen dieser Dissertation erfolgreich
implementiert und evaluiert werden. Die Viabilitdt-, Aktivitat- und Wirkstoffanalysen
des etablierten Modells zeigen ein grofles Potenzial fiir eine verbesserte
Medikamentenforschung in der praklinischen Phase und ermdglicht eine friihe
Identifizierung von potenziell lebertoxischen Medikamenten. Weitere mdogliche
Anwendungsgebiete = sind  Krankheitsmodelle, = Stammzelltechnologien = und
3D-Biodruckverfahren.
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Einleitung

1 Einleitung

Mehrere Milliarden US-Dollar werden fiir die Entwicklung eines neuen Medikaments
bis zur Markteinfithrung benoétigt.'-¥l Der Entwicklungszeitraum erstreckt sich im
Durchschnitt tiber 10 Jahre, wobei 96 % der potenziellen Arzneistoffe scheitern, wovon
ca. 90% erst spat in der klinischen Phase, direkt vor der Zulassung und
Markteinfithrung disqualifiziert werden.*% Haufig ist das Scheitern zu einem so spaten
Zeitpunkt in der Entwicklungsphase von Medikamenten, auf eine Lebertoxizitat
zuriickzufiihren, welche in der praklinischen Phase nicht detektiert werden konnte. So
werden etwa 40 % der abgewiesenen Pharmazeutika auf Grund medikamenteninduzier
Leberschéaden als potentiell toxisch eingestuft und verworfen.®l Diese Ineffizienz in der
Praklinischen = Testphase und insbesondere in der  Vorhersage von
medikamenteninduzierter Leberschdden ist bis heute ein Problem in der
Medikamentenforschung. Heutzutage besteht die praklinische Testphase von
potenziellen =~ Wirkstoffen fast ausschlieffllich aus zweidimensionalen (2D)-
Zellkulturuntersuchungen und invivo Tierversuchen. Diese ermdglichen es
Informationen {iiber den potenziellen Wirkstoff nach dem AMED (Absorption,
Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicology) Prinzip zu sammeln und zusétzlich
physiochemische und pharmakokinetische Untersuchungen durchzufiihren.”l Ein
potentieller Wirkstoff wird so zundchst charakterisiert und validiert, um anschliefSend
in der klinischen Phase am Menschen getestet zu werden. Die jeweiligen Stufen der
Medikamentenforschung sind in Abbildung 1 dargestellt. Die unzureichende
Verifizierung von Wirkstoffen in der préaklinschen Phase wird in erster Linie auf eine
unzureichende Beriicksichtigung der humanen invivo-Bedingungen in den
pralimindren Untersuchungen zuriickgefiihrt.®® So ist eine 2D-Zellkultur nicht mit einer
multizellularen 3D-Kultur vergleichbar, wahrend Tierversuche die physiologischen
Bedingungen im Menschen nur unzureichend reprasentieren und der abweichender
Genotyp zu abweichendem Verhalten gegeniiber den Testsubstanzen fithren kann.*1

. Vertriglichkeit
Identifizierung Wirksamkeit
Vorauswahl von Dosierung
Substanzen Sicherheit
¥ der Antrag auf Zulassung
Priifung Substanzen
Grundlagen- von Wirkung und im Produktion und Kontrolle der
forschung Nebenwirkungen Menschen Markteinfiihrung Produktsicherheit
fiiDs 48@ | M | S &
— L= =

Forschung

mehrere
Jahre

Abbildung 1: Schematische Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Medikamentenforschung.
Modifiziert nach Hughes et al.[



Einleitung

Diese Diskrepanz ist besonders in Bezug auf hepatotoxische Substanzen mit einer
beobachteten 40 %igen Fehlerrate sehr pragnant.l'''2 Insbesondere zeigt die
metabolischen Enzymaktivititen =~ von  Cytochrom P450 (CYP450) im
Medikamentenstoffwechsel erhebliche Unterschiede zwischen Menschen und Tieren. "]
Neben den Differenzen im Metabolismus ist der Einsatz von Tierversuchen in der
Forschung ethisch kritisch angesehen, weshalb an alternativen Methoden mit hoher
Prioritat geforscht wird. Eine dieser Methoden ist das sogenannten Tissue Engineering in
welcher die in vitro Rekonstruktion von Geweben und Organen, mit dem Ziel diese im
Menschen zu implantieren, nachgegangen wird.[#?® In Kombination mit einer
artifiziellen ~Mikrofluidik im rekonstruierten Gewebe, konnen sogenannte
Organ-on-a-Chip  Systeme entstehen, welche nicht nur eine authentischere
Rekonstruktion physiologischer Bedingungen erlauben, sondern auch die Herstellung
personalisierter und patientenspezifischer =~ Lebermodelle fordern.'®  Dieser
Forschungsbereich ist dariiber hinaus von groflem Interesse fiir die praklinische
Medikamentenforschung und bereits auf einem Niveau das die US-amerikanische
Arzneimittelbehorde Food and Drug Administration (FDA) im April 2023 Tierversuche als
optional erklarte, falls zellbasierte Untersuchungen oder Computermodellierungen
diese ersetzen konnen.!'7-1

1.1 Tissue Engineering

Das interdisziplindre Tissue Engineering vereint verschiedene fachliche Disziplinen aus
Maschinenbau, Materialwissenschaft, Physik, Biologie und Medizin."! Der Fokus liegt
dabei immer auf der Rekonstruktion von Gewebe wund komplexen,
dreidimensionalen (3D) Organstrukturen in einer Laborumgebung auflerhalb des
menschlichen Korpers."”l Das Ziel ist es, biologische Ersatzstrukturen zu erschaffen,
welche die Gewebe- und Organfunktionen fiir deren Untersuchung oder Anwendung
im Bereich der Transplantation beibehalten.?!l So konnen bereits definierte Strukturen
gezielt dreidimensional mit Biodruckverfahren hergestellt werden.?>24 Durch
Mikrorekonstruktion funktioneller Organeinheiten in mikrofluidischen Organ-on-a-Chip
Modellen werden Diffusionsstudien, verbesserte Zellversorgung und physiologische
Bedingungen imitiert. Die Verwendung von Stammzelltechnologien in der
Geweberekonstruktion ermdoglicht einen nahezu unlimitierten Zugang zu einer Vielzahl
an verschiedenen Zelltypen und es konnen bereits Knorpel, Haut und Knochen im Labor
nachgebildet und klinisch eingesetzt werden.?>?>2¢l. Die unterschiedlichen Arten der
3D-Zellkultur ermdglichen eine authentischere Rekonstruktion von verschiedensten
physiologischen Bedingungen, was ein enormes Potential in Anwendung, Forschung
und Entwicklung birgt. 181522231
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1.1.1 Zellkultivierungsmethoden

Eine zuverldssige, authentische in vitro Leberzellkultur ist ausschlaggebend fiir eine
effiziente und erfolgreiche Untersuchung von potenziellen Wirkstoffen.?”l Komplexe
Zusammenhange der Zellbiologie des Menschen wurden tiiber ein Jahrhundert mit
diverse in vitro zellbasierte Studien untersucht. Mit der modernen Forschung zeichnet
sich jedoch immer mehr ab, dass 2D-Zellkulturmodelle abweichende Eigenschaften
beziiglich der invivo Bedingungen aufweisen, deren Nachstellung nur mit einer
3D-Zellkultur moglich ist.3281 So wird durch die planare 2D-Kultivierungsform unter
anderem die nattirliche Zellform verandert, was wiederum Folgen auf deren Bioaktivitat
hat.? Zellen sind im Korper in allen Dimensionen von einer komplexen
Mikroumgebung bestehend aus einer extrazelluldren Matrix (ECM) und weiteren Zellen
umgeben.?) Die ECM ist eine Stiitzstruktur aus Wasser, Proteinen und Polysacchariden,
welche unteranderem mit biochemischen und biomechanischen Reize auf die Zellen
einwirkt.® Die davon ausgehenden Einfliisse, Stimuli und Signale fithren zur
Expression von zellspezifischen Funktionen und initiieren eine Differenzierung in
verschiedene Zelltypen.! Infolgedessen wurden 3D-Zellkultursysteme entwickelt,
welche die Defizite der 2D-Zellkultur durch eine reprasentativere, detailliertere
3D-Anordnung von verschiedenen Zellen und Stiitzstrukturen {iiberwinden. In
Abbildung 2 wird ein Uberblick der unterschiedlichen 2D, 2,5D und
3D-Zellkuturmodelle schematisch dargestellt. Eine authentischere Imitation des
zelluldaren Gewebes ist durch die Kultivierung in Zellaggregaten, sogenannten
Spharoiden bzw. Organoiden moglich. Durch die Zellaggregation synthetisieren die
Zellen eine ECM, wodurch eine artifizielle Stiitzmatrix nicht bendtigt wird.l?! Die
Kokultur unterschiedlicher Zelltypen in Spharoidform und die Differenzierung von
Stammzellen in multizelluldre Organoide ermdglicht unter anderem die Rekonstruktion
von Leberkrankheitsmodellen wie der nicht-alkoholischen Fettleber (NAFLD) oder
medikamenteninduzierte Leberschaden.-3% Die 3D-Zellkultivierung in Sphéaroid- bzw.
Organoidform ist jedoch abhédngig von deren Form und Grofle und durch die
begrenzente Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des Sphéaroidkerns limitiert.[®34
Stiitzmatrizen aus biologischen oder artifiziellen Ausgangsmaterialien kénnen diese
Limitierung aufheben.l®! Hydrogele, die aus einem Netzwerk aus hydrophilen
Makromolekiilen = bestehen und durch  Wasserstoffbriicken  eine  hohe
Wasserspeicherkapazitat besitzt, reprasentieren ein solches Zellgertist.[428353¢1 Durch
ihre gewebedhnliche Flastizitit und Permeabilitdt haben sie eine Vielzahl von
Anwendung im Bereich des Tissue Engineerings gefunden.’”381 Polymere, die den
Anforderungen eines Hydrogels entsprechen, konnen biologischen Ursprungs sein oder
artifiziell synthetisiert werden. Natiirliche Hydrogele wie Alginat, Kollagene und
Gelatine werden kontinuierlich durch synthetische oder semisynthetische Hydrogele
ersetzt.”®! Durch eine Modifizierung der Grundstrukturen von natiirlichen
vorkommenden Hydrogelen oder der Verwendung von vollsynthetischen Hydrogelen
kann deren Gelstabilitit, Wasserspeicherung und Anwendungsdauer verbessert
werden, was sie gegeniiber den natiirlichen Hydrogelen abhebt.[233¢]
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Abbildung 2: Zellkultivierungsmethoden im Tissue Engineering. Die herkdmmliche 2D-Zellkultur ist
durch die planare Zellschicht einfach in der Handhabung und weitverbreitet. Spharoide sind
akkumulierte Zellen welche ohne Stiitzmatrix ein 3D-Zellgewebe bilden. Durch Anwendung von
Stiitzgeweben  konnen,  komplexere = 3D-Zellkulturmodelle,  entsprechend  natiirlichen
Gewebsstrukturen rekonstruiert werden. Durch die Verwendung eines Makromolekiil-Netzwerks,
wie den Hydrogelen kénnen Zellen in einer 3D-Mikroumgebung kultiviert und definierte Strukturen
durch den 3D-Biodruck erschaffen werden. Kokultursysteme wie das Transwell® ermdglichen eine
Kultivierung von unterschiedlichen Zelltypen mit Signalaustauschkapazititen durch eine porose
Polycarbonatmembran. Der vasQchip gehort zu den Organ-on-a-Chip Modellen welche sich durch ein
mikrofluidischen Strom gegeniiber anderen Zellkultivierungssystemen abhebt.
Der prominenteste Vertreter der Hydrogele ist das hydrolysierte Kollagen, welches auch
unter dem Namen Gelatine bekannt ist.2#3-#1 Durch eine chemische Funktionalisierung
von Gelatine mit photovernetzbaren Gruppen entsteht ein semisynthetisches
Hydrogel.*>#1 Dabei wird die biologische Kompatibilitit der Gelatine durch die
Prasentation sogenannter RGD Peptiden (Arg-Gly-Asp) welche eine Zelladhdsion
ermdglicht, verbunden mit einer mechanischen Stabilitdt basierend auf einer kovalent
Quervernetzung der Proteinstrukturen.’» Die mechanischen und biologischen
Eigenschaften der Gelatine basierten Hydrogele ermoglichen eine 3D-Zellkultur, welche
bereits heute Anwendung in der Rekonstruktion von Knochen und Hautgeweben
findet.®# Mithilfe des 3D-Biodrucks koénnen funktionalisierte Hydrogele mit
eingeschlossenen Zellen in definierte Strukturen gedruckt werden, wodurch neue
innovative Moglichkeiten der Geweberekonstruktion entstehen.?*?4 Transport von
Nahrstoffen, Gas und Abfallprodukten ist in der 3D-Kultivierungsform in Hydrogelen
lediglich durch Diffusion gewahrleistet. Eine gezielte Perfusion der 3D-Zellkultur kann
die invitro Bedingungen eines vaskularisierten Gewebes rekonstruieren und die
Zellviabilitat und deren spezifische Funktion erhalten.l®! Organ-on-a-Chip Modelle wie
der vasQchip erweitern die natiirliche Nachbildung von organspezifischem Gewebe
durch eine eingebundene mikrofluidische Kandle, die Blutgefdfse imitieren, dessen
Aufbau in Kapitel 1.1.2 genauer erldutert wird.l'*#! Fiir eine gezielte Kokultur von
unterschiedlichen Zelltypen werden oft Systeme wie Transwells® eingesetzt (Abbildung
2), deren porose Polycarbonatmembran das basale vom apikalen Kompartiment trennt

4



Einleitung

und einen Signalaustausch von verschiedenen Zelltypen zwischen den Kompartimenten
ermdglicht.*l Medikamenten- und Efflux-Studien konnen beispielsweise in diesem
Zusammenhang an einer etablierten Barriere durchgefiihrt werden.!*”l Die 3D-Zellkultur
im Bereich des Tissue Engineerings ist somit ein Begriff, welcher diverse
Zellkultivierungsmethoden zusammenfasst. Alle Methoden versuchen durch
strukturelle und mechanische Annahrungen, die in vivo Bedingungen von Geweben und
Organe authentisch widerzuspiegeln.

1.1.2 Organ-on-a-Chip Systeme

Die Notwendigkeit einer addquaten Alternative fiir Tierversuche wurde in Kapitel 1
bereits im vorgestellt. Meist rechtfertigen die hohen Kosten, der Zeitaufwand und
ethische Fragen die daraus resultierenden unzuverldssigen Vorhersagen beziiglich
klinischer Studien nicht.>'®! Hervorgehend aus dem Tissue Engineering, der
Mikroprozesstechnik und dem Zugang zu menschlichen Zellen wurde die Entwicklung
von sogenannte Organ-on-a-Chip Systeme vorangetrieben.*8 Diese ermdglichen unter
Beriicksichtigung von entsprechenden molekularen und extrazelluldren Einfliissen die
in vitro Kultivierung von humanen Zellen in Gewebe typischen 3D-Umgebungen. 48l Das
Ziel ist die Etablierung einer funktionellen Einheit, die bestimmte physiologische
Kompartimente und Prozesse in einer kontrollierten Umgebung nachbildet.*! Die
unterschiedlichen  Organ-on-a-Chip  Plattformen fiir die Kultivierung von
organspezifischen zelluldren Strukturen und Gewebe variieren in ihrer Gréfie und Form.
Sie sind jedoch aus vaskularen Strukturen aufgebaut und besitzen meist Mikrokanale,
in welchen ein dynamischer Fluss angelegt werden kann.!'s! Die Integration eines
artifiziellen Blutstroms im System erlaubt die Versorgung der rekonstruierten Gewebe
mit Nahrstoffen, wodurch sich diese Kultivierungsmethode von der 2D-Zellkultur und
den Sphédroiden und Organoiden abhebt.[®1548] Neben der verbesserten Nahrstoff- und
Gaszufuhr konnen in Organ-on-a-Chip Systemen Sensoren fiir Echtzeitanalysen, sowie
mechanische Stimulationseinheiten verbaut werden.*! Innerhalb der letzten 13 Jahre
wurde eine Vielzahl an Organ- und Krankheitsmodellen im Organ-on-a-Chip
rekonstruiert, welche zukiinftig in der Wirkstoffentwicklung und personalisierten
Medizin eingesetzt werden konnten.!'s! Dazu zdhlen Organe und deren funktionelle
Einheiten wie Gehirn, Herz, Niere, Lunge und Leber.®%1 Im Bereich der
Wirkstoffforschung spielt vor allem die Leber eine zentrale Rolle, da sie fiir die
Verstoffwechselung von Xenobiotika mittels chemischer Biotransformation
verantwortlich ist.[’>%8 Xenobiotika, wozu auch Medikamente z&dhlen, sind chemische
Substanzen welche nicht natiirlich im menschlichen Koérper vorkommen und vom
Korper abgebaut und ausgeschieden werden.! Liver-on-a-Chip Modelle sind daher fiir
die Untersuchung von Wirkstoffen, deren Metabolismus, sowie deren Hepatotoxizitat
von grofier Bedeutung.[165960]



Einleitung

1.1.2.1 Ein vaskularisiertes Organ-on-a-Chip System: der vasQchip

Der sogenannte vasQchip gehort zu den vaskularisierten Organ-on-a-Chip Systemen und
wurde in der Gruppe von Prof. Dr. Schepers am Institut fiir Toxikologie und Genetik,
Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT) entwickelt.’y] Der vasQchip hebt sich durch
seinen halbrunden Mikrokanal von anderen Organ-on-a-Chip Systemen ab (Abbildung
3), welcher aus einer perforierten Polycarbonat-Membran besteht, die einen
Stoffaustausch mit dem umgebenden Kompartiment des vasQchips ermdoglicht. Eine
Mikrofluidik im Mikrokanal reprasentiert dabei den Blutfluss fiir die Versorgung des
umgebenden Kompartiments durch die Poren im Mikrokanal. Dieser Aufbau realisiert
eine in vivo nahe Nachbildung von Blutgefdfien und jeglichen anderen Barrieren des
menschlichen Korpers, wie der Blut-Hirn-Schranke, der Blut-Retina-Schranke im Auge
oder das Sinusoid der Leber.®*%2 Abbildung 3 zeigt schematisch den
Herstellungsprozess des vasQchips, welcher mit der Herstellung des pordsen
Mikrokanals beginnt. Das Ausgangsmaterial, eine Polycarbonatfolie, wird dabei nach
der SMART (Substrate Modification and Replication by Thermoforming) Methode
modifiziert.l®>#4 Die mit Schwerionen beschossene Polycarbonatfolie (50 um Dicke und
10° Ionenspuren/cm?) wurde kommerziell erworben und durch Mikrothermoformen
(147 °C, 4 Bar, 30 s-1,5 min) fiir die Fabrikation des halbrunden Mikrokanals verwendet.
Anschliefend erfolgt eine Offnung der Ionenspuren durch Atzung mit einer starken
Base wie Natriumhydroxid (NaOH) und dem Detergens Dowfax. Die Dauer des
nasschemischen Atzungsverfahren definiert dabei den Durchmesser der entstehenden
Poren (1-5pum). Der porose Mikrokanal (Breite: 1 mm, Léange: 2 cm, Tiefe: 300 um)
wird anschlieflend auf eine Halterung angebracht und das umgebende Kompartiment
wird durch ein Deckglas versiegelt. Die Halterung enthdlt auflerdem
Anschlussmoglichkeiten zur Integration einer Mikrofluidikpumpe fiir einen
mikrofluidischen Fluss im Mikrokanal. Die geformte tubuldre Struktur des Mikrokanals
ermoglicht es, Gefafistrukturen und deren Gegebenheiten im menschlichen Korper
verbessert nachzubilden. Die Schubspannung, welche durch den Medienfluss im
Mikrokanal auf die Zellen an der Kanalwand wirkt, wird durch die halbrunde Form
in vivo dhnlich rekonstruiert.[
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der vasQchip-Fertigung. Der pordse Mikrokanal wird mithilfe
der SMART-Technologie hergestellt. Durch Modifikation, Thermoformen und Atzen werden die
Poren und die Form des Mikrokanals definiert. Mit anschlieSender Fertigung des vasQchips durch
Anbringung des Mikrokanals auf eine Halterung und Versiegelung des umgebenden Kompartiments
entsteht ein Modell fiir dessen Anwendung in der Zellkultur. Modifiziert nach Kappings et al.[6!/

1.2 Die Leber

Die Leber ist ein lebenswichtiges Organ welches metabolische Prozesse wie
Glucose- und Fetthomdoostase, xenobiotische Verstoffwechselung und Detoxifizierung
koordiniert.’ Sie ist das grofite Organ im menschlichen Korper und ist im rechten
Bereich des Oberkorpers platziert.®®l Ungefdhr 25 % des sauerstoffreichen Blutes,
welches innerhalb eines Herzschlag freigesetzt wird tritt iiber die Leberarterie in die
Leber ein.l*¢”l Gleichzeitig wird durch die Pfortader néhrstoffreiches Blut aus dem
Gastrointestinaltrakt in die Leber transportiert, welches sich im Lebersinusoid mit
arteriellen Blut in einem Verhéltnis von 1:3 vermischt. Anschlieffend wird dieses durch
das Lebergewebe in die Zentralvene geschleust und durch die untere Hohlvene wieder
zuriick zum Herz transportiert.[”.%81 In Abbildung 4 ist der Blutfluss in der Leber
schematisch dargestellt. Zudem werden Sekrete der Leber, die sogenannte
Gallenfliissigkeit durch den Gallengang in den Darm geleitet.®) Die anatomische
Struktur der Leber wird in zwei Leberlappen (Lobus dexter und Lobus sinister) unterteilt.
Sie sind verbunden durch das Sichelband, welches die Leber in der Bauchwand
verankert.l®) Die mikroskopische Feinstruktur der Leber besteht aus sogenannten
Leberlappchen (Lobuli).®) Sie bilden das Lebergewebe und sind polygonal geformte
strukturelle Einheiten mit der Zentralvene in ihrem Zentrum. Radiédr laufen auf die
Zentralvene Hepatozytenstrange zu, welche durch Kapillare (Lebersinusoid) und
Gallenkandlchen getrennt werden. Das Lebersinusoid miindet dabei in der Zentralvene
und die Gallenkandlchen im entgegengesetzten Gallengang. In den Ecken der
Leberlappchen befindet sich das Portalfeld mit der Leberarterie, Portalvene und dem
Gallengang.[®70]
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Abbildung 4: Schematischer, struktureller Aufbau der Leber und deren Einbindung im Blutkreislauf.
Die anterior dargestellte Leber wird in einen rechten und einen linken Leberlappen unterteilt, welche
durch das Sichelband getrennt sind. Die Leber bekommt sauerstoffhaltiges durch die Leberarterie aus
dem Herz geliefert. Nahrstoffreiches Blut wird {iber die Pfortader in die Leber geleitet, wahrend das
Blut iiber die Hohlvene die Leber anschlielend wieder verldsst. Zudem wird die Gallenfliissigkeit
iilber den Gallengang von der Leber in den Darm transportiert. Das Leberlappchen fasst die
Feinstruktur des Lebergewebes zusammen. Bander aus Hepatozyten laufen radial auf die mittige
Zentralvene zu, wobei sich die Hepatozyten von der Portalvene, Gallengang oder Leberarterie
erstrecken. Die einlagigen Hepatozytenbander werden durch Lebersinusoide oder Gallenkanélchen
separiert, welche gegenstromig Gallenfliissigkeit zu den Gallengdngen oder Blut zur Zentralvene
transportieren. Die Leberlappchen sind repetitive Einheiten, welche aneinandergereiht das
Lebergewebe bilden. Modifiziert nach Abdel-Misih et al. und Gordillo ef al.[6570]

1.2.1 Histologie der Leber

Wird die Feinstruktur der Lobuli in Abbildung 5 betrachtet, dann werden die zellularen
Grundlangen der jeweiligen Strukturen der Leber ersichtlich. Hepatozyten,
lebersinusoidale Endothelzellen (LSEC), Stellatzellen und Kupfferzellen sind die
Hauptzelltypen welche die Leber aufbauen und deren Funktion aufrechterhalten.”!]
Hepatozyten reprasentieren mit ungefahr 60 % den Hauptbestandteil der Zellmasse in
der Leber.”2”?l Die restliche Zellpopulation der Leber besteht zu 20 % aus den
nicht-parenchymalen LSEC, zu 5 % aus Stellatzellen und zu 15 % aus Kupfferzellen.571
Die LSEC kleiden das Blutgefdfs aus und grenzen somit die darunterliegenden
Hepatozyten vom sinusoidalen Lumen ab (Abbildung 5).747% Der Spalt von Disse ist der
raumliche Abstand zwischen den LSEC und Hepatozyten. Stellatzellen sind unter
anderem in der Speicherung von Vitamin-A und Fetten involviert und im Spalt von
Disse zwischen Hepatozyten und LSEC vorzufinden.””l Kupfferzellen sind hepatische
Makrophagen und befinden sich im Sinusoid, wo sie in der Immunabwehr beteiligt
sind."278l In der Leber konnen drei unterschiedliche Kompartimente identifiziert
werden. Die Hepatozyten welche das Lebergewebe bilden, die Gallenkandlchen welche

das Lebergewebe durchziehen und das vaskuldre System welches das Lebersinusoid
bildet.7¢!
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Abbildung 5: Zelluldrer Aufbau des Leberldappchens. Das Sinusoid wird durch das diskontinuierliche
Endothel aus lebersinusoidalen Endothelzellen (LSEC) definiert. Das sauerstoffreiche Blut aus der
Leberarterie wird mit dem néhrstoffreichen Blut aus der Portalvene im Sinusoid vermischt und an die
Zentralvene weitergeleitet. Stellatzellen befinden sich im Spalt von Disse zwischen Hepatozyten und
LSEC, wohingegen Kupfferzellen, leberspezifische Makrophagen auf dem Endothel im Sinusoid
vorkommen. Hepatozyten sekretieren Gallensalze in das Gallenkandlchen, welche in den von
Cholangiozyten definierten Gallengang geleitet werden. Modifiziert nach Gordillo et al.[”0

1.2.1.1 Lebersinusoid

Das Lebersinusoid ist die kleinste funktionelle Einheit der Leber und spielt eine zentrale
Rolle in der Funktion der Leber. Fiir einer Leberrekonstruktion im Bereich der
Organ-on-a-Chip Systeme wird das Lebersinusoid nachgebildet und validiert, um die
wichtigsten Funktionen der Leber zu repasentieren. Das Lebersinusoid ist eine
spezialisierte Blutkapillarnetzwerk der Leber, welches sich durch offene Poren oder
sogenannten Fenstrierungen in der LSEC-Schicht von anderen Blutgefafsen
unterschiedet.”! Sauerstoffreiches Blut aus der Leberaterie wird im Sinusoid mit
nahrstoffreichem Blut aus der Portalvene vermischt und durch die Fenistrierungen
gefiltert.”6”l Der Porendurchmesser in den LSEC selektiert dabei die Partikel, Substrate
und Zellen im Blut nach ihrer Grofle.

Gallenkanalchen

Spalt von Disse —

Fenestrierungv);
x/Kupﬁerzellen
J
Blutfluss—
TS oy <> —Sinusoid

Lebersinusoidale &

Endothelzellen
Stellatzellen

Hepatozyten

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Lebersinusoids. Der vaskulare Blutfluss im Sinusoid tibt
eine Schubspannung auf das diskontinuierliche Endothel der LSEC aus, wodurch es zu einem
Plasmaaustausch zwischen Sinusoid und Spalt von Disse kommt. Der Spalt von Disse wird von LSEC
und Hepatozyten begrenzt und zeichnet sich durch eine abwesende Basalmembran aus, wodurch ein
bidirektionaler freier Fluidaustausch zwischen dem Sinusoid und den Hepatozyten mdglich ist.
Modifiziert nach Kang et al.l®l
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Dies ermdglicht den bidirektionale Transport von Plasmamolekiilen der
Grofie <150-175 um in den Spalt von Disse. Das gemischte Blut wird durch die
Fenestrierungen gefiltert. Immunzellen, Metabolite, Plasmaproteine, Wirkstoffe,
Lipoproteine sowie Viren diffundieren so iiber den Spalt von Disse zu den
Hepatozyten.”8182 Die ECM im Spalt von Disse zeichnet sich durch eine sehr geringe
Dichte aus.”%-%1 Infolgedessen ist eine freie Diffusion der selektierten Molekiile
moglich und es wird kein osmotischer, oder hydrostatischer Druckgradient fiir deren
Transport zu den Hepatozyten benotigt.2l Stellatzellen sind im Spalt von Disse
zwischen LSEC und Hepatozyten vorzufinden, welche fiir die Speicherung von
Vitamin A zustdndig sind und sich durch Aktivierung in Myofibroblasten
differenzieren.”®l Die Myofibroblasten zeichnen sich durch eine erhchte Kollagen- sowie
weitere ECM-Protein-Sekretion aus, welche die Struktur und die Steifigkeit im Raum
von Disse verandern und somit die Filtrationseigenschaft der Leber durch Schlieffung
der Fenestrierungen der sinusoidalen Kapillaren beeinflussen. Hohe Kollagengehalte im
Spalt von Disse fiihren ebenfalls zur Differenzierung von Hepatozyten zu
myofibroblasten, was zu Krankheiten wie der Leberfibrose und der Leberzirrhose bzw.
der Steatohepatits fithren."*%4 Die Differenzierung der Stellatzellen kann dabei durch
Alkohol katalysiert werden. Kupfferzellen koénnen im Sinusoid an die
Endothelzellschicht adherieren und sind Teil des unspezifischen Immunsystems. Sie
sind die ersten Makrophagen, welche mit pathogenen Stimuli, wie Bakterien aus dem
Gastrointestinaltrakt in Kontakt kommen und diese mithilfe von anderen Zellen
neutralisieren, was die Leber zu einem zentralen Organ in der Inmunabwehr macht.”!

1.2.1.2 Lebersinusoidale Endothelzellen

Die Lebersinusoidalen Endothelzellen kleiden die Blutgefafse aus und definieren damit
eine selektivpermeable Barriere zwischen Leber und vaskuldrem Blutstrom und gehoren
somit zu den Endothelzellen.!*! Fiir den kontrollierten Stoffaustausch zwischen Blut und
Gewebe ist die Barriereintegritit von grofier Bedeutung. Infolgedessen werden
Endothelzellen haufig iiber Proteine identifiziert, welche wichtige Funktionen im
Aufbau des Endothels iibernehmen. Dazu zédhlen unter anderem das Thrombozyten-
Endothelzellen-Adhasionsmolekiil CD31 (Cluster of Differentiation 31) auch PECAM 1
genannt und das vaskuldr endotheliale Cadherin (VE-Cadherin).¥ 88 VE-Cadherin
gehort zu dem Adherens Junction Komplex, welcher Zell-Zell-Kontakte zwischen
benachbarten Endothelzellen vermittelt.®¥! CD31 ist ebenso in der interzellularen
Verbindung von Endothelzellen unabdingbar.¥”! LSEC zeichnen sich unter den
Endothelzellen insbesondere durch deren Morphologie und Funktion aus, da etwa
2 %-20 % der LSEC-Oberfliche mit Fenestrierungen versehen sind, wodurch ein
effizienter Stoffaustausch zwischen dem Sinusoid und den Hepatozyten moglich ist.1®)
In der Physiologie der Leber spielt die Fenestrierung der LSEC somit eine entscheidende
Rolle.®! Dartiiber hinaus besitzen LSEC eine hohe Aktivitat an rezeptorvermittelter
Endozytose und die sogenannte Scavanger-Funktion dient der Aufnahme aller Arten von
Makromolekiilen, sowie Nanopartikel aus der Blutzirkulation.’® Die internalisierten
Liganden werden in endolysosomalen Kompartimentierungen abgebaut und
deaktiviert.®! Der Mannoserezeptor (CD206) selektiert zirkulierendes, denaturiertes

10



Einleitung

Kollagen anhand der Kollagen-a-Ketten und Glycokonjugate mit terminaler
Mannose.’'?2  Ein weiterer LSEC spezifischer Marker ist der endotheliale
Lymphgeféafie-Hyaluronrezeptor-1 (LYVE-1, der fiir die rezeptorvermittelte Aufnahme
von Hyaluron aus den Lymphen verantwortlich ist und Funktionen in der Entwicklung,
Wundheilung und Tumorgenese iibernimmt.74#19292 Indem die LSEC charakteristischen
Funktion und deren Morphologie betrachtet werden, konnen diese in einem ex vivo
Modell eindeutig identifiziert und evaluiert werden.

M VE-Cadherin

P cp206

=3 CD31
LYVE-1

Abbildung 7: Lebersinusoidale Endothelzellen kénnen durch endothelspezifische Proteine wie
VE-Cadherin und CD31 eindeutig Endothelzellen zugeordnet werden. Beide Proteine sind in der
Aufrechterhaltung der Barriereintegritat durch Zell-Zell-Kontaktvermittelte Verbindungen involviert.
Der Mannoserezeptor CD206 vermittelt unter anderem die Aufnahme von Makromolekiilen mit
terminaler Mannose, wohingegen der Lymphgefifse-Hyaluronrezeptor-1 (LYVE-1) Hyaluron
aufnimmt. CD206 und LYVE-1 dienen in der Leberforschung als LSEC spezifische Marker.

1.2.1.3 Hepatozyten

Hepatozyten werden auch als parenchymale Zellen der Leber bezeichnet, da sie den
grofsten Anteil der Leberzellpopulation reprasentieren und die Hauptfunktionen sowie
Aufgaben der Leber ausfiithren.” Detoxifizierung des Blutes, Homoostase von
Proteinen, Glucose und Fetten im Blut sowie die Produktion der Gallenfliissigkeit fiir
die Verdauung sind alles Funktionalititen der Leber, welche durch Hepatozyten
ausgefiihrt werden.[”l In Abbildung 5 wurde die Positionierung der Hepatozyten im
Lebergewebe skizziert. Aufgrund des freien Plasmaflusses durch die Fenestrierungen
der LSEC und die Sekretion von Gallenfliissigkeit in die Gallenkandlchen sind die
Hepatozyten multipolar.”! Die basolaterale Seite ist dem Spalt von Disse zugewandt,
wiahrend sich auf der apikalen Seite die Gallenkandlchen befinden. Die
unterschiedlichen Oberflachenproteine definieren die Polaritdt der Hepatozyten, da sie
durch die komplexe Struktur des Lebergewebes oftmals nah beieinander liegen.!”! Der
Austausch von Substanzen wird durch zahlreiche Mikrovilli auf der Oberflache der
Hepatozyten verstarkt.l’! So werden unter anderem Gerinnungsfaktoren, Transferrin
(fiir den Fe*-Transport), a-Fetoprotein (ein Indikator des Leberzellkarzinom) und
Albumin auf der basolateralen Seite in das Sinusoid sekretiert. Das Serumalbumin halt
den kolloidosmotischen Druck des Blutplasma aufrecht, wodurch der Filtrationsdruck
in den Gefdfien gewahrleistet wird.[””*?l Aufgrund dieser essenziellen Eigenschaft von
Albumin und dessen hohen Expressionsrate von ca. 10 g/Tag wird die Albuminsynthese
als ein wichtige Indikation der Funktionalitat von Hepatozyten genutzt.[”3%4 Um die
Glucose-Homoostase aufrecht zu halten, katalysieren Hepatozyten im finalen Schritt der
Gluconeogenese  die  Hydrolyse von  Glucose-6-Phosphat  mithilfe der
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Gluocose-6-Phosphatase (G6P).®1 Weiter konnen Hepatozyten nicht nur Glucose
freisetzen sondern auch bis zu 100 g Glucose in Form von Glykogen in der Leber
speichern.’l Neben der Glucosehomdostase sind die Hepatozyten fiir die Aufnahme,
Lagerung, Verstoffwechselung und Abgabe von Lipiden verantwortlich.’l Die genauen
Zusammenhdnge des hepatischen Fettmetabolismus werden in Kapitel 1.2.2 im
Zusammenhang mit einer nicht-alkoholisch induzierten Fettleber néher erlautert.
Hepatozyten haben die Fahigkeit Xenobiotika zu metabolisieren und zu entgiften, sowie
deren Ausscheidung einzuleiten.®®*”] Die Hydrophilie der Xenobiotika wird in der
sogenannten Phase I-Reaktion durch Freisetzung oder Anbringung einer funktionellen
Gruppe wie Hydroxygruppen (-OH), Thiole (-SH) oder Carbonsduren (-COOH)
erhoht.l Die Cytochrom P450 (CYP) Proteinfamilie gehdrt zu den Phase I-Enzymen
und ist in der Metabolisierung von biologischen Substanzen und Xenobiotika
involviert.”! CYP3A4 ist dabei fiir die Medikamentenentwicklung von besonderem
Interesse. Etwa 30 % der klinisch verabreichten Wirkstoffe werden von CYP3A4 oxidiert,
was indirekt deren Ausscheidungsprozess reguliert und die Bioverfiigbarkeit der
Medikamente bestimmt.”>1%l In der darauf folgenden Biotransformation in Phase I
werden diese funktionellen Gruppen meist fiir eine Konjugation von wasserldslichen
Gruppen verwendet, wodurch eine Ausscheidung iiber den Urin oder Galle ermoglicht
wird.'  Hydrophile Substanzen wie Sulfate, Glutathion, Aminosdauren und
Glucuronsdaure werden in Phase II der Detoxifizierung an die funktionellen Gruppen
konjugiert und beschleunigen durch eine erhchten Wasserloslichkeit der Metabolite
deren Ausscheidung.51® Eine zentrale Rolle in der Phasell spielt die
Uridin 5'-diphospho-Glucuronosyltransferase, welche eine kovalente Bindung
zwischen der Glucuronsdure und den funktionellen Gruppen (-OH, -SH, -COOH) der
Metabolite aus Phase I katalysiert. Uridin 5'-diphospho-Glucuronosyltransferase-1A1
(UGT1A1) gehort zu dieser Enzymklasse und ist hauptsachlich fiir die Glucoronidierung
von Bilirubin (Abbauprodukt von Erythrozyten) und anderen lipophilen Substanzen
und Medikamenten verantwortlich.””] 40 %-70 % der auf dem Markt vorhandenen
Medikamente werden einer Glucuronidierung unterzogen, wodurch die Messung deren
Aktivitat fiir die Wirkstoffforschung von grofier Bedeutung ist.'®! Der Vielzahl an
Aufgaben und Funktionen der Hepatozyten liegt eine hohe Effizienz und Prazision
zugrunde. Wird das biochemische Gleichgewicht der Hepatozyten gestort, entstehen
schnell lebendesbedrohliche Hepatopathien wie Hepatitis, Leberzirrhose, oder
Leberkarzinome.[¢”)

® Basal

@ UGT1A1
A CYP3A4
@ Albumin
B Ge6P

Apikal

Abbildung 8: Schematisch dargestellte Hepatozyten, welche Stoffe iiber ihre basolaterale Membran
aufnehmen und sekretieren gleichzeitig Proteine wie Albumin. Albumin wird fiir die Regulation des
kolloidosmotischen Druckes des Blutplasmas verwendet und wird exklusiv in Hepatozyten
synthetisiert. UGT1A1 und CYP3A4 sind Hepatozyten spezifische Enzyme der Detoxifizierung von
Medikamenten und anderen Xenobiotika. Glucose-6-Phosphatase (G6P) ist ein Enzym der
Hepatozyten und spielt eine entscheidende Rolle in der Gluconeogenese.
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1.2.2 Lebererkrankungen

Ungefahr 2 Millionen Menschen sterben weltweit jedes Jahr an Lebererkrankungen.0!
Diese werden in drei Kategorien eingeteilt: chronische Lebererkrankung (metabolische
Storungen), akutes Leberversagen (Hepatozytensterben mit intaktem Lebergewebe) und
chronisches Leberversagen (extensive Gewebeschdadigungen und -veranderung).[10>103]
Leberzirrhose, virale Hepatitis und Leberkarzinome sind die Hauptursachen einer
todlichen Lebererkrankung.'"l Meist wird Leberkrebs und Leberzirrhose durch
tibermafligen Alkoholkonsum, virale Hepatitis B und Hepatitis C sowie metabolische
Syndrome im Zusammenhang mit Ubergewicht und Adipositas verursacht.0410sl
Leberzirrhose ist das Endstadium vieler chronischer Lebererkrankungen und kann nur
mit einer Lebertransplantation erfolgreich behandelt werden. Weiter fiithren auch
Medikamenten-assoziierte Leberschaden immer haufiger zum akuten Leberversagen.
Die Uberdosierung des Analgetikums Paracetamol verursacht 50% der
Medikamentos-toxischen Leberschdden in den USA sowie Europa und ist in westlichen
Landern die Hauptursache von akutem Leberversagen.'®>%l Neu auftretende
Leberkrankheiten wie NAFLD und Steatohepatitis, welche durch eine iibermafig
fettreiche Erndhrung ausgelost werden, und die zunehmend alternde Bevolkerung
erhohen weltweit die Zahl lebensbedrohlicher Lebererkrankungen. Die stetige
Verbesserung in der intensivmedizinischen Therapie und Aufklarungsmafinahmen
beziiglich des Alkoholkonsums, Adipositas und viraler Hepatitis-Impfungen sind
positive Entwicklungen.

1.2.2.1 Nicht-alkoholische Fettleber

Durch komplexe, spezifisch regulierte Stoffwechselwege wird die Lipidhomdostase im
Menschen aufrechterhalten.l®”] Dabei erhélt die Leber entweder aus der Nahrung oder
aus endogenen Quellen, wie dem Fettgewebe, Fettsdauren, deren konstante
Konzentration im Korper aufrecht erhalten wird.[¢”1 Im fastenden Zustand werden im
weiflen  Fettgewebe  durch  Lipolyse  freie  Fettsdauren  oder  auch
nicht-esterifizierte Fettsduren (NEFA) genannt, freigesetzt, die {iber den Blutkreislauf in
die Leber transportiert werden wo sie als Energielieferant dienen.[”1%! Fettsauren aus
der Nahrung erreichen die Leber in Form von Chylomicron-Resten.'”! Zudem kann
tiber die de novo Lipidsynthese (DNL) in Hepatozyten aus nicht-lipidischen Edukten
neue Fettsduren synthetisiert werden. Dieser Stoffwechselweg wird iiber einen hohen
Glucosespiegel im Blut aktiviert und kann in Abbildung 9 nachverfolgt werden.%!
Sofern ein Fettsauremangel vorliegt konnen in Hepatozyten freie Fettsauren in Form von
Triacylglycerol (TAG) in Lipidtropfen gelagert werden. Die Aufrechterhaltung des
Gleichgewichts zwischen Fettsauren-Aufnahme, -Synthese, -Sekretion
oder -Verstoffwechselung ist eine der zentralen Funktionen, die von der Leber im
Fettsauremetabolismus iibernommen wird. Sind geniigend Fettsaurevorrate in der
Leber vorhanden, werden diese in Form von very low-density lipoprotein TAG (VLDL-TG)
in das Blutplasma fiir einen Weitertransport an andere Organe abgegeben.l'””l Ein
weiterer Moglichkeit den Fettsdurehaushalt zu balancieren, ist {iber die Verwendung
von Fettsduren in der hepatischen B-Oxidation zur Energiegewinnung.'®10 Die
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Homdostase der Lipide im Korper ist somit durch viele Stoffwechselwege regulierbar
und kann bei einer Storung weitreichende Auswirkungen auf verschiedene Organe
haben. So ist eine Akkumulation von Lipidtropfen in Hepatozyten der Ausloser fiir die
nicht-alkoholische Fettleber (NAFLD), wovon nach Schitzungen etwa 25 % der
erwachsenen Weltbevolkerung betroffen sind.["''-113 Die Krankheit dufSert sich in einem
breiten Spektrum an verschiedenen Symptomen, wovon die sogenannte Fettleber
namensgebend ist (Steatiosis hepatitis). In der hepatischen Steatose ist die reversible
Fetteinlagerung im Lipidmetabolismus der Hepatozyten gestort. Wird das
Ungleichgewicht im hepatischen Fettmetabolismus chronisch, kann dies zu einer
Leberfibrose oder einem Leberkarzinom fiihren.'®1] Eine Ursache fiir die immer
haufiger auftretende NAFLD-Erkrankung ist die zunehmende Anzahl an
Adipositas-Erkrankungen in der Weltbevolkerung.[''¥l Fiir ein besseres Verstandnis der
metabolischen Zusammenhinge, Auswirkungen und Behandlungsansatze von NAFLD
konnen in vitro Krankheitsmodelle ausschlaggebend sein. Dabei wird mit einer
Kombination aus einer strukturellen Rekonstruktion des Lebersinusoids und einer
realistischen Nahrlosung der Zellen gearbeitet. Jedoch befindet sich dieser Bereich des
Bioengineerings noch in einem frithen Entwicklungsstadium und voll funktionsfahige
komplexere, multizelluldire Modelle bendtigen noch weiterer Anpassung und
Modifizierungen.['14115]

Lipidtropfen

VLDL Partike . === Nahrungsmittel-
zunahme
=== [astender Zustand

Zucker aus
der Nahrung

Freie rg:'\"

Fettsaure

r / *-@"\Apolipoprotein
_) ' Chylomicron Partikel

. . Weilles Fettgewebe
Insulin

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Fettmetabolismus im Menschen. In einem fastenden
Zustand (schwarze Linien) werden freie Fettsduren aus dem Fettgewebe hydrolysiert und in das Blut
abgegeben, woriiber sie die Leber erreichen. Abhéngig von der vorhandenen Fettsdaurekonzentration
in der Leber kénnen die Fettsduren unterschiedliche metabolische Stoffwechselwege einschlagen. Ist
zu viel Fett vorhanden, werden Fettsduren zu Acetyl-CoA verstoffwechselt, welches in der
[-Oxidation oder im Citratzyklus energiegewinnend oxidiert werden kann. Durch eine Esterifizierung
der Fettsduren konnen diese in Triacylglycerol (TAG) umgewandelt werden. TAG kann in
Verbindung mit very low-density lipoprotein (VLDL) in das Blutplasma abgegeben werden oder in
Lipidtropfen in Hepatozyten gelagert werden. Durch eine Nahrungszunahme werden die darin
enthaltenen Fettsduren in Chylomicron fiir den Transport zur Leber oder anderen Organen
gespeichert. Zudem steigt der Glucosespiegel im Blut, welcher die Induktion der de novo Lipogenese
in der Leber reguliert. Dadurch wird der zellulare Lipidstoffwechsel von Oxidation zur Esterifizierung
verschoben. Modifiziert nach Hodson et al.l'%!
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2 Zielsetzung

3D-Leberzellkultivierung in Kombination mit Methoden aus dem Tissue Engineering
bieten ein enormes Potential, die Testsysteme der Wirkstoffentwicklung in der
praklinischen Phase zu revolutionieren. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die funktionelle
Einheit der Leber das Sinusoid vaskularisiert und in vitro rekonstruiert werden. Fiir eine
ndherungsweise ideale humanisierten Rekonstruktion der metabolischen Funktion der
Leber sollten ausschliefSlich Leberzellen humanen und primédren Ursprungs im
Liver-on-Chip Modell eingesetzt werden. Der vasQchip sollte dabei als strukturelle
Grundlage des Lebersystems verwendet werden, welcher sich durch seinen halbrunden,
perforierten Mikrokanal gegeniiber anderen Plattformen abhebt (Abbildung 10). Der
artifizielle integrierte Medienfluss sollte die in vivo Bedingungen im Lebersinusoid
gegeniiber statischen Rekonstruktionen verbessert wiedergeben und damit eine
dynamische Wirkstoffanalyse ermoglichen. Die Etablierung der LSEC im Mikrokanal
und der Hepatozyten im umgebenden Kompartiment sollte anhand zellspezifischer
Funktionen und Eigenschaften zunachst als Monokultur und anschlieflend in Kokultur
evaluiert werden. Nach erfolgreicher Etablierung sollte das Lebermodell als Testmodell
fiir systemisch applizierte Wirkstoffe und Leberkrankheitsmodelle, wie beispielsweise
die NAFLD, getestet werden. Zudem sollten Erweiterungsmoglichkeiten des in vitro
Lebermodells im Bereich der Stammzelltechnologie sowie die Integration eines
3D-Lebergewebes im umgebenden Kompartiment mithilfe von Hydrogelen eingesetzt
werden.

Medienfluss

Medienfluss

mi
Hepatozyten Wirkstofftransport | SEC Mikrokanal

Mikrofluidikpumpe Organ-on-a-Chip System umgebendes Kompartiment

Abbildung 10: Schematische Darstellung des artifiziellen Lebermodells im Organ-on-a-Chip System
vasQchip. LSEC kleiden den halbrunden, pordsen Mikrokanal des vasQchip aus, welcher das
umgebende Kompartiment abgrenzt. Die im umgebenden Kompartiment angebrachten Hepatozyten
stehen durch die Poren des Mikrokanals in direktem Kontakt mit den LSEC und das dariiber
zugefithrte Medium. Eine artifizielle mikrofluidische Stromung durch den Anschluss einer
Mikrofluidikpumpe am Mikrokanal ermdglicht eine kontinuierliche Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung. Der Medienfluss erlaubt zudem eine systemische Wirkstoffapplikation im
in vitro Lebermodell.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die menschliche Leber weist vier verschiedene Zellarten auf: Hepatozyten, Stellatzellen,
Kupfferzellen und LSEC.I"!l Hepatozyten reprasentieren mit 70 % - 90 % des gesamten
Leberzellvolumens den grofiten Teil der Leber und sind fiir die Funktionsweise der
Leber verantwortlich.”*7l Zu ihren Primarfunktionen zdhlen der Fettmetabolismus,
Medikamentenstoffwechselung und das Ausschiitten von Komplementfaktoren.
Stellatzellen sind fiir die Lagerung von Vitamin-A essenziell und spielen in der
Leberfibrose eine zentrale Rolle. Kupfferzellen sind in der Leber residierende
Makrophagen, welche die Toxizitdt von unerwiinschten Pathogenen und Partikeln im
Blut reduzieren.® LSECs sind fiir die strukturelle Organisation der Leber
verantwortlich und trennen die Hepatozyten vom sinusoidalen BlutgefafSlumen. "7 Fiir
den Aufbau eines aussagekriftigen und reprasentativen humanen Lebermodells sind
vor allem die Hepatozyten und LSEC die essenziellen Zelltypen, da Hepatozyten die
grundlegenden Funktionen der Leber iibernehmen, wahrend LSEC fiir die strukturelle
Organisation der Leber verantwortlich sind. Fiir die Rekonstruktion des Lebersinusoids
wurden in dieser vorgelegten Arbeit primdre humane Hepatozyten und LSEC
verwendet, um die menschliche Leber moglichst naturgetreu zu rekonstruieren. Beide
Zelltypen wurden in der herkémmlichen zweidimensionalen Kultivierungsmethode
etabliert (Kapitel 4.2.1), analysiert und anschliefend zu einer Kokultur
zusammengefiithrt. Um die in vivo-Bedingungen so naturgetreu wie mdoglich abzubilden,
wurde in dieser Arbeit ein Organ-on-a-Chip System (vasQchip) verwendet. Derartige
Systeme ermoglichen eine in vivo dhnlichere Organisation der Zellen, die es erlaubt
ganze Gewebestrukturen nachzubilden. Dariiber hinaus kann durch die Integration
eines Flusses die Versorgung der Zellen gewahrleistet werden.¥ Der vasQchip stellt ein
solches Organ-on-a-Chip System dar und wurde in der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Ute Schepers erstmals entwickelt und implementiert. Durch den halbrunden
Mikrokanal zeichnet sich dieser von anderen Systemen ab. Da er die Schubspannung die
auf die Gefaflinnenwande wirkt im Gegensatz zu rechteckigen Kandlen naturgetreuer
nachbildet, was fiir die Ausbildung eines Lebersinusoid entscheidend ist.["elé1l Mit
diesem Merkmal ermdoglicht der vasQchip eine detailgetreue Rekonstruktion des
Sinusoids der Leber. Dessen Etablierung und Evaluation soll in den folgenden Kapiteln
vorgestellt ~und  diskutiert =~ werden.  Zusitzlich  werden  verschiedene
Anwendungsmoglichkeiten des entwickelten Lebermodells dargestellt.
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3.1 Lebersinusoidale Endothelzellen und deren
Etablierung im vasQchip

Die moderne Leberforschung basiert stark auf der Verwendung von frisch isolierten
Leberzellen, da diese in der Lage sind alle Funktionen des in vivo Zelltyps abbilden. Da
diese jedoch sehr schnell dedifferenzieren und dadurch ihren spezifischen Phanotyp
verlieren, ist deren Kultivierung und Funktionsdauer auf ca. 2 Tage begrenzt.["21171181 Um
dennoch addquate naturgetreue Forschung betreiben zu kénnen, wurde von der Firma
Upcyte-Technologies ein Verfahren entwickelt, welches den Proliferationsstopp von
primdren LSEC hinauszogert und zeitgleich einige Eigenschaften, wie deren
rezeptorvermittelte Endozytose, erhadlt.'"”l Diese Eigenschaft soll auch fiir die
nachfolgenden, vorgestellten Experimente genutzt werden, in welchen ausschlieSlich
primédr-modifizierten LSEC verwendet wurden (Abbildung 11). Um die in vivo
Eigenschaften der verwendeten LSEC zu validieren, miissen diese zundchst
charakterisiert ~werden. Hierfiir wurde eine Immunfluoreszenzmarkierung
durchgefiihrt, bei der zellspezifische Proteinstrukturen mithilfe von Antikorpern
visualisiert werden. 2-10* LSEC wurden in einem 0,1 mg/ml Kollagen I beschichteten
u-Slide-8-Well tiir 7 Tage kultiviert. Nach der Immunfluoreszenzmarkierung wurde die
Expression des Mannoserezeptors CD206 (Kaninchen-Anti-humanes-
C206-Primarantikorper) und des Endothelzellmarkers CD31 (FITC gekuppelter
Maus-Anti-humanes-CD31-Primédrantikorper) immunhistochemisch untersucht (siehe
Abbildung 11). Die Markierung von CD31 und CD206 wurde, sofern nicht explizit
erwahnt in dieser Arbeit mit den hier vorgestellten Antikorpern durchgefiihrt. CD206
ist ein LSEC-spezifischer endozytotischer Rezeptor, welcher eine wichtige Rolle in der
Cadherin-vermittelten Aufnahme von Makromolekiilen aus dem Blut durchfiihrt.
Unter anderem werden zirkulierende Kollagenreste, oder Glycokonjugate mit
terminaler Mannose wie z.B. lysomale Enzyme aus dem Blutkreislauf selektiert.l*!

Hoechst33342 CD206 Uberlagerung
o » )/ S T BT, ..»'7‘ 2

Abbildung 11: Visualisierung der LSEC sowie deren spezifischen Endothelzellmerkmalen, CD31 und
CD206. Pro Well eines p-Slide-8-Well wurden 2:10* LSEC wurden ausgesdt und 7 Tage bei 37 °C
kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage. Anschliefend wurden die Zellen
fixiert, permeabilisiert und CD206 und CD31 mit Hilfe einer Immunfluoreszenzmarkierung
nachgewiesen (FITC gekuppelter Maus-Anti-human CD31-Primérantikorper/ Alexa Fluor®-488
Ziege-Anti-Maus  Sekundéarantikorper; Kaninchen-Anti-human-C206-Primarantikorper/  Alexa
Fluor®-647 Hiithnchen-Anti-Kaninchen Sekundérantikorper). Welche mit einer
Fluoreszenzkonfokalmikroskopie visualisiert wurden. Zudem wurde die DNA im Zellkern durch eine
Hoechst33342-Markierung veranschaulicht.

Blau: Hoechst33342 (Aex = 355 nm, Aem = 465 nm), Rot: CD206 (Aex = 658 nm, Aem = 675 nm), Griin: CD31
(Aex =499 nm, Aem = 520 nm) Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, Mafistab = 100 pm.
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CD31 ist dagegen ein Zelladhdsionsmolekiil von Endothelzellen, welches somit auch in
LSEC vorhanden ist. Zellspezifische Strukturproteine konnten erfolgreich {iber die
Immunfluoreszenzmarkierung in den verwendeten LSEC nachgewiesen werden
(Abbildung 11). Dieser Nachweis zeigt das die verwendeten LSEC von
Upcyte-Technologies charakteristische Faktoren besitzen, welche leberspezifische
Endothelzellen definieren.

3.1.1 Kultivierung der LSEC

Aufgrund der Empfindlichkeit der Leberendothelzellen und ihrer Instabilitdt den
spezifischen = Phanotyp invitro zu halten, sind die entsprechenden
Kultivierungsbedingungen essentiell fiir den Erhalt ihrer Spezifitat.”? In den
nachfolgenden vorgestellten Abschnitten wurde deshalb die Kultivierung der LSEC in
unterschiedlichen Zellmedien, Beschichtungen und Verwendungsmoglichkeiten
beziiglich ihrer Passagen untersucht.

3.1.1.1 Zellmedientest

In der Literatur konnte gezeigt werden, dass Spezialzellmedien mit entsprechenden
ausgewdahlten Faktoren eine grofie Auswirkung auf die Kultivierung von Zellen haben
koénnen. Sie verhindern unter anderem die Dedifferenzierung von priméren Zellen und
ermoglichen deren Proliferation. Aus diesem Grund wird die Forschung mit Hinblick
auf die Kultivierung von LSEC mit verschiedenen Spezialzellmedien mit hoher Prioritat
vorangetrieben.”?l Eine zentrale Rolle spielen dabei die Wachstumsfaktoren, bei welchen
es sich um Molekiile handelt die unter anderem fiir die Zellmigration, Proliferation und
Differenzierung verantwortlich sind.'” Zur Kultivierung der LSEC wurden in dieser
Arbeit zwei wichtige Wachstumsfaktoren (VEGF und SB431542) als Medienzusatz
analysiert. Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) wird von Hepatozyten und
Stellatzellen in der Leber sekretiert und ist ein wichtiger Regulator fiir den fenestrierten
Phanotyp der LSEC.PUl SB431542 ist ein Transforming-Growht-Factor-p-Inhibitor
(TGE- B-Inhibitor), da TGF-{ eine Rolle in der Inflammationsreaktion spielt, sollte dieser
in der Homoostase der Leber unterdriickt werden.!"?!l In dieser Arbeit wurden dafiir
bereits fertig zusammengestellte Spezialmedien fiir Endothelzellen mit den
entsprechenden Faktoren getestet. Ein potenziell passendes Medium ist das Endothelial-
Cell-Growth-Medium-2 (EGM2). Dieses Medium wurde zusatzlich mit 50 ng/ml VEGF
und 20 uM SB431542 versetzt und mit dem LSEC-Medium des Herstellers, das speziell
auf die Upcyte-LSEC angepasst wurde, sowie einer 1:2 Mischung aus LSEC-Medium und
EGM2 getestet. Fiir den Vergleich wurden auf einer KollagenI beschichteten
24-Well-Platte 3-10* LSEC ausgesét und fiir 7 Tage kultiviert. Dabei wurde das Medium
alle 2-3 Tage gewechselt. Auf molekularbiologischer Ebene kann die Expression von
spezifisch ausgewdhlten Genen quantitativ verfolgt werden, wodurch regulatorische
Prozesse in der Zelle und deren Verhalten analysiert werden kann. In einer quantitativen
Polymerasenkettenreaktion (RT-qPCR) wurde die Auswirkung der verschiedenen
Medienzusammensetzungen auf die Genexpression verschiedener LSEC spezifischer
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Marker relativ zu einem Referenzgen und einer Kontrolle untersucht.l'??l In Abbildung
12 ist das Ergebnis der RT-qPCR dargestellt. Die hier gezeigten Ergebnisse wurden dabei
mit der AACt-Methode ausgewertet und auf das LSEC-Medium des Herstellers als
Kontrolle normiert (=1 in Abbildung 12). Die beiden allgemeinen Marker fiir
Endothelzellen, CD31 und VE-Cadherin sind in EGM2 &dhnlich stark exprimiert wie die
im LSEC-Medium kultivierten LSEC. Demgegeniiber sind in EGM2 die LSEC
spezifischen Marker, LYVE-1 und CD206 um 65 % geringer exprimiert als die
LSEC-Medium Kontrolle. Alle weiteren Kombinationen und Varianten an
Kultivierungsmedien weisen eine deutlich verringerte Expression aller getesteten
Proteine auf. Anhand der in Abbildung 12 vorgestellten Ergebnisse konnte fiir die
Expressionsrate ein deutlicher Trend zugunsten des LSEC-Mediums ausgemacht
werden, welches sich als geeignetes Kultivierungsmedium abzeichnet. Auch in der
Literatur herrscht Unstimmigkeit beziiglich des zu verwendenden Zellmediums fiir
Leberzellen. Dies ist vermutlich zuriickzufithren auf die unterschiedlichen
Leberzellquellen, fiir die entsprechend kompatible Medien zusammengesetzt
wurden.'”! Parallel zur Expressionsanalyse der Marker wurde die Proliferation der
LSEC in den verschiedenen Medien getestet, wobei die Erkenntnisse von der RT-qPCR
bestdtigt wurden. Fiir die Proliferationsverfolgung der LSEC in den unterschiedlichen
Medien wurde eine Wachstumskurve durch erstellt, welche in Abbildung 13 dargestellt
ist. Dazu wurden 0,5-10* Zellen in einer Kollagen I beschichteten 96-Well-Platte fiir
7 Tage kultiviert und an Tag 1, 2, 3, 4 und 7 die Zellzahl aus Triplikaten (n=3) bestimmt.
Abbildung 13 zeigt die Zellzahl in Abhéngigkeit der Kultivierungstage, wobei sich ein
leichter Trend zugunsten des LSEC-Mediums abzeichnet. Die Proliferation von Zellen
kann Riickschliisse auf deren Viabilitat geben und somit Richtungsgebend sein um den
Einfluss der unterschiedlichen Medien auf die Zellen abzuschatzen.!'4]

mm EGM?2
1.2 EGM2.LSEC
B EGM2
+ VEGF [50 ng/ml]
+ 8B [10 pM]

x-fache Expression

CD31 VE-Cadherin LYVE-1 CD206

Abbildung 12: RT-qPCR-Analyse der Genexpression zur Untersuchung eines geeigneten
Basalmediums zur Kultivierung von LSEC. In einer 24 -Well-Platte wurden 3-10* Zellen ausgesat und
flir 7 Tage mit den entsprechenden Medien kultiviert. Es wurde EGM2, verdiinnt mit
LSEC-Medium (1:2), EGM2 ergéanzt mit 50 ng/ml VEGF und 10 uM SB und als Kontrolle wurde das
Herstellermedium LSEC-Medium verwendet. Nach der Zelllyse durch TRIzol® und die
anschliefende cDNA-Synthese wurde die mRNA-Expression von CD31, VE-Cadherin, LYVE-1 und
CD206 analysiert. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der AACt-Methode, dabei wurden die
Proben auf die Kontrolle des LSEC-Mediums normiert (=1) und die Standardabweichung und
Mittelwerte ermittelt (n=3). Als Referenzgen wurde GAPDH verwendet. Werte mit einem
signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, ** < 0,01 und ***p < 0,001 versehen und
mithilfe des Student t-Test ermittelt.
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Da die Proliferationsrate und die Genexpression der LSEC spezifischen Marker im
LSEC-Medium am hochsten waren, wurde in den folgenden Experimenten
ausschliefllich mit dem LSEC-Medium gearbeitet, um moglichst vorteilhafte
Kultivierungsbedingungen zu schaffen.

10 -~ LSEC-Medium

-= EGM2
-+ 1:2 EGM2:LSEC

Zellzahl / 1.10*
T

Tage

Abbildung 13: Wachstumskurve von LSEC in unterschiedlichen Medien. Es wurden 0,5-10* LSEC in
eine Kollagen I beschichtete 96-Well-Platte ausgesat. Nach 1, 2, 3, 4 und 7 Tagen wurde die Zellzahl
bestimmt. Getestet wurden ein LSEC-Medium, ein Endothelial Growth Media 2 (EGM2) und eine
1:2 Mischung aus beiden Medien. Mittelwert und deren Standardabweichung wurde aus n=3
ermittelt.

3.1.1.2 Beschichtung

Die Oberflache, auf der Zellen in vitro kultiviert werden, besteht meist aus einer durch
Plasmabehandlung hydrophilisierten Oberflache, was die Adhasion der Zellen
verbessert. Diese Wachstumsumgebung entspricht jedoch nicht den natiirlichen
Bedingungen in einem Organismus, in welchem Zellen umgeben von einer
extrazelluliren Matrix (ECM), welche sowohl Strukturen und Bindungsstellen fiir
Zelladhésion als auch Platz fiir Zellmigration und -Wachstum bietet.['”’l Die ECM ist
somit eine dynamische Struktur, bestehend aus unterschiedlichen Proteinen und
Makromolekiilen, die aktiv die Funktionen der Zellen regulieren und beeinflussen
konnen. Fibronektin und Kollagene reprédsentieren den Hauptbestandteil der
Leber-ECM. Im Spalt von Disse kommen vor allem Kollagen Typ I und III vor, aber auch
die Glykoproteine Fibronektin und Vitronektin sind dort zu finden. Laminin, ein weiters
ECM-Protein, wird vermehrt in der Basallamina der Blutgefiafie vorgefunden. [126127]

Mit diesem Hintergrund wurden unterschiedliche Beschichtungen fiir eine optimale
Kultivierung der LSEC getestet. Dafiir wurden u-Slide-8-Wells mit den zu testenden
Substanzen beschichtet (KollagenI (0,1 mg/ml), Gelatine (1 %), Fibronektin
(13,33 pg/ml), Vitronektin (5 pg/ml) und Laminin (13,33 pg/ml)). Anschlieffend wurden
3-10* Zellen auf die Beschichtung ausgesat und fiir 7 Tage mit einem Mediumwechsel
alle 2-3 Tage kultiviert. Das Ergebnis der Immunfluoreszenzanalyse der LSEC Marker
CD31 und CD206 ist in Abbildung 14 dargestellt. Das Membranprotein CD31 kann
genutzt werden um Auskunft iiber die Konfluenz von Endothelzellen zu geben.®®”! Im
Vergleich zu den anderen getesteten Beschichtungen konnte sich auf Gelatine keine
konfluente Zellschicht bilden. Gelatine ist kein natiirlicher Bestandteil der ECM der
Leber, was das abweisende Verhalten der LSEC auf einer Gelatinebeschichtung erkldren
konnte. Im Tissue Engineering zur 3D-Kultivierung von Zellen in Form von Hydrogelen
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findet Gelatine jedoch grofse Anwendung, da sie aus hydrolysiertem Kollagen besteht,
was in der ECM héufig aufzufinden ist und so eine natiirliche Umgebung fiir Zellen
bietet.*) Hingegen kommen Kollagen I, Fibronektin, Vitronektin und Laminin alle
in vivo in der Leber vor und bilden konfluente Zellschichten der LSEC auf den jeweiligen
Beschichtungen.['?’]

Hoechst33342 CD206 CD31 Uberlagerung

B

Kollagen I

Fibronektin

Gelatine

Vitronektin

Laminin

Abbildung 14: Untersuchung unterschiedlicher Beschichtungen zur Kultivierung von LSEC. Es
wurden 3-10*LSEC in einem p-Slide-8-Well auf den jeweiligen Beschichtungen ausgesat. Als
Konzentrationen =~ wurden 0,1 mg/ml Kollagen I, 13,33 ug/ml Fibronektin, 1 % Gelatine,
5 pg/ml Vitronektin und 13,33 pg/ml Laminin verwendet. Die Zellen wurden fiir 7 Tage kultiviert,
wobei das Medium alle 2-3 Tage gewechselt wurde. Durch eine Immunfluoreszenzmarkierung mit
CD31 und CD206 (FITC gekuppelter Maus-Anti-human CD31-Primarantikorper/ Alexa Fluore-488
Ziege-Anti-Maus Sekundarantikdrper; Kaninchen-Anti-human-C206-Priméarantikérper/
Alexa Fluor®-647  Hiithnchen-Anti-Kaninchen = Sekundédrantikorper)  und  anschliefSender
DNA-Markierung mit Hoechst33342, wurden die markierten Zellen mit dem Konfokalmikroskop
visualisiert.

Blau: Hoechst33342 (Aex = 355 nm, Aem = 465 nm), Rot: CD206 (Aex = 658 nm, Aem = 675 nm), Griin: CD31
(Aex =499 nm, Aem = 520 nm) Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, Mafistab = 100 pm.
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Um einen quantitativen Vergleich zu ermdglichen, wurde eine RT-qPCR durchgefiihrt.
Dafiir wurde eine 24-Well-Platte beschichtet, mit den Zellen besiedelt und kultiviert. In
Abbildung 15 finden sich die auf die Kollagen I-Beschichtung normierten Werte der
RT-qPCR. Die relativen mRNA-Expressionen der Marker CD31, LYVE-1 und CD206 auf
der Beschichtung mit Fibronektin und Laminin, sind mindestens 1,4-fach hoher als bei
Kollagen I. Hingegen weisen Gelatine und Vitronektin im Vergleich mit Kollagen I eine
geringere Expression von CD206 auf. Die Kultivierung von LSEC auf Fibronektin zeigt
somit die hochste Expression aller untersuchten Marker, gefolgt von Laminin und
Kollagen I. Die Kultivierung auf Galantine und Vitronektin zeigten die geringsten
Expressionen der entsprechenden Proteine. Trotz der hohen Viabilitat auf Fibronektin
wird vom Hersteller Upcyte Technologies KollagenI als Beschichtungsmaterial
empfohlen, welches auch in zahlreichen Publikationen die eine erfolgreiche
LSEC-Kultivierung auf Kollagen I beschreiben verwendet wurde. 128121 Daher wurde,
sofern nicht anders beschrieben, in allen folgenden Experimenten 0,1 mg/ml Kollagen I
zur Kultivierung von LSEC verwendet. Zudem ist Kollagen I eins der haufigsten
Bestandteile der ECM und spiegelt die natiirliche Umgebung der LSEC wieder.[126127]

6 B Fibronektin
B Gelatine
g | B Vitronektin
] @ Laminin
w 4_
2
=3
]
=l *
w
S 2
g
o (I | T

CD31 LYVE-1 CD206

Abbildung 15: mRNA-Genexpressionsanalyse mithilfe RT-qPCR zur Uberpriifung unterschiedlicher
Beschichtungsmaterialien fiir die Kultivierung von LSEC. In einer 24-Well-Platte wurden
4,275:10* LSEC auf den jeweiligen Beschichtungen ausgesdt. Es wurde mit 0,1 mg/ml Kollagen I,
13,33 pg/ml Fibronektin, 1 % Gelatine, 5 pg/ml Vitronektin und 13,33 pg/ml Laminin beschichtet und
iiber einen Zeitraum von 7 Tagen kultiviert. Dabei wurde das Medium alle 2-3 Tage gewechselt. Nach
der Zelllyse durch TRIzol® und der anschlieffenden cDNA-Synthese, wurden die Proben auf die
mRNA-Expression von CD31, LYVE-1 und CD206 analysiert. Die Auswertung erfolgte mit der
AACt-Methode und die Proben wurden auf die KollagenI Kontrolle normiert (=1) und die
Standardabweichung und Mittelwerte ermittelt (n=3). Als Referenzgen wurde GAPDH verwendet
Werte mit einem signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p <0,005, **<0,01 und
***p < 0,001 versehen und mithilfe des Student’s t-Test ermittelt.

3.1.1.3 LSEC Passagen

Bekanntermafsen verlieren LSEC sehr schnell ihre Funktionen und Eigenschaften wenn
sie in vitro kultiviert werden.”>1"”I Die verwendenden LSEC sollten laute Hersteller vor
ihrer Verwendung zunachst aufgetaut und anschlieflend bis zu einer 80%igen Konfluenz
kultiviert werden. Dieser Schritt wird als Passage 1 definiert. Werden die Zellen
anschliefend enzymatisch abgelost, verdiinnt ausgesat und erneut zur 80 %igen
Konfluenz kultiviert, wird dies als Passage 2 definiert. Aus wirtschaftlichen Griinden
ware eine langere Expansion der Zellen wiinschenswert, weswegen die Integritdt der
LSEC mit Hilfe einer RT-qPCR der LSEC-Marker untersucht wurde (Abbildung 16).
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Dazu wurde tiiber 5 Passagen die mRNA-Expression von CD31, VE-Cadherin, LYVE-1
und CD206 in LSEC mithilfe RT-qPCR analysiert. Dabei nimmt bei allen untersuchten
Markern, aufSer bei CD206 die mRNA-Expression nach jeder Passage kontinuierlich ab.
So sinkt die relative Expression von VE-Cadherin in Passage1 von 1,0 auf 0,36 in
Passage 5. Die Zellen verlieren dabei ihre endothelialen Eigenschaften und sollten
maximal bis Passage 3 verwendet werden. Auf Grund dieser Ergebnisse wurden die
LSEC einmal expandiert und in Passage 2 konserviert und im Rahmen dieser Arbeit fiir
die Experimente in Passage 3 verwendet.

2.0

El Passage 2
Bl Passage 3
[ Passage 4
= Passage 5

x-fache Expression

CD31 VE-Cadherin LYVE-1  CD206

Abbildung 16: Untersuchung der LSEC auf ihre Expression der RNA im Laufe ihrer Passagen durch
eine RT-qPCR. Fiir Passage I wurden 2,85:10* Zellen direkt nach dem Auftauen in einer Kollagen I
beschichteten 24-Well-Platte ausgeséat. Parallel dazu wurde eine Gewebekulturflasche fiir Passage 2
weitergefithrt. Nach 7 Tagen wurde die Zelllyse durch TRIzol® durchgefiihrt und gleichzeitig
Passage 2 in einer 24-Well-Platte angesetzt und eine Gewebekulturflasche fiir Passage 3 mitkultiviert.
So wurde auch fiir Passage 4 und 5 vorgegangen. AnschliefSende folgte eine cDNA-Synthese und die
Proben wurden dann auf die mRNA-Expression von CD31, VE-Cadherin, LYVE-1 und CD206
analysiert. Auswertung erfolgte mithilfe der AACt-Methode, dabei wurden die Proben auf die
Passage 1 normiert (=1). Als Referenzgen wurde GAPDH verwendet und die Mittelwerte und deren
Standartabweichungen erfolgten aus n=3.

3.1.2 Funktionsanalyse der LSEC auflerhalb des
vasQchips

3.1.2.1 Barriere der LSEC

Wie in Kapitel 1.2.1.2 bereits beschrieben haben die LSEC eine charakteristische
Morphologie beziiglich ihrer Barrierefunktion entlang der Blutgefidfle. Sie kleiden das
sinusoidale Endothel mit unterschiedlich grofsen Fenestrierungen aus. Diese
Zytoplasma durchdringenden Poren ermdglichen in Kombination mit der fehlenden
Basalmembran einen freien Fliissigkeitsaustausch zwischen dem sinusoidalen Blutgefafs
und dem Spalt von Disse.’ Um die Morphologie der LSEC zu untersuchen, wurden
2-10% Zellen auf Kollagen I fiir 7 Tage kultiviert. Anschlieffend wurde mithilfe einer
Immunfluoreszenzmarkierung der Mannoserezeptor CD206 und das endotheliale
Marker Protein CD31 mikroskopisch visualisiert (Abbildung 17). Zur Orientierung
wurde die DNA mit Hoechst33342 markiert. Durch die einheitliche Markierung der
Membran mit dem Anti-CD31 Antikorper konnen Liicken in der Membran sichtbar
gemacht werden, welche auf eine mogliche Fenestrierung hindeuten konnten.
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Hoechst33342 CD206

Abbildung 17: Visualisierung der LSEC sowie deren spezifischen Endothelzellmerkmale, CD31 und
CD206. Es wurden 2-10* Zellen pro u-Slide-8-Well eingebracht und fiir 7 Tage kultiviert. Der
Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. AnschlieSend wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert.
Nach Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden CD31 wund CD206 durch
Immunfluoreszenzmarkierung (FITC gekuppelter Maus-Anti-human CD31-Primérantikorper/
Alexa Fluor®-488 Ziege-Anti-Maus Sekundarantikorper; Kaninchen-Anti-human-
C206-Priméarantikorper/ Alexa Fluor®-647 Hiihnchen-Anti-Kaninchen Sekundarantikdrper) und
Konfokalmikroskopie visualisiert. Zudem wurde die DNA durch eine Hoechst33342-Markierung
veranschaulicht. Mit Pfeilen sind Liicken in der CD31-Markierung markiert, welche auf eine mdogliche
Fenestrierung der LSEC hindeuten.
Blau: Hoechst33342 (Aex = 355 nm, Aem =465 nm), Rot: CD206 (Aex = 658 nm, Aem = 675 nm), Griin: CD31
(Aex =499 nm, Aem = 520 nm) Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, Mafistab = 25 pm.
Potenzielle Fenestrierungen sind in Abbildung 17 mit Pfeilen markiert und weisen eine
Grofse zwischen 1,5-5 um auf. In der Literatur werden Porengrofien von 50-300 nm
genannt, welche clusterartig auftreten.®°!l Fiir einen eindeutigen Nachweis der
intrazelluldaren Fenestrierungen sollte zukiinftig moglichst ein hoher auflosendes
Mikroskop, wie ein Rasterelektronenmikroskop verwendet werden.Der direkte
Blutfluss durch die Leber kommt nur mit LSEC in Kontakt, welche die Blutgefife
auskleiden und mithilfe von Rezeptoren gezielt Makromolekiil und kleinere Partikel aus
dem Blut filtern.®3175l Durch diese Funktion und der exponierten Position in der Leber
sind LSEC jedoch auch toxischen Substanzen, wie Paracetamol oder Ethanol (EtOH)
ausgesetzt, welche direkt vom Gastrointestinaltrakt in die Leber geleitet werden.[2s]
Dauerhafter Alkoholkonsum fiihrt bekanntermafien zu chronischer Hepatitis und
moglicher Leberfibrose. Dartiiber hinaus wurde nachgewiesen, dass die akute Toxizitat
von Paracetamol und EtOH eine Auswirkung auf die Barriere der LSEC hat und dies
somit als frithe Indikation in der Medikamentenforschung fungieren kann.!?812l Der
direkte Kontakt mit EtOH induziert Liicken zwischen benachbarten LSEC, was bei
langerer Exposition zu einem Kollaps des Sinusoids fiihren kann. Dieser Effekt kann
durch eine Messung des transendothelialen elektrischen Widerstandes (TEER) verfolgt
werden.'?! Um auch diese Eigenschaft in den hier verwendeten LSEC nachzuweisen,
wurde die Barriere der LSEC in einem Transwell®-System aufgebaut, deren
schematische Darstellung in Abbildung 18 zu sehen ist. Es wurden 1-10* LSEC auf der
mit KollagenI beschichteten apikalen Seite des Transwells® (0,4 um Porengrofle)
ausgesat. Nach 72 h wurden die Zellen mit 40 mM EtOH und 2 mM Na-Butyrat oder
einer Mischung der beiden auf der apikalen Seite behandelt. Vor der Behandlung nach
6 h und nach 24 h wurde eine Messung des TEER durchgefiihrt.
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Abbildung 18 Darstellung des Transwell®-Systems zur Messung der Barriere-Integritat von LSEC iiber
den transendothelialen elektrischen Widerstand (TEER). Durch eine Elektrode im apikalen und
basalen Bereich des Systems kann durch einen Stromfluss von 12,5 Hz der Widerstand durch die
Zellbarriere ermittelt werden. Die dazu benétigten Widerstdinde des Mediums (RMedium) und der
Transwell® Membran (Reinsatz) konnen durch die Messung des Systems ohne Zellen bestimmt werden.
Abbildung modifiziert nach Srinivasan et al.[130!
Als Nullwert diente das System ohne Zellen, welches mit 0,1 mg/ml Kollagen I
beschichtet wurde. Dabei zeigte sich, dass sich die Barriere in der unbehandelten
Kontrolle im Verlauf von 24h verdichtet, wodurch sich der transendotheliale
Widerstand vergrofiert (Abbildung 19). Bei einer Behandlung mit 40 mM EtOH nimmt
der TEER-Wert im Vergleich zur Kontrolle signifikant ab und sinkt von 5,1 Q/cm? auf
1,9 Q/ecm?  Dagegen bleiben die TEER-Werte bei einer Behandlung mit
2 mM Na-Butyrate und der Mischung aus EtOH und Na-Butyrate, bei ca. 4,5 ()/cm?.
Schon Han et al hat nachgewiesen, dass die Barriere von humanen umbilikalen vendsen
endothelialen Zellen (HUVEC) durch EtOH beeinflusst wird und konnten einen
dhnlichen Abfall im TEER bei der Behandlung mit EtOH nachweisen.!?s! Zudem hat die
simultane Behandlung von 2 mM Na-Butyrate und 40 mM EtOH, die Wirkung von
EtOH auf den Barrierezerfall reduziert, was bereits in der Literatur beschrieben
wurde.[28131 Somit konnte gezeigt werden, das die hier verwendeten LSEC ein dhnliches
Barriereverhalten, wie in der Literatur beschrieben, aufweisen.

Hl Vor Behandlung
Hl 6 h Behandlung
Bl 24 h Behandlung

Abbildung 19: Messung des transendothelialen elektrischen Widerstandes (TEER) zur Ermittlung der
Barriere-Integritat der LSEC. 1104 LSEC wurden fiir 72 h auf der apikalen Seite eines mit Kollagen I
beschichteten Transwells® kultiviert und anschliefend mit 40 mM Ethanol, 2 mM Na-Butyrat, oder
einer Mischung beider Substanzen behandelt. Als Kontrolle diente eine unbehandelte Probe. Die
TEER-Messung erfolgte an den angegebenen Zeitpunkten und als Nullwert wurde ein beschichtetes
Transwell® ohne Zellen verwendet. Die Mittelwerte und deren Standardabweichung erfolgten aus
n=3. Werte mit einem signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, ** <0,01 und
**p < 0,001 versehen und wurden mithilfe des Student’s t-Test ermittelt.
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3.1.2.2 Angiogenesepotential der LSEC

Ein weiterer Vorgang in welchem die LSEC beteiligt sind ist die Angiogenese.
Angiogenese ist ein von Wachstumsfaktoren gesteuerter Prozess, in welchem
Endothelzellen differenzieren. Die Endothelzellen kapseln sich dabei von ihrer
Originalgefafsstruktur ab, migrieren und formen kapillar dhnliche Gefdfse mit einem
Lumen. Wahrend der Leberfibrose werden von Hepatozyten und Stellatzellen
Angiogenesefaktoren sekretiert, welche die endotheliale Angiogenese regulieren, was
zu einer Neovaskularisierung fiihrt. Diese endotheliale Reorganisation induziert eine
Zerstorung der zellularen Leberstruktur und somit auch das Sinusoid, wodurch die
Leberfibrose weiter verschlimmert wird.['*? Dieses Verhalten kann durch Verwendung
einer Basalmembranbeschichtung kiinstlich induziert werden. Die Basalmembran ist
eine spezialisierte ECM, welche auf der basalen Seite von Endothelzellen das Blutgefaf3
strukturell stabilisiert. Sie besteht hauptsiachlich aus Laminin 8 und 10 und kann
kommerziell als Matrigel® erworben werden.l Um die Eigenschaft der Angiogenese
bei den verwendeten LSEC zu verifizieren, wurden 4,2:10* Zellen fiir 24 h auf einer
wachstumsfaktorreduzierten Matrigel®-Schicht kultiviert. Nach 4 h und 24 h wurde das
Wachstum in einer Hellfeldaufnahme mikroskopisch untersucht (Abbildung 20). Die
Aufnahmen zeigen, dass sich nach 4 h eine tubulédre Organisation der Zellen andeutet,
welche sich nach 24 vollstandig ausgepragt hat. Dieser sogenannte Tubeformation-Assay
wurde in der Literatur bei Endothelzellen bereits wiederholt nachgewiesen.[11913413]
Aber auch bei der Verwendung von direkt isolierten LSEC koénnen nach 6 h auf
Matrigel® die ahnliche Effekte beobachtet werden.) Da die in dieser Arbeit
verwendeten LSEC somit wesentliche Eigenschaften, die zu einer Leberfibrose beitragen
aufweisen, wurde deren Verwendung fiir weitere Untersuchungen als geeignet
betrachtet.

4 Stunden 24 Stunden

L.

Abbildung 20: Angiogeneseverhalten von LSEC auf Matrigel®. Es wurden 4,2-10*LSEC auf
wachstumsfaktorenreduziertes Matrigel® in einem p-Slide-8-Well ausgesat. Anschlieflend wurde das
Wachstumsverhalten nach 4 h- und 24 h durch eine Hellfeldaufnahme mikroskopisch visualisiert.
Inverses Lichtmikroskop Leica DMIL LED, MafSstab = 200 pum.
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3.1.2.3 Scavanger Funktion von LSEC

Eine der Hauptaufgaben von LSEC ist es, das Blut aus dem Intestinalbereich zu filtern.
Vor allem die hohe endozytotische Kapazitit erlaubt es ihnen mit spezifischen
Rezeptoren (Scavanger-Rezeptoren) bestimmte Makromolekiile aus dem Blut zu
binden.’!l Dazu zéhlt der Mannoserezeptor CD206, welcher Kollagen-a-Ketten und
Glykokonjugate mit terminaler Mannose endozytiert.’» Um die Endozytoseaktivitat der
LSEC zu untersuchen, werden in der Forschung haufig mit Fluorophoren konjugierte
Ovalbumine (OVA) eingesetzt. OVA ist das in Gefliigeleier am haufigsten
vorkommende Protein und ist dank seiner einfachen Gewinnung in der Forschung weit
verbreitet.'138  Auch im Zusammenhang mit einer Funktionsanalyse des
Mannoserezeptors in LSEC wurde OVA bereits eingesetzt.®!l Zur Untersuchung der
endozytotischen Funktion des Mannoserezeptors als Scavengerrezeptor wurden
1,5-104 LSEC in einem u-Slide-8-Well fiir 7 Tage kultiviert. Anschlieffend wurden die
Zellen mit dem Alexa Fluor™-488 Fluorophor gekuppelten OVA fiir 20 min bei 37 °C
inkubiert. Nach einer weiteren 20-miniitigen Inkubation mit Medium wurde die Probe
fiir eine Immunfluoreszenzmarkierung des CD206 vorbereitet (Abbildung 21, E-H).
Abbildungen A bis D zeigen die Lebendmikroskopieanalyse der Zellen nach der
simultanen Behandlung mit OVA-488 und LysoTracker™Red. Abbildung 21 zeigt die
Kolokalisation von OVA-488 mit CD206 sowie mit der LysoTracker™Red.

Hoechst33342 Ovalbumin-488

Uberlagerung
LysoTracker™ '

Abbildung 21: Funktionsanalyse der LSEC bezogen auf deren endozytotischen Eigenschaften. Es
wurden 1,5-104LSEC in einem pu-Slide-8-Well fiir 7 Tage kultiviert. Anschliefend wurde eine
Lebendinkubation mit 100 pg/ml OVA-488 fiir 20 min durchgefiithrt, daraufhin folgte eine
20-miniitige Markierung der Lysosomen mit 50 nM LysoTracker™Red fiir A-D. Anschlieflend wurde
diese Probe direkt konfokalmikroskopisch wuntersucht. E-H wurden nach der reinen
Medieninkubation fixiert, permeabilisiert und indirekt mit CD206 (Kaninchen-Anti-human-
C206-Primérantikorper/ AlexaFluor®-647 Hithnchen-Anti-Kaninchen Sekundarantikorper durch eine
Immunfluoreszenzmarkierung markiert. Zur Visualisierung der Zellkerne wurden alle Zellen mit
Hoechst33342 behandelt

Blau: Hoechst33342 (Aex =355 nm, Aem =465 nm), Rot: CD206 (F) (Aex =658 nm, Aem = 675 nm) oder
LysoTracker™Red (Aex=5771nm, Aem=590nm), Griin: OVA-488 (Aex=495nm, Aem=519 nm)
Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5. Der Mafistab betragt 25 um.

28



Ergebnisse und Diskussion

Dieses Ergebnis ist mit anderen publizierten Resultaten iiber LSEC im Einklang,.[81119138]
In dendritischen Zellen kolokalisieren OVA und der Mannoserezeptor, aber sie
kolokalisieren nicht mit dem LysoTracker™, wodurch dieser Zelltyp von LSEC
unterschieden werden kann.'*! Das Resultat dieses Experimentes zeigt, dass die
verwendeten LSEC selektiv Makromolekiile endozytieren konnen und diese somit ihre
Scavanger-Funktion beibehalten.

3.1.3 Etablierung der LSEC im Mikrokanal des vasQchip

Die Endothelzellen der Leber kleiden die Blutgefdfie aus, welche sich durch die Leber
ziehen®. Das Organ-on-a-Chip System vasQchip mit seiner runden und pordsen
Mikrokanalstruktur und dem umgebenden Kompartiment imitiert durch Anlegen eines
artifiziellen Blutstroms im Mikrokanal diese Mikroumgebung.[®'l Abbildung 22 zeigt
eine schematische Darstellung des vasQchip mit einem Querschnitt durch den
perforierten Mikrokanal. Dabei ermdglicht diese Perforation den Medienaustausch mit
dem umgebenden Kompartiment. Fiir die optimale Einbringung der LSEC im
Mikrokanal miissen einige Parameter beriicksichtigt und getestet werden. So spielt die
Porengrofie des Mikrokanals, die Beschichtung, der Volumenstrom und die
Besiedlungsmethode eine entscheidende Rolle. Dieser Einfluss wird in den
nachfolgenden Kapiteln genauer vorgestellt und diskutiert.

Kompletter vasQchip Mikrokanal ~ Medienfluss LSEC

umgebendes Kompartiment
Abbildung 22: Schematische Darstellung und Funktionseise des vasQchips inklusive dessen
Querschnitt, mit LSEC im Mikrokanal und Medienfluss durch den Mikrokanal und dessen Poren ins
Kompartiment.

3.1.3.1 Bestimmung der Porengrofie des vasQchip

Der porose Mikrokanal im vasQchip ermoglicht einen Medienaustausch zwischen dem
Mikrokanal und dem umgebenden Kompartiment. Zudem wird durch die Perforation
des Mikrokanals ein direkter Zellkontakt zwischen den Zellen im Mikrokanal und dem
umgebenden Kompartiment gewdhrleistet.’'! Die Poren in der Membran des
Mikrokanals werden wie in Kapitel 1.1.2.1 beschrieben durch Schwerionenbeschuss der
Membran erzeugt, wodurch Materialdefekte entstehen die in einem anschlieffendem
Ionenspur-Atz-Verfahren herausgewaschen werden. Dabei ist die Porengrofie im
Mikrokanal variabel einstellbar und wird durch die Dauer des Atzens bestimmt. Die
Porengrofie kann so zwischen 1 um, 3 pum und 5 um gewdhlt werden. Durch die
Fenestrierung der LSEC und deren siebartigen Eigenschaften, konnte vermutet werden,
dass eine grofiere Porengrofie der sinusoidalen Basalmembran eher entspricht, was im
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folgenden Versuch diskutiert werden soll.® Ziel dieses Versuches ist es, die Porengrofse
zunachst in einem Transwell®-System zu evaluieren und anschlieffend am vasQchip zu
testen. Das Transwell®-System ist ein vergleichbares System zum vasQchip, wobei
dieses jedoch nur statisch verwendet werden kann und keine konstante
Flusseigenschaften simuliert. Ahnlich wie der vasQchip besteht dieser aus einer
Polycarbonatmembran mit unterschiedlich wahlbaren Porengrofie auf dem Boden des
Einsatzes. Es wurde zunédchst das Wachstum der LSEC in einem Transwell®-System mit
den Porengrofien 0,4 um, 3 um und 5 pum getestet. Fiir den Wachstumstest auf den
unterschiedlichen Poren wurde die 0,33 cm? grofle Membran mit 0,1 mg/ml Kollagen I
beschichtet und mit 1,5-10* LSEC besiedelt. Nach einer Kultivierungszeit von 72 h wurde
eine Immunfluoreszenzmarkierung von CD206 und CD31 durchgefiihrt. Anschliefsend
wurde das Aktinzytoskelett mit Phalloidin-TRITC und die DNA im Zellkern mit
Hoechst33342 markiert. Die mikroskopische Auswertung des Transwell®-Systems ist in
Abbildung 23 dargestellt. Die Hellfeldaufnahmen visualisieren die unterschiedlichen
Porengrofien der eingesetzten Transwells®. Die Markierung der DNA im Zellkern und
des Aktinzytoskeletts ermdglicht es, einzelne Zellen eindeutig zu erkennen. Zudem
konnten durch die Immunfluoreszenzmarkierung von CD31 und CD206 LSEC
spezifische Marker nachgewiesen werden. Unabhéngig von der Porengrofie wurde in
allen Transwells® eine konfluente Zellschicht festgestellt. Daher wurden als nachstes die
LSEC direkt im vasQchip auf den unterschiedlichen Poren des Mikrokanals unter
statischen Bedingungen getestet (Abbildung 24).

Hellfeld Hoechst33342  Phalloidin-TRITC CD206 CD31 Uberlagerung
TR R R N Y, A . ;R P Y R

0,4 pm Poren

3 um Poren

5 pum Poren

Abbildung 23: Untersuchung des LSEC-Wachstums auf unterschiedlich pordsen Transwell®-
membranen. 0,33 cm? Transwells® mit den Porengrofien 0,4 um,- 3 pm,- und 5 um wurden mit
0,1 mg/ml Kollagen I beschichtet. Es wurden 1,5-104 LSEC auf den Membranen ausgesét und fiir 72 h
kultiviert. Anschliefend folgte eine Immunfluoreszenzmarkierung von CD206 und CD31 (FITC
gekuppelter Maus-Anti-human CD31-Priméarantikdrper/  Alexa Fluor®488 Ziege-Anti-Maus
Sekundarantikorper; Kaninchen-Anti-human-C206-Primérantikorper/ Alexa Fluor®-647
Hiithnchen-Anti-Kaninchen Sekundarantikorper). Zusétzlich wurde fiir die konfokalmikroskopischen
Aufnahmen die DNA mit Hoechst3332 und das Aktinzytoskelett mit Phalloidin-TRITC gefarbt.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Gelb: Phalloidin-TRITC (Aex=540-545 nm,
Aem = 570-573 nm), Rot: CD206 (Aex =658 nm, Aem = 675 nm), Griin: CD31 (Aex =499 nm, Aem = 520 nm)
Konfokalmikroskop = Zeiss LSM, Maf$stab = 100 um
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Hellfeld Hoechst33342 Phalloidin-TRITC

CD31 Uberlgerung

3 um Poren 1 pm Poren

5 um Poren

Abbildung 24: Qualitative Untersuchung des LSEC-Wachstums auf unterschiedlich pordsen
Membranen. LSEC wurden im vasQchip auf unterschiedlichen Porengréfien des Mikrokanals statisch
kultiviert. Der Mikrokanal wurde mit 0,1 mg/ml Kollagen I und das umgebende Kompartiment mit
0,25 mg/ml Kollagen I beschichtet. Danach wurden 10-10* LSEC in den Mikrokanal eingebracht und
fiir 3 Tage statisch kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen fiir die Inmunfluoreszenzmarkierung
von CD31 (FITC gekuppelter Maus-Anti-human CD31-Primarantikérper/ Alexa Fluor®-488
Ziege-Anti-Maus Sekundarantikorper) vorbereitet. Vor der konfokalmikroskopischen Aufnahme
wurde das Aktinzytoskelett mit Phalloidin-TRITC und die DNA mit Hoechst33342 markiert. A-O zeigt
die 3D-Projektionen der z-Stack Messung. P stellt die Seitenansicht des Mikrokanals dar und Q zeigt
die entsprechende Tiefenfirbung.
Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Rot: Phalloidin-TRITC (Aex=540-545 nm,
Aem = 570-573 nm), Griin: CD31 (Aex = 499 nm, Aem = 520 nm) Konfokalmikroskop =Leica STELLARIS 5,
z-Stack Parameter: Abstand zwischen Aufnahmen = 3um, fiir 120 um, Mafistab = 100 pum.
Fiir den Einfluss der unterschiedlichen Porengréflen im vasQchip auf die
Endothelzellschicht, wurde der Mikrokanal mit 0,1 mg/ml und das umgebende
Kompartiment mit 0,25 mg/mlKollagen1 beschichtet. Fiir die Besiedlung des
Mikrokanals wurde eine Zellzahl von 10-10* LSEC verwendet. Nach einer statischen
Kultivierung von 3 Tagen wurden die Zellen fiir die Immunfluoreszenzmarkierung mit
CD31 fixiert, permeabilisiert und die unspezifischen Bindungsstellen blockiert. In
Abbildung 24 ist das Ergebnis der konfokalmikroskopischen Untersuchung zu sehen,
nachdem die Zellen zusatzlich mit Hoechst33342 und Phalloidin-TRITC markiert
wurden. Im Vergleich zu den Transwell®-Experimenten in Abbildung 23 lassen sich
deutliche Unterschiede in der Konfluenz der Zellschicht erkennen. In Abbildung
24 L bis O (vasQchip mit einer Porengrofie von 5 um) konnte anhand der Markierung
des Aktinzytoskeletts eine konfluente Zellschicht visualisiert werden. Allerdings sind
einige grofsere Locher in der Zellschicht durch die CD31-Markierung zu erkennen. Die
Zellschicht in dem 3 pm vasQchip zeigt die geringste Konfluenz auf, da grofiere Liicken
zwischen den Zellen zu erkennen sind. Die 1 um grofsen Poren haben den kleinsten
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Einfluss auf die Zellschicht. Die LSEC-Schicht ist nach 3 Tagen iiber den gesamten
Zeitraum konfluent gewachsen. Ahnliche Porengréen werden auch in der Literatur
genannt, in der 0,4 um grofle Poren in Transwells® und mikrofluidischen Systemen
erfolgreich fiir experimentelle Untersuchungen von LSEC eingesetzt wurden. 80140141 Fir
alle weiteren Experimente wurde in der hier vorgestellten Arbeit eine Porengrofie von
1 pm gewahlt.

3.1.3.2 Volumenstrom, Beschichtung und Besiedelungsmethode

Waihrend Systeme wie Transwells® nur statisch verwendet werden konnen, ermoglicht
der vasQchip durch eine Integration einer mikrofluidischen Pumpe, einen Medienfluss
im Mikrokanal.®l Die Zellen werden durch den Volumenstrom im Mikrokanal
Scherkréften ausgesetzt, deren Einfluss und Bedeutung in diesem Kapitell vorgestellt
werden soll. Dies erforderte das Anpassen einiger Umgebungsvariablen deren Einfluss
in diesem Kapitel diskutiert und herausgearbeitet werden soll. Im Wesentlichen musste
der Volumenstrom, die Beschichtung und die Besiedelungsmethoden parallel angepasst
werden, sodass eine konfluente Kultivierung der LSEC im Mikrokanal unter fluidischen
Bedingungen ermoglicht wird.

Die Leber wird mit Blut durchstromt, welches Nahrstoffe, Sauerstoff und andere
Molekiile in das angrenzende Gewebe verteilt. Ein gesunder erwachsener Mensch
versorgt 14 Millionen Hepatozyten mit 1 ml Blut wiahrend im gleichen Zuge sekretierte
Faktoren abtransportiert werden.!”3l Die Wahl einer addaquaten Flussgeschwindigkeit
bekommt daher eine zentrale Bedeutung, um vergleichbare Bedingungen in vitro zu
schaffen. Eine Schliisselrolle iibernimmt der Volumenstrom, fiir welchen sich bei
etablierten Lebermodellen Werte von 2nl/min bis 5ml/min finden lassen.[314]
Ehrlich et al. zeigte in einem Organ-on-a-Chip System, dass fiir Hepatozyten ein
Volumenstrom von 22 ul/min bei 10° Zellen eine optimale Sauerstoffversorgung bei
moglichst geringem Stress ermdglicht und so fiir ideale Wachstumsbedingungen
sorgt.1421831 CNBio Innovations haben anhand eines pneumatischem Pumpensystem mit
einem Volumenstrom von 60 pl/min zeigen kénnen, dass dies etwa einer physiologisch
reprasentativen Schubspannung im System entspricht.'¥ Basierend auf diesen
Informationen wurde ein Volumenstrom von 50 pl/min fiir den vasQchip als
erstrebenswert erachtet. Um einen Fluss im System zu generieren, wurde eine
Peristaltikpumpe (peRYSIS, Cetoni) eingesetzt. Bei diesem Pumpensystem wird das
Medium kontinuierlich durch mechanische Verengung des formbaren Schlauches im
Kreis gepumpt, wobei der Kreislauf durch ein Reservoir unterbrochen wird. Der genaue
Aufbau ist in  Abbildung 25  skizziertt Um  moglichst geeignete
Kultivierungsbedingungen im vasQchip zu schaffen, befindet sich das Medienreservoir
und der vasQchip in einer kontrollierten Umgebung bei 37 °C und 5 % CO.. Fiir die
Kultivierung der Endothelzellen im Mikrokanal bei einem Volumenstrom von 50 pl/min
wurden die vasQchips zundchst mit 10-10* LSEC besiedelt. Um zusatzlich fiir ein
moglichst konfluentes Wachstum zu sorgen, wurde das System fiir 1h auf dem
vasQturn gedreht, wodurch die Endothelzellen an allen Seiten des geformten
Mikrokanals anwachsen konnten.

32



Ergebnisse und Diskussion

Medienfluss

Peristaltikpumpe @

vasQchip

Abbildung 25: Schematische Darstellung des Pumpensystems fiir den vasQchip. Die verwendete
Peristaltikpumpe von Cetoni pumpt das Medium durch Verformung des Schlauches in einem
Kreislauf, welcher durch ein Medienreservoir unterbrochen wird. Der Volumenstrom ist dabei
variabel einstellbar.
Abbildung 26 zeigt die montierten, verschlossenen vasQchips am vasQturn in ihrer
Rotation um die Mikrokanalachse. Anschlieffend wurde der vasQchip direkt bei
50 pl/min an die Peristaltikpumpe angeschlossen, siehe Abbildung 27 A bis C. Eine
Markierung der DNA mit Hoechst33342 ermoglicht den Nachweis von adharenten
Zellen im vasQchip. Die zusatzliche Hellfeldaufnahmen in A, D, und G dienen zur
Orientierung im System, wodurch der porése Mikrokanal identifizierbar wird. Durch
eine Uberlagerung beider Aufnahmen kdnnen so eindeutig LSEC im Mikrokanal des
vasQchips nachgewiesen werden. Abbildung 27 A bis C zeigt die Analyse der
LSEC-Besiedelung, nachdem der vasQchip direkt mit 50ul/min an die Peristaltikpumpe
angeschlossen wurde. Wie zu erkennen, konnte nach einer Kultivierung von 3 Tagen
anhand der mit Hoechst33342 markierten Zellkerne, keine konfluente Zellschicht
nachgewiesen werden. Die naheliegendste Vermutung ist, dass die Endothelzellen beim
schlagartigen Anlegen des Flusses weggespiilt werden, weswegen ein Programm
entwickelt wurde, welches den Volumenstrom langsam auf 50 pl/min steigert.

Abbildung 26: Darstellung des vasQturn zur Besiedelung des Mikrokanals des vasQchips mit
Endothelzellen. Die mechanische Rotation entlang der Mikrokanalachse ermoglich eine homogene
Adhasion der Zellen im halbzylindrischen Mikrokanal. Die Rotation wird mit 0,25 rpm fiir 1h
durchgefiihrt.
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Hoechst33342 Uberlagerung

Direkt
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50 ul/min

Direkt
angeschlossen
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inkubiert, graduell
auf 50pl/min

Abbildung 27: Etablierung einer konfluenten LSEC-Schicht im mikrofluidischen Mikrokanal des
vasQchips. Der Mikrokanal wurde mit 0,25 mg/ml Fibronektin und im umgebenden Kompartiment
mit 0,25 mg/ml Kollagen I beschichtet. Es wurden jeweils 10-10* LSEC in den Mikrokanal eingebracht
und fiir eine Stunde auf dem vasQturn bei 0,25 rpm gedreht. Anschlieffend folgte eine statische
Inkubation von 24 h (G-I), wahrend die anderen vasQchips direkt an die Fluidik angeschlossen
wurden (A-F). Die vasQchips wurden fiir insgesamt 3 Tage bei einem finalen Volumenstrom von
50 pl/min fluidisch kultiviert. AnschlieSend wurden die DNA der Zellen in den vasQchips mit
Hoechst33342 markiert und im LED-Lichtmikroskop visualisiert. A-C zeigt einen vasQchip, welcher
direkt an die Mikrofluidik angeschlossenen wurde und bei einem Volumenstrom von 50 pl/min
kultiviert wurde. Bei D-F wurde ein Programm verwendet, welches den Volumenstrom graduell auf
50 pl/min erhdht. G-I zeigt die Auswirkung einer statischen 24 h Inkubation vor dem Anschluss an
die Fluidik mit zusédtzlicher langsamer Steigerung des Volumenstroms.
Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Mikroskop: Inverses Lichtmikroskop
Leica DMIL LED, Maf$stab 100 pm.
Tabelle 1 zeigt das verwendete Programm welches den Volumenstrom innerhalb von
3 Tagen von 3 ul/min auf 50 ul/min graduell erhéht. Da jedoch auch bei einem
graduellen Erhohen des Volumenstroms kein zufriedenstellendes konfluentes
Wachstum der LSEC im Mikrokanal erreicht werden konnte (Abbildung 27, Bild D-F),
wurde der besiedelte vasQchip nach dem vasQturn zusétzlich fiir 24 h statisch inkubiert,
bevor die Fluidik angeschlossen wurde. In Abbildung 27 G bis I ist das Ergebnis dieser
Besiedlungsmethode zu sehen. Durch die Markierung der DNA mit Hoechst33342
konnte gezeigt werden, dass die LSEC gleichmaflig und konfluent im gesamten
Mikrokanal angewachsen sind. Parallel zum Volumenstrom wurde auch getestet, wie
sich verschiedene Beschichtungsmethoden auf die Wachstumsrate der Endothelzellen
auswirken. Abbildung 28 zeigt, dass die LSEC auf  einer
0,1 mg/ml Kollagen I-Beschichtung (D-F) und angelegtem Fluss keine konfluente
Zellschicht ausbilden. Wurde hingegen 0,25 mg/ml Fibronektin verwendet (Abbildung
28 A-C), konnen LSEC bis zu 3 Tage unter mikrofluidischen Bedingungen kultiviert
werden.
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Tabelle 1: Detaillierte Auflistung der graduell steigenden Volumenstréme zur Kultivierung von LSEC
im vasQchip unter Verwendung einer Peristaltikpumpe.

Volumenstrom Zeit Volumen
(pl/min) (h) (ml)
3 0,5 0,09
7 0,5 0,21
10 31 18,6
15 1 0,9
20 1 1,2
25 17 25,5
30 1 1,8
35 1 2,1
40 1 2,4
45 1 2,7
50 o0 I

Fibronektin wurde als alternatives Beschichtungsmaterial zu Kollagen I gewahlt, da es
verbesserte metabolische- und Oberfldcheneigenschaften der LSEC aufweist, wie bereits
in Kapitel 3.1.1 bereits vorgestellt wurde. Beziiglich des Volumenstroms und der
Oberflachenbeschichtung konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen im vasQchip bei
einem Volumenstrom von 50 ul/min kultivierbar sind, sofern 0,25 mg/ml Fibronektin als
Beschichtung im Mikrokanal verwendet wird. Zusatzlich sollte nach der Besiedlung und
der Rotation am vasQturn eine statische Inkubation von 24 h folgen und anschliefsend
der Volumenstrom graduell auf 50 ul/ml erhcht werden. Diese Bedingungen stellten
sich in dem hier verwendeten Aufbau als optimal heraus und wurden, sofern nicht
anderweitig erwdhnt, in allen folgenden Experimenten verwendet.

Hellfeld Hoechst33342

%

Uberlagerung

Fibronektin

Kollagen I

Abbildung 28: LSEC wurden unter mikrofluidischen Bedingungen im Lebermodell auf
unterschiedlichen Beschichtungen kultiviert. Die Beschichtung im umgebenden Kompartiment mit
0,25 mg/ml Kollagen I unterschied sich in den beiden Ansdtzen nicht. Im Mikrokanal wurden
0,1 mg/ml Kollagen I verwendet und 0,25 mg/ml Fibronektin. Danach wurden jeweils 10-10* LSEC in
den Mikrokanal eingebracht und fiir eine Stunde auf dem vasQturn bei 0,25 rpm gedreht,
anschliefend folgte eine statische Inkubation iiber 24 h. Die vasQchips wurden fiir 3 Tage
mikrofluidisch, mit einer graduellen Steigerung bis zu einer finalen Flussrate von 50 pl/min kultiviert
und anschliefSend die Zellkerne mit Hoechst33342 markiert und im LED-Lichtmikroskop ausgewertet.
Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Mikroskop: Inverses Lichtmikroskop
Leica DMIL LED, Mafsstab = 100 pm.
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3.1.3.3 Langzeitkultivierung der Endothelzellen im System

Fiir die nachhaltige Verwendung eines in vitro Lebermodells iiber einen Zeitraum von
mehreren Tagen, ist es wichtig die Kapazitaten beziiglich einer Langzeitanwendung zu
abschdtzen zu konnen. An erster Stelle steht die Viabilitat der verwendeten Zellen im
Modell. Dabei ist davon auszugehen, dass diese durch den zusatzlichen Scherstress der
mikrofluidischen Umgebung absterben, oder sich ablosen konnten. Manche Systeme
weisen eine zu hohe Schubspannung auf und sind nur fiir wenige Stunden oder Tage
verwendbar. Die Zellen werden dabei durch den zusdtzlichen Druck und somit
verursachten Stress von der Oberfliche abgelost. Es gibt unterschiedliche
Modellsysteme, welche unter optimalen Bedingungen zwischen 5 Tagen und 4 Wochen
verwendbar sind.[®l Um die LSEC, im vasQchip unter mikrofluidischen Bedingungen in
dieses Spektrum einordnen zu kénnen, wurde ein Langzeitversuch durchgefiihrt. Dafiir
wurde der vasQchip wie in Kapitel 3.1.3.2 beschrieben mit LSEC im Mikrokanal
besiedelt und anschliefend fiir 3, 7 und 21 Tage fluidisch kultiviert. Die Uberpriifung
erfolgte anschlieffend iiber einen visuellen Nachweis der angefarbten Zellen durch die
Verwendung eines Konfokalmikroskops und einer 3D-Projektion des Mikrokanals.
Abbildung 29 zeigt die mikroskopischen Aufnahmen der LSEC, welche iiber
3 und 7 Tage kultiviert wurden. Durch die Tiefenfarbung (D, H, ] und L) wird deutlich,
dass die Endothelzellen auch nach 7 Tagen im gesamten Mikrokanal verteilt adharieren.
Auch dariiber hinaus ist sonst kein ersichtlicher Unterschied zwischen 3 und 7 Tage
kultivierten LSEC im Mikrokanal zu erkennen. Erste Unterschiede zeigten sich in der
anschliefenden RT-qPCR zur Analyse der mRNA-Expression spezifischer LSEC- und
Endothelzellmarker. In Abbildung 30 ist die mRNA-Expression der unterschiedlichen
LSEC-Marker im 7-tdgigen fluidisch und statisch kultivierten vasQchip dargestellt.
Verglichen mit den statisch kultivierten vasQchips ist die mRNA-Expression der
LSEC-Marker in fluidisch kultivierten LSEC im vasQchip, hoher. Der LSEC spezifische
CD206 Mannoserezeptor ist im 7 Tage statisch kultivierten Lebermodell im Vergleich
zum 3 Tage statisch kultivierten Probe geringer exprimiert. Eine Reduktion der
Expression ldsst sich in den fluidisch kultivierten Proben dagegen nicht beobachten.
Dort sind sowohl die Endothelzellmarker CD31 und VE-Cadherin nach 7 Tage als auch
die LSEC-Marker LYVE-1 und CD206 verstarkt exprimiert. Die vorgestellten Ergebnisse
zeigen, dass LSEC auf den angelegten Fluss von 50 pl/min im System positiv reagieren
und eine Anwendung des Systems fiir mindestens 7 Tage garantiert werden kann. Eine
langere Kultivierung bis Tag 21 wurde visuell bestétigt (siehe Abbildung 31). Um jedoch
eine Aussage iiber deren Verfassung und Vitalitit treffen zu konnen, miisste eine
Expressionsanalyse durchgefithrt werden. Da allerdings auch in der Literatur
Modellsysteme bis zu 28 Tage nach Beginn der Kultivierung verwendet wurden, wird
vermutet, dass auch ein Langzeitkultivierung im vasQchip potentiell durchfiihrbar
ist.’3 Ein weiterer Vorteil des hier vorgestellten partiell etablierten Lebermodells ist
dessen Verwendung von LSEC. Bisher wurden haufig humane Endothelzellen aus der
Nabelschnurvene (HUVEC) eingesetzt, welche zwar einen positiven Einfluss auf die
Viabilitit der Hepatozyten haben, jedoch keine LSEC spezifischen Funktionen
aufweisen. HUVEC weisen somit Defizite in LSEC spezifischen Funktionen auf und sind
nur eine geringfiigige Alternative zu LSEC.[311614] Dije hier verwendeten LSEC von
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Upcyte Technologies behalten nachgewiesenermafsen charakteristische
LSEC-Eigenschaften. So konnte gezeigt werden, dass sie ein endozytotisches Verhalten
aufweisen (Kapitel 3.1.2.3) und LSEC spezifische Marker wie LYVE-1 und CD206
exprimieren (Kapitel 3.1.1.3). Upcyte®LSEC wurden bereits erfolgreich in einem
fluidischen Lebermodell eingesetzt und in Kokultur mit Hepatozyten fiir
Toxizitatsstudien von Paracetamol eingesetzt.["”! Die vielversprechenden Erkenntnisse
der in dieser Arbeit vorgestellten LSEC-Untersuchungen, in Kombination mit den
publizierten Daten unterstreicht deren positiven Einfluss in der Anwendung und
Etablierung im hier verwendeten vasQchip. Das Lebermodell wird durch den Einsatz
der parenchymalen Hepatozyten zusammen mit LSEC zu einer weitaus authentischeren
Rekonstruktion der Leber. In Kapitel 3.2 werden die Hepatozyten evaluiert und im
vasQchip etabliert.

Hoechst33342 Tiefenfarbung

Abbildung 29 Langzeitkultivierung von LSEC unter fluidischen Bedingungen fiir 3 und 7 Tage im
vasQchip. 10-10* LSEC wurden im Mikrokanal auf einer 0,25 mg/ml Fibronektinschicht ausgesat und
bei einem finalen Fluss von 50 pl/min fiir 3 und 7 Tage kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen
fixiert und permeabilisiert und das Aktinzytoskelett mithilfe von Phalloidin-TRITC markiert. Vor der
konfokalmikroskopischen Aufnahme wurde die DNA mit Hoechst33342 markiert. Die Visualisierung
erfolgte durch die 3D-Projektion der Aufnahmen in einem z-Stack. In D, H, ], und L sind die
Tiefenaufnahmen zur Visualisierung der Dreidimensionalitdt des Mikrokanals, abgebildet.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Gelb: Phalloidin-TRITC (Aex=540-545 nm,
Aem = 570-573 nm), Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, z-Stack Parameter: Abstand zwischen
Aufnahmen = 3 um, fiir 300 um, Maf3stab = 200 um.
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Abbildung 30: RT-qPCR-Analyse der mRNA-Expression von statisch und fluidisch kultivierten
LSEC-Marker im vasQchip. 10-10* Endothelzellen wurden in einen mit 0,25 mg/ml Fibronektin
beschichteten Mikrokanal des vasQchips eingebracht und bei 0,25 rpm im vasQturn rotiert. Nach einer
Inkubation von 24 h wurden die fluidischen vasQchips an den Fluss angeschlossen und parallel mit
den statischen fiir 3 oder 7 Tage kultiviert. AnschlieSende folgte eine cDNA-Synthese und die Proben
wurden dann auf die Expression von CD31, VE-Cadherin, LYVE-1 und CD206 analysiert. Die
Auswertung erfolgte mithilfe der AACt-Methode, die Proben wurden auf die jeweilig 3 Tage
kultivierte Probe normiert (=1), als Referenzgen wurde GAPDH verwendet und die Mittelwerte und
deren Standardabweichung erfolgten aus n=3.

Hoechst33342 Phalloidin-TRITC CD31 Uberlagerung Tiefenfdarbung

Abbildung 31: Kultivierung der Endothelzellen fiir 3 Wochen im mikrofluidischen System. Der
vasQchip wurde mit 0,25 mg/ml Fibronektin beschichtet, anschlieSend mit 10-10* LSEC bei 0,25 rpm
fiir eine Stunde um die Mikrokanalachse rotierend besiedelt. Nach einer statischen Inkubation von
24h wurde der vasQchip bei einer finalen Volumenstrom von 50 pl/min an die Mikrofluidik
angeschlossen. Zur Auswertung des Experimentes wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und

unspezifische Bindungsstellen blockiert. Danach wurde eine Immunfluoreszenzmarkierung von
CD31, eine Markierung der DNA durch Hoechst33342 sowie eine Markierung des Aktinzytoskelettes
mit Phalloidin-TRITC durchgefiihrt und konfokalmikroskopisch visualisiert. E, - G und I zeigt die
Tiefenfarbung der Unten- (A-E), lateral gekippten- (F, G) und Seitenansicht (H, I).

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Gelb: Phalloidin-TRITC (Aex=540-545 nm,
Aem = 570-573 nm), Griin: CD31 (Aex =499 nm, Aem =520 nm)
Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, z-Stack Parameter: 3 um zwischen Aufnahmen,
Gesamthohe 200 pm, Mafistab = 200 pm.
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3.2 Hepatozyten und deren Etablierung im
vasQchip

Die Leber besteht zu 70-90 % aus Hepatozyten.”'”?l Sie sind verantwortlich fiir die
Sekretion einiger Schliisselproteine im menschlichen Korper, wie Albumin,
a-Fetoprotein, Transferrin sowie verschiedene Gerinnungsfaktoren. Serum-Albumin ist
dabei das Protein, welches am meisten sekretiert wird. Pro Tag werden ca. 10 g in die
Blutzirkulation abgegeben und sorgen unter anderem fiir die Aufrechterhaltung des
kolloidosmotischen Druckes.[*”] Dariiber hinaus nehmen die Hepatozyten eine zentrale
Rolle in der Filterfunktion der Leber ein, indem sie Nahrstoffe aus dem Blut aufnehmen
um sie anschlieffend zu verstoffwechseln. Dabei kommt es auch zur Aufnahme von
anderen, teils toxischen Substanzen und Pathogenen, welche von der Leber derivatisiert
oder abgebaut werden miissen.”l Etwa 30 % der medizinisch verwendeten
Medikamente werden iiber das Cytochrom P450 3A4 (CYP3A4) metabolisiert. Dazu
zahlen unter anderem das Immunsuppressivum Cyclosporin oder das Antibiotikum
Erythromycin. Da CYP3A4 die Effizienz und Toxizitdit von Medikamenten stark
beeinflussen kann, wurde ein besonderer Fokus in der Forschung darauf gelegt.l* In der
Leberforschung zahlt die Verwendung von primaér isolierten humanen Hepatozyten als
Goldstandard.l**l Diese Art von Hepatozyten sind jedoch in ihrer Verfiigbarkeit
limitiert. Dariiber hinaus verlieren sie ihr Proliferationsverhalten und ihre spezifischen
Eigenschaften bei einer in vitro Kultivierung, weswegen von Burkard et al. ein Verfahren
entwickelt wurde, welches primédre Hepatozyten mit proliferationsinduzierenden
Genen transduziert. Dies ermdglicht es, ausgehend von einem Leberdonor, die priméaren
Hepatozyten zu vervielfdltigen und somit aus einer einzigen Zellpopulation mehrere
Experimente durchzufiihren. Dies gewdhrleistet die Vergleichbarkeit zwischen
unterschiedlichen Experimenten.l'¥] In dieser Arbeit wurden fiir alle nachfolgenden
Experimente die Hepatozyten der Firma Upcyte Technologies eingesetzt. In Abbildung 32
sind die verwendeten Hepatozyten mithilfe einer Immunfluoreszenzmarkierung
visualisiert dargestellt.

Hoechst33342 Phalloidin-TRITC Albumin CYP3A4 Uberlagerung

o
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Abbildung 32: Immunfluoreszenzmarkierung der Hepatozyten von Upcyte-Technologies. In einem mit
0,05 mg/ml Kollagen I beschichtetem p-Slide-8-Well wurden 5-10* Hepatozyten fiir 7 Tage kultiviert.
Anschlielend wurden diese fixiert, permeabilisiert und unspezifische Bindestellen blockiert und eine
Immunfluoreszenzmarkierung von Albumin und CYP3A4 (Kaninchen-Anti-human-Albumin
Primérantikorper/ Hiihnchen-Alexa-Fluor®647  Anti-Kaninchen Sekundéarantikérper; Maus
Anti-human-CYP3A4 Primarantikorper/ Ziege-Alexa-Fluor®-488 Anti-Mouse Sekundarantikorper)
durchgefiihrt. Vor der konfokalmikroskopischen Aufnahme wurde die DNA mit Hoechst33342 und
das Aktinzytoskelett mit Phalloidin-TRITC markiert.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Gelb: Phalloidin-TRITC (Aex=540-545 nm,
Aem =570-573 nm), Rot: Albumin (Aex=658 nm, Aem=675nm), Griin: CYP3A4 (Aex=499 nm,
Aem = 520 nm) Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, Maf3stab = 50 pm.
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Dafiir wurden 5-10* Hepatozyten in einem p-Slide-8-Well auf einer 0,05 mg/ml Kollagen I
Beschichtung ausgesdt und anschliefsend fiir 7 Tage kultiviert. Die Proteinexpression
von Albumin und CYP3A4 wurde durch eine Immunfluoreszenzmarkierung analysiert
und das Aktinzytoskelett mit Phalloidin-TRITC und die DNA mit Hoechst33342
markiert. Laut Hersteller sollten die Hepatozyten die Expression von Albumin und
CYP3A4 aufweisen.l'¥”] Diese beiden Marker der Hepatozyten werden unteranderem
verwendet um neue Hepatozytenquellen zu analysieren und deren relevanten
Einsatzgebiete zu definieren. Primar isolierten humane Hepatozyten weisen eine hohe
CYP-Aktivitdt auf wohingegen die Leberkrebszelllinie HepG2 diese nur schwach
aufweist.' Fiir die Medikamentenforschung sollten daher bevorzugt primare
Hepatozyten gegeniiber den {iblich verwendeten HepG2 verwendet werden. Beide
Marker sind wichtige Attribute von Hepatozyten und konnten mit Hilfe der
Imunfluoreszenzmarkierung nachgewiesen werden (Abbildung 32).

3.2.1 Kultivierung der Hepatozyten

Aufgrund ihrer metabolischen Aktivitat sind Hepatozyten sehr sensibel gegeniiber ihrer
Mikroumgebung und die gewahlten Kultivierungsbedingungen spielen eine
entscheidende Rolle um den Erhalt ihrer funktionellen Eigenschaften gewahrleisten zu
konnen.["! Eine dieser Eigenschaften ist deren Proliferationsverhalten, da durch jedes
Passagieren sich ihre Lebensdauer verkiirzt und der Phanotyp verandert wird.[461471 Um
eine Aussage iiber die Verwendbarkeit beziiglich der Anzahl der Passagen treffen zu
konnen, wurde die mRNA-Expression der Hepatozytenmarker CYP3A4, Albumin, G6P
und UGT1AL1 {iber 4 Passagen durch eine RT-qPCR verfolgt. Hierfiir wurden in einer
Kollagen I beschichteten 24-Well-Platte 15-10* Hepatozyten fiir 7 Tage kultiviert.
Anschlieffend wurden die jeweiligen Passagen auf ihre mRNA-Expression durch eine
RT-qPCR quantifiziert. Das Ergebnis der RT-qPCR ist in Abbildung 33 dargestellt und
zeigt, dass Passage 3 und 4 eine signifikant geringere mRNA-Expression aller Marker in
Passagen 1 aufweisen. Die Expression von Albumin sinkt um 73 % von Passage 1 auf 4
und die Expression von CYP3A4 wird um den Faktor 0,52 reduziert. Passage 2 hingegen
ist in der Expression von Albumin um den Faktor 1,16 erhcht und bei
Glucose-6-Phospatase wird eine 1,07-fache verstarkte mRNA-Expression gegeniiber von
Passage 1 beobachtet. CYP3A1 wird im Vergleich zu Passage 1 um einen Faktor 0,9
weniger exprimiert als in Passage 2. Dagegen wird UGT1A1 von den Hepatozyten in
Passage 2 um 0,62 weniger exprimiert verglichen mit Passage 1. Die Albuminsynthese
ist eine der wichtigsten Funktionen der Leber, welche im Wesentlichen von den
Hepatozyten iibernommen wird. Eine erhohte, oder zumindest konstante Expression
von Albumin ist daher wiinschenswert.[”l Da dies jedoch nach Passage 2 nicht mehr
gegeben ist, wird bei Versuchen betreffend der Albuminsynthese eine maximale
Passagenzahl von 2 empfohlen.
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Abbildung 33: RT-qPCR zur Analyse der mRNA-Expression hepatozytenspezifischer Marker in
verschiedenen Passagen. Fiir Passage 1 wurden 15-10* Hepatozyten direkt nach dem Auftauen in einer
Kollagen I beschichtete 24-Well-Platte ausgesat. Nach 7 Tage der Kultivierung wurde Passage 1
mithilfe von TRIzol®lysiert und die mRNA mit Hilfe der RT-qPCR analysiert. Zudem wurde Passage 2
in einer 24-Well-Platte angesetzt unter gleichen Bedingungen kultiviert. Passage 3 und 4 wurden unter
gleichen Bedingungen kultiviert. Anschlielende folgte eine cDNA-Synthese und die Proben wurden
dann auf die mRNA-Expression von Albumin, CYP3A4, UGT1A1 und Glucose-6-Phospatase (G6P)
analysiert. Die Auswertung wurde mit der AACt-Methode durchgefiihrt, die Proben wurden auf die
Passage 1 normiert (=1), als Referenzgen wurde GAPDH verwendet und die Mittelwerte und deren
Standardabweichung erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten Unterschied zu Passage 1
wurden mit *p < 0,005, ** < 0,01 und ***p < 0,001 versehen, welche durch den Student’s t-Test ermittelt
wurden.
CYP3A4 und UGT1A1 sind metabolisierenden Enzyme und spielen eine wichtige Rolle
in der Eliminierung und Entgiftung von Xenobiotika und anderen Medikamente.>”l In
der Metabolisierung von Medikamenten in der Leber werden Enzyme in Phase I und II
unterschieden. Die Phasel Enzyme katalysieren die Oxidation, Reduktion oder
Hydrolyse der zu verstoffwechselnden Stoffe, wozu auch CYP3A4 zdhlt. Phase II
Enzyme konjugieren funktionelle Gruppen an Medikamente oder chemische Molekiile,
um diese fiir eine erleichterte Ausscheidung loslicher zu machen.*® Ein Beispiel ist die
UDP-Glucuronosyltransferase-1A1 (UGT1A1), welche Glucuronsdure an hydrophobe
Abbaustoffe konjugiert und diese dadurch I9slich macht. Dieses Enzym ist dariiber
hinaus auch fiir den enzymatischen Paracetamolabbau verantwortlich. CYP3A4 und
UGT1A1l reprasentieren zusammen mit der Glucose-6-Phosphatase (G6P) die
wesentlichen Eigenschaften der Leber. G6P ist im finalen Schritt der Gluconeogenese fiir
die Hydrolyse von Glucose-6-Phosphat verantwortlich. Die Leber tragt so zur
Homoostase der Glucose und dessen zentralen Funktion im Korper bei. Da sowohl
Albumin, CYP3A4, UGT1A1 und G6P in Passage 3 geringer exprimiert werden, wurden
in den folgenden vorgestellten Experimenten nur Hepatozyten der Passage 2
verwendet.
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3.2.2 Etablierung der Hepatozyten im umgebenden
Kompartiment des vasQchip

Das Sinusoid wird auf der luminalen Seite von LSEC ausgekleidet, welche im direkten
Kontakt mit dem Blutfluss stehen. Auf der basalen Seite schliefst sich der Spalt von Disse
an, der das fenestrierte Blutgefdfs von einem direkten Kontakt mit den Hepatozyten
trennt.l'] Die Hepatozyten lagern sich in einer Einzelzellschicht um das Sinusoid an.
Um diese strukturierte Organisation der Zellen im Organ-on-a-Chip Modell zu
rekonstruieren, wurden die Hepatozyten im umgebenden Kompartiment eingebracht.
Der schematische Aufbau ist in Abbildung 34 abgebildet. Durch die Positionierung der
Hepatozyten im umgebenden Kompartiment werden sie nicht unmittelbar mit dem
Medienfluss im Mikrokanal in Kontakt kommen. Diese strukturelle Organisation
spiegelt eine vereinfachte Form der in vivo-Bedingung im Sinusoid der Leber wieder.

Kompletter vasQchip Hepatozyten Medienfluss — pordser Kanal

umgebendes Kompartiment

Abbildung 34: Darstellung des vasQchip und dessen Querschnitt zur Veranschaulichung der Position
der Hepatozyten im umgebenden Kompartiment des Organ-on-a-Chip Systems.

Fiir die Etablierung der Hepatozyten im Kompartiment wurden die Parameter, die auch
zur Kultivierung der LSEC im Mikrokanal bestimmt wurden, {ibernommen
(Kapitel 3.1.3). Analog dazu wurde die Oberflachen eines 1 pm pordosen Mikrokanals
des vasQchip mit 0,25 mg/ml Fibronektin und das umgebende Kompartiment mit
0,25 mg/ml Kollagen I beschichtet. Der Besiedelung mit 40-10* Hepatozyten im
umgebenden Kompartiment folgte eine statische Kultivierung von 3 Tagen. Durch
Markierung der DNA mit Hoechst33342 wurde deren Konfluenz bestatigt. In Abbildung
35 ist die mikroskopische Auswertung abgebildet. Da sich die Zellkerne relativ
gleichméafliig um den Mikrokanal verteilen, kann auf ein konfluentes Wachstum der
Hepatozyten unter den gewdahlten Bedingungen geschlossen werden. Die Zellschicht
erstreckt sich dabei {iber die gesamte Auflenseite des Mikrokanals. Auch bei einer
statischen Kultivierung iiber 18 Tage konnte keine Anderung des Wachstumsverhaltens
der Hepatozyten im umgebenden Kompartiment beobachtet werden. Hepatozyten sind
daher resistent gegeniiber einer langeren Kultivierung im System. In Abbildung 36 ist
deren Wachstum an Tag3,7,und 18 durch eine Markierung der DNA und des
Aktinzytoskelettes in einer 3D-Aufnahme zu sehen. Dabei ist die homogene
Hepatozytenschicht {iber den Mikrokanal hinweg und dem angrenzenden
Kompartiment zu sehen. Die Tiefenfarbung der Aufnahme veranschaulicht die
Dimensionen und rdumliche Struktur des vasQchips, wodurch die konfluente
Zellschicht hervorgehoben wird. Im néchsten Schritt wird das Verhalten der
Hepatozyten mit angelegtem Medienfluss durch den Mikrokanal untersucht.
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5.

Hellfeld Hoechst33342 Uberlagerung

Kanal

Kompartiment

Abbildung 35: Etablierung der Hepatozyten im kanalumgebenden Kompartiment des vasQchips. Das
umgebende Kompartiment wurde mit 0,25 mg/mlKollagenI und der Mikrokanal mit
0,25 mg/ml Fibronektin beschichtet. Es wurden 40-10* Hepatozyten in das umgebende Kompartiment
eingebracht, anschlieffend folgte eine statische Inkubation von 3 Tagen. Die Konfluenz der Zellen
wurde durch eine Hoechst33342-Markierung der DNA im LED-Lichtmikroskop ausgewertet.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Mikroskop: Inverses Lichtmikroskop
Leica DMIL LED, Mafsstab = 100 pm.

Phalloidin-TRITC Hoechst33342 Uberlagerung Tiefenfarbung

Abbildung 36: Langzeitkultivierung von Hepatozyten im umgebenden Kompartiment des vasQchips
unter statischen Bedingungen. Der Mikrokanal mit der Porengréfle von 1 pum wurde mit
0,25 mg/ml Fibronektin und im umgebenden Kompartiment mit 0,25 mg/ml Kollagen I beschichtet.
Anschlielend wurde das umgebende Kompartiment mit 40-10* Hepatozyten besiedelt und fiir
3, 7, und 18 Tage unter statischen Bedingungen und bei einem Medientausch von 2-3 Tagen kultiviert.
Nach Beendigung der Kultivierungszeit wurden die Hepatozyten im vasQchip fixiert, permeabilisiert
und das Aktinzytoskelett mit Phalloidin-TRITC markiert. Vor der konfokalmikroskopischen
Aufnahmewurde die DNA mit Hoechst33342 markiert. In D, H, und L sind die Tiefenaufnahmen zur
Visualisierung der Dreidimensionalitédt des vasQchips zu sehen.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Gelb: Phalloidin-TRITC (Aex=540-545 nm,
Aem = 570-573 nm), Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, z-Stack Parameter: 3 pm zwischen jeder
Aufnahme, fiir 450 pm, Maf$stab = 400 pm.
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3.2.3 Hepatozyten im fluidischen vasQchip

In der Leber werden durch den konstanten Blutfluss Sauerstoff und Nahrstoffe zu den
Leberzellen transportiert, wahrend Metabolite und Abbauprodukte abtransportiert
werden.["¥] Eine angelegte Mikrofluidik in einem reprasentativen Liver-on-a-Chip Modell
ist daher unabdingbar. Wie in Kapitel 3.1.3.2 beschrieben wurde aus der Erfahrung mit
vergleichbarer Modelle eine Flussrate von 50 pl/min gewahlt um in vivo-Bedingungen
moglichst naturgetreu zu imitieren.['%2 Zudem wurden im Hinblick auf eine Kokultur
der Hepatozyten mit den LSEC ein spezifisches Programm angewandt, welches den
Volumenstrom innerhalb von 3 Tagen schrittweise von 3 ul/min auf 50 ul/min erhoht
(Tabelle 1). In Abbildung 37 ist das Ergebnis einer 3 und 7 Tage langen Kultivierung der
Hepatozyten unter fluidischen Bedingungen zu sehen. Dabei wurden keine LSEC in den
Mikrokanal eingebracht, wahrend insgesamt 40-10* Hepatozyten ins umgebende
Kompartiment des vasQchip eingebracht wurden. Auf den konfokalmikroskopischen
Aufnahmen ist zwischen Tag 3 und Tag 7 kein ersichtlicher Unterschied zu erkennen.
Es ist davon auszugehen, dass die Hepatozyten vom angelegten Medienfluss in ihrer
Konfluenz nicht, oder nur geringfiigig beeintrachtigt werden. Eine Quantifizierung der
Hepatozyten-Aktivitit wahrend einer 7-tagigen Kultivierung im vasQchip ermdglicht,
die mRNA-Expressionsanalyse hepatozytenspezifischer Marker mithilfe der RT-qPCR.
Abbildung 38 zeigt die relative mRNA-Expression von Albumin und UGT1A1 eines
7 und 14 Tage lang kultivierten vasQchips im Vergleich zu einem 3-tagigen vasQchip.
Die mRNA-Expression von Albumin und UGT1A1 reduzierte sich von Tag 3 auf Tag 7
um 46 % und 27 %. Nach einer 14-tigigen fluidischen Kultivierung wiesen die
Hepatozyten von UGT1A1 eine 0,96-fache relative Expression auf und Albumin wurde
0,63-fach exprimiert im Vergleich mit Tag 3.

Phalloidin-TRITC Hoechst33342 Uberlagerung

Tiefenfarbung

Abbildung 37: Fluidische Kultivierung von Hepatozyten im umgebenden Kompartiment des
vasQchip. Der vasQchip wurde im Mikrokanal mit 0,25 mg/ml Fibronektin und im umgebenden
Kompartiment mit 0,75 mg/ml Kollagen I beschichtet. Daraufhin wurden dann 40-10* Hepatozyten in
das umgebende Kompartiment eingebracht und tiber Nacht statisch inkubiert. Am folgenden Tag
wurde ein Medienwechsel durchgefiihrt und der Mikrokanal an die Peristaltikpumpe angeschlossen.
Dabei wurde die Flussrate iiber 3 Tage kontinuierlich auf einen finalen Volumenstrom von 50 pl/min
erhoht. Die Proben wurden jeweils an Tag 3 und 7 fixiert, permeabilisiert sowie das Aktinzytoskelett
durch Phalloidin-TRITC detektiert. Vor der konfokalmikroskopischen Aufnahme wurde die DNA mit
Hoechst33342 markiert. D und H stellen die Tiefenaufnahmen zur Visualisierung der
Dreidimensionalitat des Systems dar.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Gelb: Phalloidin-TRITC (Aex=540-545 nm,
Aem = 570-573 nm), Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, z-Stack Parameter: 3 pm zwischen jeder
Aufnahme, fiir 450 pm, Mafstab = 400 pm.
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In der Literatur wird fiir die Validierung eines geeigneten Lebermodells eine konstante
Albumin Sekretion vorausgesetzt.[*” Um diesbeziiglich fiir den vasQchip eine konkrete
Aussage treffen zu konnen miisste eine langere und mit mehr Stichproben verbundene
RT-qPCR durchgefiihrt werden. Zudem ist eine Verbesserung der Expression durch die
Kokultur mit LSEC zu vermuten, was in Kapitel 3.3.2 besprochen wird. Bale et al.
demonstrierte, dass durch eine Kokultur von LSEC und Hepatozyten die
Albuminsynthese um das Doppelte erhoht werden kann, was vielversprechende
Aussichten fiir die Kokultur im vasQchip sind.[”!

1.5

El 7 Tage fluidisch
B 14 Tage fluidisch

x-fache Expression

Albumin UGT1A1

Abbildung 38: mRNA-Expressionsanalyse von Hepatozyten spezifischen Marker im umgebenden
Kompartiment des vasQchip, welche fiir 2 Wochen fluidisch kultiviert wurden. Der vasQchip wurde
im Mikrokanal mit 0,25 mg/ml Fibronektin und im umgebenden Kompartiment mit
0,25 mg/ml KollagenI  beschichtet. Es folgte eine Besiedlung des Kompartiments mit
40-10* Hepatozyten. Nach einer statischen Inkubation iiber Nacht wurden die vasQchips an die
Mikrofluidik der Peristaltikpumpe angeschlossen, welche einen finalen Medienfluss von 50 pl/min
generierte. Nach 3, 7 und 14 Tagen wurden die Zellen mit TRIzol®. Anschlieffend folgte eine cDNA-
Synthese sowie eine mRNA-Expressionsanalyse von Albumin und UGT1Al. Die Auswertung wurde
mit der AACt-Methode durchgefiihrt, die Proben wurden auf Tag 3 normiert (=1), als Referenzgen
wurde GAPDH verwendet und die Mittelwerte und deren Standardabweichung erfolgten aus n=3

3.2.3.1 Aktivitdtsanalyse der Hepatozyten im vasQchip

Wie bereits in Kapitel 1.2.1.3 beschrieben, sind die Enzyme der Cytochrom P450 Familie
Phase I Enzyme und fiir die Biotransformation aller Medikamente verantwortlich. So
werden von der Subfamilie CYP3A4 bis zu 30% aller Medikamente
verstoffwechselt.l Die Bedeutung von CYP3A4 ist in der Leberforschung daher
zentral und dessen Aktivitit ist in einem Lebermodell im Hinblick auf die
Medikamentenforschung unabdingbar. Eine Moglichkeit diese Aktivitdt zu messen ist
iiber die Induktion von Rifampicin. Dieses Antibiotikum aktiviert die Transkription von
CYP3A4 und mithilfe eines Biolumineszenz-Assays kann dessen Aktivitit gemessen
werden.” Dabei wird das Luciferin-Isopropyl-Acetal Substrat von CYP3A4 zu einem
aktiven Luciferin umgewandelt. Das aktive Luciferin wird vom Luciferase-Enzym
verstoffwechselt, wodurch in einer sekundaren Reaktion Biolumineszenz entsteht. Diese
Biolumineszenz kann anschlieflend als Indikator zur proportional Enzymaktiviat
detektiert werden.['™ In Abbildung 39 (A) ist das Resultat aktivierter Hepatozyten durch
20 uM Rifampicin im Vergleich zwischen statisch und fluidischer Kultivierung im
vasQchip abgebildet. Wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, wurden die Hepatozyten in den
vasQchip eingebracht, statisch oder fluidisch fiir 3 Tage kultiviert und anschlieflend mit
20 pM Rifampicin fiir 48 h behandelt. Durch den Biolumineszenz-Assay konnte gezeigt
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werden, dass die Hepatozyten durch die zwei verschiedenen Kultivierungsmethoden
eine unterschiedliche CYP3A4-Aktivitat aufweisen. Durch Zugabe des Rifampicins im
fluidischen vasQchip wird eine 3,6-fache Aktivierung von CYP3A4 erlangt, wohingegen
im statischen vasQchip nur eine 1,6-fache Aktivierung nachgewiesen werden konnte.
Gleichzeitig wurde die Viabilitit der Hepatozyten zwischen statisch und fluidischer
Kultivierung betrachtet. In Abbildung 38 B wird die relative Fluoreszenz des
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay  gegeniiber ~der mit Rifamipicin
behandelten und deren unbehandelten Kontrolle dargestellt. Durch Vergleich der
unbehandelten vasQchips wird deutlich, dass die Fluidik im System eine positive
Auswirkung auf die ATP-Produktion hat. So weisen die fluidisch kultivierten
Hepatozyten im vasQchip eine 1,7-fach hohere Viabilitit gegeniiber der statisch
kultivierten Hepatozyten auf. Das Rifampicin verrichtet keinen signifikant negativen
Einfluss auf die Viabilitat der Hepatozyten. Ehrlich et al. stipuliert in seinem Review
Challenges and Opportunities in the Design of Liver-on-Chip Microdevices das ein
brauchbares Lebermodell eine 5-fache CYP3A4-Aktivierung bei 20 uM Rifampicin
aufweisen sollte.'+3l Durch den angelegten Fluss von 50 ul/min, der fluidischen
vasQchips wird eine 3,6-fache Aktivierung gegeniiber der unbehandelten Kontrolle
erreicht, was im Vergleich mit dem statischen Ansatz mit 1,6-facher Aktivierung
deutlich ndher an der geforderten Aktivierung liegt. Eine Kokultur zusammen mit den
Leberendothelzellen konnte eventuell die Aktivierung, wie auch die Viabilitit des
Lebermodells verbessern, worauf in den folgenden Kapiteln eingegangen wird
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Abbildung 39: Vergleich der Induktionsfahigkeit von CYP3A4 in Hepatozyten und deren Viabilitat in
statisch und fluidisch kultivierten vasQchip. Es wurden 40-10* Hepatozyten in das umgebende
Kompartiment eines vasQchip eingebracht und iiber Nacht statisch inkubiert. Danach wurde bei allen
Ansdtzen das Medium gewechselt und die fluidischen vasQchips wurden an die Pumpe
angeschlossen. Nach einer 3-tagigen Kultivierung wurde ein erneuter Medienwechsel durchgefiihrt
und bei den behandelten vasQchips 20 pM Rifampicin hinzugefiigt und diese tiber 48 h behandelt. In
A) wurde die Aktivitit von CYP3A4 durch den P450-Glo™ CYP3A4 Assay gemessen. AnschliefSend
wurde jede Probe auf deren unbehandelte Kontrolle normiert. B) Zeigt das Ergebnis eines
Viabilitatstest (CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay) bezogen auf die ATP-Konzentration.
Dabei wurde die Viabilitat zwischen den mit 20 uM Rifampicin behandelten Proben und der
entsprechenden unbehandelten Kontrolle verglichen. Zugleich wurden statisch und fluidisch
kultivierte vasQchips gegeniibergestellt. Mittelwerte und deren Standardabweichungen erfolgten aus
n=3. Werte mit einem signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, ** <0,01 und
**p < 0,001 versehen und mithilfe des Student’s t-Test ermittelt.
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3.3 Kokultur aus Hepatozyten und LSEC und deren
Etablierung im vasQchip

Fiir eine physiologische in vitro Nachbildung des Sinusoids wird eine gemeinsame
Kultivierung von Hepatozyten und LSEC angestrebt, da eine Kokultivierung beider
Zelltypen nachweislich einen positiven Effekt auf die Aktivitat der Zellen hat.l2801 Erst
in den letzten 10 Jahren wurde dabei auf die rdumliche Organisation der Leberzellen
geachtet, welche den strukturellen Aufbau des Sinusoids nachbilden sollen. Da dieser
eine grundlegende Funktion der Leber darstellt, ist dessen Beriicksichtigung in einem
reprasentativen Lebermodell unabdingbar.[®! Deswegen wurde auch in dieser Arbeit auf
eine strukturelle Organisation der Leberzellen durch Verwendung des vasQchip wert
gelegt. In den nachfolgenden Kapiteln wird zunéchst die gemeinsame Kultivierung von
Hepatozyten und LSEC etabliert und anschlieflend die Einbringung im vasQchip zu
einem reprasentativen Liver-on-a-Chip Modell diskutiert.

3.3.1 Etablierung der Kokultur von Hepatozyten und
LSEC

Um eine Kokultur bestehend aus zwei Zelltypen in der Zellkultur zu organisieren, kann
auf verschiedene Verfahren zuriickgegriffen werden. Eine Modglichkeit ist es
synthetische oder biologische Trennmaterialien zu verwenden, welche als natiirliche
Barriere dienen und die Zelltypen raumlich voneinander separieren.®! Haufig kommen
Kollagenschichten als Trennmaterial zum Einsatz, die jedoch den Nachteil haben, dass
die eingesetzten Zelltypen nicht mehr getrennt voneinander untersucht werden
konnen.? Das Transwell®-System ist hier besser geeignet, da dieses aus einem Einsatz
fiir eine herkdmmliche Well-Platte und einer pordsen synthetischen Polycarbonat
Membran besteht. Dies ermoglicht es einen Zelltyp im Einsatz auf der Membran
einzubringen, wahrend der zweite Zelltyp in der Well-Platte kultiviert wird.[®! Dadurch
konnen beide Zelltypen zu einem spateren Zeitpunkt flexibel und getrennt voneinander
analysiert werden. In Abbildung 40 ist deren Vergleich dargestellt. Neben der
raumlichen Organisation der Zellen ist das Zellzahlverhaltnis eine weitere Steuergrofle
in einer Kokultur. In der Leber herrscht ein Verhaltnis von ca. 60 % Hepatozyten,
10-20 % LSEC, 10 % Kupfferzellen und 10 % Stellatzellen.'* Fiir die folgenden Versuche
wurde daher ein Verhdltnis von 1:3 LSEC zu Hepatozyten angestrebt.

Polycrbonat | B0 HLLA AR LSEC
Membran M\?ﬁﬁ Kollagen

Hepatozyten

Synthetisches Biologisches
Trennmaterial Trennmaterial
Transwell Kollagenschicht

Abbildung 40: Vergleich von strukturell definierten Kultivierungsmethoden. Mit einer pordsen
Polycarbonat-Membran wird im Transwell® fiir eine rdumliche Trennung der Zellen gesorgt.
Biologische Materialen wie beispielsweise Kollagen fithren ebenso zu einer raumlichen Trennung der

Zellen.
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3.3.1.1 Medientest fiir die Kokultur

In Kapitel 3.1.1.1 wurde bereits auf die bedeutende Rolle eines geeigneten Nahrmediums
fiir die jeweiligen Zelltypen hingewiesen. Diese kann die Viabilitat, Aktivitdt und
Proliferation von Zellen stark beeinflussen. Da bei einer Kokultur zwei verschiedene
Zelltypen beriicksichtigt werden miissen, kann eine Kombination der Basalmedien der
jeweiligen Zelltypen verwendet werden. Im Folgenden soll der FEinfluss der
verwendeten Basalmedien in verschiedenen Kombinationen auf die Zellkultivierung
diskutiert werden. Zusitzlich wurde das vom Hersteller der Zellen empfohlene
Kokulturmedium getestet und mit den anderen Medien verglichen. Fiir einen moglichst
aussagekraftigen Vergleich wurde sowohl das Proliferationsverhalten in Form einer
Wachstumskurve (Abbildung 41) festgehalten, als auch die mRNA-Expression
zellspezifischer Marker in einer RT-qPCR (Abbildung 42) analysiert. Fiir die
Wachstumskurve wurden in eine KollagenI beschichtete 96-Well-Platte, jeweils
0,5-10* Hepatozyten und LSEC an Tag 0 ausgesdt. An Tag 1, 2, 3, 4 und 7 wurde deren
Zellzahl bestimmt. In Abbildung 41 wurde die Zellzahl der Hepatozyten in Graph A)
und die Zellzahl der LSEC in B) in Abhéngigkeit zur Kultivierungszeit aufgetragen. Fiir
beide Zelltypen ist die Proliferation im Hepatozyten-Medium am geringsten. An Tag 7
wurde eine Zellzahl von 09-104LSEC und 14,4-10* Hepatozyten im
Hepatozyten-Medium ermittelt. Zur gleichen Zeit konnte im Kokulturmedium jeweils
eine 3-fache und eine 4-fache Zellzahlen von 3,1-10* LSEC und 49,1-10* Hepatozyten
nachgewiesen werden. Beide Zelltypen zeigten eine &dhnliche Proliferationsrate im
Kokulturmedium und der Mischung aus Hepatozyten- und LSEC-Medium. Im
Basalmedium der LSEC ist eine Proliferation der Hepatozyten innerhalb von 7 Tagen
um das 56-fache nachzuweisen. Das LSEC-Medium ist fiir die Hepatozyten somit
hinsichtlich ihrer Zellteilungsrate hinter dem Kokulturmedien und der Mischung der
beiden Basalmedien einzuordnen. Demgegeniiber ist bei den Endothelzellen die
Proliferation im LSEC-Medium mit einer 10,8-fachen Steigerung innerhalb von 7 Tagen
am starksten.
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Abbildung 41: Wachstumskurve von A) Hepatozyten und B) LSEC zur Bestimmung eines geeigneten
Néhrmediums zur Kokultivierung der beiden Zelltypen. Es wurden jeweils 0,5-10* Hepatozyten und
LSEC in eine 96-Well-Platte ausgesat. Zuvor wurde diese mit Kollagen I beschichtet. Fiir LSEC wurde
0,1 mg/ml und fiir Hepatozyten wurde 50 pug/ml Kollagen I verwendet. Es folgte eine Kultivierung fiir
1,2,3,4 und 7 Tagen in den jeweiligen Medien, mit anschliefender enzymatischer Ablésung der
Zellen und deren Zellzahlbestimmung. Mittelwert und deren Standardabweichung wurde aus n=3
ermittelt.
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Auch mit den LSEC lasst sich kein wesentlicher Unterschied zwischen dem
Kokulturmedium und der Mischung der beiden Basalmedia ermitteln. Sie wirken sich
aber im Vergleich mit dem LSEC-Medium, proliferationshemmend gegeniiber den
LSEC aus. Eine Erklarung fiir das geringe Proliferationsverhalten der beiden Zelltypen
im Hepatozyten-Medium konnte das fehlende fetale Kilberserum (FCS) sein. Dieses
enthalt unter anderem nicht definierte Zytokine und diverse Wachstumsfaktoren, ohne
welche viele Zelllinien jedoch nicht viabel sind.'>!! Die FCS-Konzentration ist im
LSEC-Medium mit 10 % am hochsten, wahrend sich in der Kokultur und dem 1:2-
Medium anteilig jeweils nur 5 % FCS befinden. Alle weiteren Zusidtze werden vom
Hersteller nicht angegeben. Die unterschiedliche Zellproliferation der LSEC in
Abbildung 41 B) kann so nur detailliert an den unterschiedlichen FCS-Konzentrationen
erklart werden. Die doppelte FCS-Konzentration fiihrt teilweise zu einer 1,7-fachen
Zellzahl an LSEC im LSEC-Medium, wahrend die Hepatozyten durch die
Wachstumsfaktoren oder unbekannten Zusdtze im LSEC-Medium in ihrem
Proliferationsverhalten hemmend beeinflusst werden. Fiir eine genauere Analyse der
Auswirkung der verschiedenen Medien auf das mRNA-Expressionsverhalten von LSEC
und Hepatozytenmarkern wurde zusétzlich eine RT-qPCR durchgefiihrt. Dafiir wurden
die Zellen fiir 7 Tage in den entsprechenden Medien kultiviert und anschliefsend
analysiert. Abbildung 42 zeigt das Ergebnis der relativen Expressionsanalyse der
getesteten Hepatozyten, normiert auf die Expression im Hepatozyten-Medium. Dies
zeigte, dass die Expression von Albumin unabhidngig vom verwendeten Medium mit
einer relativen Expression von ca. 0,76 im Vergleich mit dem Hepatozyten-Medium
durchweg am geringsten ist. CYP3A4, UGT1A1 und G6P sind dagegen verglichen mit
dem Hepatozyten-Medium stets {iberexprimiert. Weiter konnte festgestellt werden, dass
auch hier das Kokulturmedium sowie die 1:2-Mischung ein &hnliches
Expressionsverhalten induzieren. Acikgoz et al. hat die Auswirkungen von FCS im
Medium auf Hepatozyten-Spharoide, in Bezug auf die Albuminsynthese getestet und
konnte eine verringerte mRNA-Expression feststellen.'>l Dies konnte auch durch die
ermittelte 0,76-fache Reduktion der Albuminexpression in FCS-haltigen Zellmedien, mit
Hilfe der in Abbildung 42 dargestellten RT-qPCR nachgewiesen werden. Zum anderen
konnte gezeigt werden, dass CYP3A4, UGT1Al und die Gluconeogenese durch
zusatzliche Faktoren gegeniiber dem Hepatozyten-Medium aktiviert wurden. So wurde
UGT1A1 im LSEC-Medium um das 2,6-fache erhoht exprimiert. UGT1A1 ist in der
metabolischen Beseitigung von Molekiilen und Xenobiotika involviert. Die verstarkte
Aktivitat von UGT1A1 konnte auf eine nicht toxische Substanz im LSEC-Medium fiir
die Hepatozyten hindeuten welche eliminiert werden muss.5”! Die relative Expression
der LSEC-Marker gegeniiber dem LSEC-Medium ist in Abbildung 43 dargestellt. Diese
zeigt, dass kein alternatives Medium eine dhnlich starke Expression der gewahlten
Marker von CD31, VE-Cadherin, LYVE-1 und CD206 hervorbringt. Lediglich CD31 wird
im Hepatozyten-Medium 1,5-fach verstarkt exprimiert. Jedoch werden nur im
Kokulturmedium alle vier Marker exprimiert und erreichen dadurch &ahnliches
Expressionsverhalten wie im LSEC-Medium. So wurde die relative Expression von
CD206 im Kokulturmedium 0,95-fach, LYVE-1 0,54-fach, VE-Cadherin 0,33-fach und
CD31 0,81-fach exprimiert.
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Abbildung 42: RT-qPCR der mRNA-Expression von hepatozytenspezifischen Markern in
verschiedenen Nahrmedien. Getestet wurden jeweils die Basalmedien der Zelltypen, eine
1:2-Mischung und das vom Hersteller empfohlene Kokulturmedium. Dafiir wurden auf einer
Kollagen I beschichteten 24-Well-Platte 2,85-10* Hepatozyten in Triplikaten ausgesat und fiir 7 Tage
kultiviert. Anschliefend wurde die RNA isoliert, gefolgt von einer cDNA-Synthese und
mRNA-Expressionsanalyse von Albumin, CYP3A4, UGT1A1 und Glucose-6-Phosphatase. Die
Auswertung wurde mit der AACt-Methode durchgefiihrt, die Proben wurden auf das
Hepatozyten-Medium normiert (=1), als Referenzgen wurde GAPDH verwendet und die Mittelwerte
und deren Standardabweichung erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten Unterschied zur
Kontrolle wurden mit *p < 0,005, ** < 0,01 und ***p < 0,001 versehen und mithilfe des Student’s t-Test
ermittelt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sowohl das Kokulturmedium als auch die

1:2-Mischung des LSEC-Medium mit Hepatozyten-Medium, ein geeignetes Medium fiir

die Kokultivierung beider Zelltypen ist. Die Hepatozyten wurden in beiden Medien

verstarkt aktiviert und zeigten eine erhohte Proliferation im Vergleich zu deren

Basalmedium. Zwischen Kokulturmedium und der 1:2 Mischung der Basalmedien lief3

sich kein ausschlaggebender Unterschied erkennen. Fiir die Endothelzellen stellte sich

jedoch das Kokulturmedium als geeigneter heraus, was mithilfe der Expressionsanalyse

durch eine RT-qPCR belegt wurde.

4

achstumskurve und der Expressionsanalyse wurde fiir alle folgenden Kokulturen von

LSEC und Hepatozyten das Kokulturmedium verwendet.
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Abbildung 43: RT-gPCR der mRNA-Expression von LSEC beziiglich des Medientests fiir die Kokultur
von LSEC mit Hepatozyten. Eine 24-Well-Platte wurde mit 0,1 mg/ml Kollagen I beschichtet und mit
2,85-10* LSEC besiedelt. Diese wurden in den unterschiedlichen Medien fiir 7 Tage kultiviert. Fiir den
Medientest wurden die zwei Basalmedien der Hepatozyten und LSEC sowie eine 1:2-Mischung und
das vom Hersteller empfohlene Kokulturmedium getestet. Die Zellen wurden nach 7 Tagen mit
TRIzol® lysiert und die isolierte RNA in cDNA transkribiert. AnschlieSend wurde eine
mRNA-Expressionsanalyse mit CD31, VE-Cadherin, LYVE-1 und CD206 durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mit der AACt-Methode dabei wurden die Proben auf das LSEC-Medium
normiert (=1). Als Referenzgen wurde GAPDH verwendet und Mittelwerte und deren
Standardabweichung erfolgten aus n=3.

3.3.1.2 Direkte Kokultur von Hepatozyten und LSEC

Der Spalt von Disse trennt die Endothelzellen der Leber von den darunterliegenden
Hepatozyten.['>2l Mit einem Spaltdurchmesser von 5-10 um ist eine rdumliche Nahe
gewahrleistet, welche den Stoffwechselaustauch zwischen den Zelltypen zulasst.®!l Fiir
die Untersuchung einer direkten Kokultur wurden die Endothelzellen auf einer
Kollagenschicht bis zur Konfluenz kultiviert. Zeitgleich wurden Sphéaroide aus
2-10° Hepatozyten in einer Agarose beschichteten 96-Well-Platte hergestellt. Diese
Kultivierungsform wurde gewdhlt damit eine organisierte Einbringung der
Hepatozyten moglich war. Nach 3 Tagen haben sich die Hepatozyten zu kompakten
Spharoiden aggregiert, welche auf die Endothelzellschicht tiberfithrt wurden. Nach
weiterer Kokultur fiir 3 Tage wurde das Experiment durch
Immunfluoreszenzmarkierung  spezifischer = Hepatozyten und LSEC-Marker
ausgewertet. Deren Ergebnis ist in Abbildung 44 dargestellt. Die Abbildungen C und D
zeigen die LSEC spezifische Markierung von CD31 und CD206. Abbildung H und I zeigt
die immunhistochemische Markierung von CYP3A4 und Albumin, welche spezifisch
fiir Hepatozyten sind. Die Uberlagerungen in Abbildung E und J der unterschiedlichen
Markierung ermoglicht eine Lokalisation der jeweiligen Zelltypen durch die verwendete
spezifische Immunfluoreszenzmarkierung. Die Markierung von CD31 (Abbildung
44 (D) in der LSEC-Membran und die Markierung von Albumin (Abbildung 44 (H) in
den Hepatozyten zeigen, dass der Hepatozyten-Spharoid die urspriinglich
darunterliegenden LSEC verdrangt hat. Es gibt zudem eine klare Grenze zwischen der
Endothelschicht und den Hepatozyten. Durch die Aktinzytoskelett-Markierung wird
die kubische Struktur der Hepatozyten verdeutlicht, welche ein Merkmal primar
isolierter Hepatozyten ist.'¥”] Die pragnante Albuminfluoreszenz lasst auf eine positive
Auswirkung der direkten Kokultur von LSEC und Hepatozyten schlieffen. Diese
Vermutung konnte von Zhouetal. bereits nachgewiesen werden.'”® Durch
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Verwendung einer Proteinschicht auf den Endothelzellen, vor der Zugabe des
Hepatozyten-Spharoids konnte das Verdrangen der LSEC unter den Hepatozyten
verhindert werden. Diese Art der der so genannten Sandwich-Kultur wurde bereits
erfolgreich angewandt.[”7212319] Jedoch lasst diese Art der Kultivierung keine Analyse
der einzelnen Zelltypen zu, weswegen vermehrt Transwell®-Systeme fiir eine Kokultur
von LSEC und Hepatozyten eingesetzt werden.['347,149154]

Hoechst33342 Phalloidin-TRITC g

1 cC

Albumin

Abbildung 44: Direkte Kokultur durch die Kultivierung eines Hepatozyten-Sphéroid auf einer
LSEC-Schicht. 1,510 LSEC wurden in einem Kollagen I beschichteten -Slide-8-Well ausgesat und in
3 Tagen zur Konfluenz gebracht. Wahrenddessen wurden Sphéroide in einer 96-Well-Agarose-Platte
aus jeweils 0,2-10* Hepatozyten geformt. Nach 3 Tagen der Kultivierung wurden die Sphéroide auf
die LSEC-Schicht platziert und zusammen fiir weitere 3 Tage kultiviert. Anschliefend wurden die
Proben nach einer Immunfluoreszenzmarkierung auf CD206 (C) und CD31 (D) (FITC gekuppelter
Maus-Anti-human CD31-Priméarantikorper/ Alexa Fluore-488 Ziege-Anti-Maus Sekundarantikorper;
Kaninchen-Anti-human-C206-Priméarantikérper/ Alexa Fluor®-647 Hiihnchen-Anti-Kaninchen
Sekunddrantikorper) als Marker fiir die LSEC und auf Albumin (H) und CYP3A4 (I)
(Kaninchen-Anti-human-Albumin Primérantikérper/ Hiihnchen Alexa Fluor®-647 Anti-Kaninchen
Sekundéarantikdrper; Maus Anti-human-CYP3A4 Priméarantikorper/ Ziege Alexa Fluor®-488 Anti-
Mouse Sekundarantikorper) als Marker fiir die Hepatozyten mikroskopisch analysiert. Vor der
konfokalmikroskopsichen Aufnahme wurde die DNA mit Hoechst33342 und das Aktinzytoskelett mit
Phalloidin-TRITC markiert.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Gelb: Phalloidin-TRITC (Aex=540-545 nm,
Aem =570-573 nm), Rot (C): CD206 (Aex=658 nm, Aem=675nm), Griin (D): CD31 (Aex=499 nm,
Aem=520nm) Rot (H): Albumin (Aex=658 nm, Aem=675nm), Grin (I); CYP3A4 (Aex=499 nm,
Aem = 520 nm) Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, Mafistab = 75 pm.
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3.3.1.3 Barriere-Integritit der Kokultur im Transwell®

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, fungiert die Leber als Filter fiir die im Blut
zirkulierenden Nahrstoffe, Molekiile, Schadstoffe, Pathogene, Xenobiotika und einer
Vielzahl von weiteren Substanzen. Das Sinusoid der Leber bildet eine natiirliche Barriere
zum vaskuldren Blutfluss und iibernimmt eine selektive Siebfunktion.’l Eine
Moglichkeit eine solche Barriere zu untersuchen und zu validieren, ist durch die
Messung des transendothelialen Widerstands.['?$1551 Zum messen dieses Wiederstandes,
muss die Barriere sowohl von der apikalen als auch der basalen Seite zuganglich sein,
was durch die Verwendung eines Transwell®-Systems gewéhrleistet wird. In Abbildung
45 ist der schematische Aufbau der hier genutzten Variationen der Barriere abgebildet.
Mit den folgenden vorgestellten Experimenten sollte untersucht werden, ob die
raumliche Distanz von Hepatozyten und LSEC einen Einfluss auf die Barriere der LSEC
hat. Dazu wurden die Hepatozyten in Ansatz 1 auf der 24-Well-Platte und in Ansatz 2
im direkten Kontakt mit den LSEC an der basalen Seite des Transwells® kultiviert.
Abbildung 18 zeigt schematisch den Versuchsaufbau zur Messung des elektrischen
Widerstands der Barriere durch eine Elektrode im apikalen und basalen Bereich im
verwendeten Transwell®-System. Fiir die Etablierung der Barriere wurde eine Kollagen I
Beschichtung der 24-Well-Platte und des Transwells® durchgefiihrt. Anschliefsend folgte
eine Besiedelung mit 10-10*Zellen/cm? Hepatozyten. Nach 4h wurden
3,33-10* LSEC/cm? in den Einsatz des Transwells®eingefiigt. So wurde ein Zellverhaltnis
von 1:3 LSEC zu den Hepatozyten generiert, welches in Kapitel 3.3.1 besprochen wurde.
Die Barriere-Integritdat wurde daraufhin fiir 15 Tage mit einer TEER-Messung verfolgt.
Der in Abbildung 46 aufgetragene TEER in Abhangigkeit zur Kultivierungszeit zeigt,
dass Hepatozyten allein eine dichtere Barriere bilden als die LSEC und weisen an Tag 15
einen 4-fach erhohten TEER gegeniiber der LSEC-Monozellschicht auf.

nnnn le II!(IaII
Basal
Blank LSEC Hepatozyten
Kontrolle Kontrolle
Einsatz s ]
Medium.
Semipermeable
Membran
Ansatz 1 Ansatz 2

Abbildung 45: Schematischer Aufbau der unterschiedlichen Kombinationen der Kokultur von LSEC
und Hepatozyten im Transwell®. Die Leberendothelzellen wurden immer auf der apikalen Seite des
Transwell®-Einsatzes kultiviert wiahrend sich die Hepatozyten auf der basalen Seite befinden. Die
beiden Ansétze unterscheiden sich in ihrem Abstand zu den LSEC. In Ansatz 1 findet kein direkter
Zellkontakt statt, die beiden Zelltypen sind rdumlich durch eine Medienschicht getrennt. Dieser
Abstand wird verkiirzt, indem die Hepatozyten in Ansatz 2 direkt auf der Unterseite der 0,4 um
porosen Membran des Transwell®-Einsatzes kultiviert werden, wodurch ein direkter Zellkontakt
stattfinden kann.
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Eine kompaktere Barriere wird lediglich durch die direkte Kokultur in Ansatz 2
generiert. Diese unterschiedet sich zu der Barriere der Hepatozyten an Tag 15 durch
einen 1,1-fach gesteigerten TEER-Wert. In der Literatur sind keine spezifischen
TEER-Werte zu den verwendeten Hepatozyten von Upcyte Technologies zu finden. Es
sind lediglich TEER-Werte im Bereich um 500 (Q-cm? von differenzierten, oder
immortalisierten Hepatozyten bekannt.'*>1% Da der TEER-Wert nach 15 Tagen bei ca.
30 (ecm? liegt, aber weiterhin steigt, konnte das auf eine nicht vollendete
Barrierefunktion der Hepatozyten hindeuten. Jedoch ist die Vergleichbarkeit von
Hepatozyten unterschiedlichen Ursprungs schwierig und sollte weiter untersucht
werden, um eine abschlieffende Aussage treffen zu konnen. Faroogi et al. hat in einem
Leberfibrose-Modell gezeigt, dass der Widerstand gegeniiber einer unbehandelten
Kontrolle zunimmt und das Lebermodelle mit einer verdnderten Barrierefunktion auf
externe Einfliisse reagieren.[" Dies konnte auch fiir die unterschiedlichen raumlichen
Kultivierungen der Hepatozyten in Bezug auf die LSEC-Schicht in Ansatz 1und 2
beobachtet werden. In Abbildung 46 ist der TEER von Ansatz2 abziiglich der
Hepatozyten-Kontrolle dargestellt. Dies ermdglicht es eine Aussage iiber die LSEC
generierte Barriere innerhalb der in Ansatz 2 apikal kultivierten Hepatozyten treffen zu
konnen. Weiter wurde an Tag 15 eine 0,27-fache Reduktion des TEER gegeniiber der in
Ansatz 1 gemessenen LSEC-Schicht beobachtet. Wird die LSEC-Barriere in Ansatz 2 mit
der LSEC-Kontrolle an Tag 15 verglichen so wird eine dhnliche Reduktion des TEER in
Ansatz 2 von 0,5 ermittelt. Daraus lasst sich schliefsen, dass eine direkte Kokultur von
Hepatozyten die LSEC-Barriere beeinflusst. Im direkten Kontakt der Zellen in Ansatz 2
kommt es somit zu einer Abnahme der endothelialen Barriere, wodurch ein groferer
Stoffaustausch zu den Hepatozyten ermoglicht wird. Insgesamt konnte gezeigt werden,
dass die LSEC durch ihre Fenestrierung im Gegensatz zu den Hepatozyten einen
geringeren TEER aufweisen und dass sich die Fenestrierungen aufgrund der raumlichen
Naher der Hepatozyten verstarken. Dieses Experiment ist ein weiterer Hinweis darauf,
dass eine Kokultur von LSEC und Hepatozyten in einer effektiven Rekonstruktion der
Leber unabdingbar sein sollte. Es ist daher naheliegend eine Zusammenfiihrung beider
Zelltypen im Organ-on-a-Chip Modell in weiteren Schritten zu untersuchen und die
Barriere des Sinusoids und weitere Parameter im Vergleich zu nicht fluidischen
Modellen zu analysieren.
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Abbildung 46: Transendotheliale elektrischer Widerstand (TEER) von unterschiedlichen
Kokulturbedingungen von LSEC und Hepatozyten. In ein Transwell®-System mit 0,4 pm Poren,
wurden auf Kollagen I beschichtete Oberflichen 10-10* Hepatozyten/cm? und 3,33-10* LSEC ausgesiit.
Dabei wurden die Hepatozyten in Ansatz 1 in die 24-Well-Platte gegeben und in Ansatz 2 auf der
basalen Seite des Transwell®-Einsatzes kultiviert. Die LSEC befanden sich stets auf der apikalen Seite
des Transwell®Einsatz. Fiir die Hepatozyten-Kontrolle wurden diese auf der basalen Seite des
Einsatzes kultiviert. Das Verhalten des TEER der unterschiedlichen Barrieren wurde iiber 15 Tage
verfolgt. Als Nullwert diente ein Transwell® ohne Zellen, jedoch mit Beschichtung. Mittelwerte und

Standardabweichungen wurden aus n = 3 ermittelt.

3.3.2 Kokultur von LSEC und Hepatozyten im vasQchip

In Kapitel 3.1.3 und 3.2.2 wurde die Etablierung der jeweiligen Monokultur aus LSEC
und Hepatozyten im vasQchip beschrieben. Fiir eine Rekonstruktion des Lebersinusoids
mussten nun die beiden Zelltypen im Liver-on-a-Chip-Modell vereint werden. Abbildung
47 veranschaulicht schematisch die Lokalisation der beiden Zelltypen im vasQchip. Die
LSEC wurden im Mikrokanal in direktem Kontakt zu den Hepatozyten im umgebenden
Kompartiment angesiedelt. Die beiden Zelltypen wurden dabei lediglich durch die
pordse Polycarbonatmembran separiert. In den folgenden Kapiteln wird die in
Abbildung 47 dargestellte Kokultur von LSEC und Hepatozyten im vasQchip etabliert

und evaluiert.

Kompletter vasQchip

Abbildung 47: Schematische Darstellung des Leber-Sinusoid-Barrieremodells im vasQchip. Das
Lebermodell im vasQchip wird durch Integration der lebersinusoidalen Endothelzellen (LSEC) im
porosen Mikrokanal und der Hepatozyten im umgebenden Kompartiment aufgebaut. Deren genauen
Lokalisation wird durch einen Querschnitt des Mikrokanals veranschaulicht. Abbildung modifiziert

nach Kappings et al.[°1]
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3.3.2.1 Etablierung der Kokultur im vasQchip

Die Praparation des vasQchips beziiglich der Beschichtungsmethoden wurde von
Kapitel 3.1.1.2 tibernommen. So wurde der Mikrokanal mit 0,25 mg/ml Fibronektin und
das umgebende Kompartiment mit 0,25 mg/ml Kollagen I beschichtet. Auch die Zellzahl
der jeweiligen Zelltypen wurde aus den zuvor etablierten Untersuchungen
tibernommen. So wurden 40-10* Hepatozyten im umgebenden Kompartiment
eingesetzt, alle Anschliisse verschlossen und anschliefiend um 180° gedreht tiber Nacht
statisch kultiviert. In Abbildung 48 ist eine exemplarische Abbildung der gedrehten
vasQchip zur Besiedelung der Hepatozyten im umgebenden Kompartiment abgebildet.
Am darauffolgenden Tag wurden 10-10* LSEC in dem Mikrokanal ausgesat und fiir 1 h
am vasQturn bei 0,25 rpm rotiert. Es folgte eine weitere Inkubation iiber Nacht in der
urspriinglichen Position. Nach einer statischen Inkubationszeit von insgesamt 48 h
wurde ein Mediumwechsel im umgebenden Kompartiment durchgefiihrt und der
Mikrokanal —an  die  Mikrofluidikpumpe  angeschlossen. =~ Nach  einem
Volumenstromanstieg von 3 pl/min auf 50 pl/min innerhalb von 3 Tagen, wurde die
Konfluenz der Zellen durch eine Immunfluoreszenzmarkierung iiberpriift. In
Abbildung 49 sind die konfokalmikroskopischen 3D-Projektionen des kokultivierten
vasQchip dargestellt. Der Querschnitt durch den Mikrokanal (Abbildung 49 D) lasst die
beiden Zelltypen differenziert erkennen. Neben der Markierung der LSEC iiber den
Endothelzellmarker CD31 wurden die Aktinzytoskelette der Hepatozyten mit
Phalloidin-TRITC markiert. Es liegt eine eindeutige rdaumliche Trennung der beiden
Leberzellen durch den Mikrokanal vor. Die ungefarbte porése Membran des
Mikrokanals konnte durch eine farblose Liicke zwischen LSEC und Hepatozyten
identifiziert werden. Die LSEC bilden eine fast konfluente Zellschicht (Abbildung 49 B)
wohingegen die Hepatozyten einige Liicken aufweisen (Abbildung 49 A). Dies konnte
eventuell durch eine verlangerte Kultivierung der Hepatozyten im vasQchip verbessert
werden. Insgesamt konnte durch die Immunfluoreszenzmarkierung gezeigt werden,
dass die etablierten Methoden der Monokulturen in Kapitel 3.1.3 und 3.2.2 und deren
Kombination in der Lage sind, eine Kokultur im vasQchip aufzubauen. In den folgenden
Kapiteln wird diese Kokultur untersucht, validiert und diskutiert.

Abbildung 48: Besiedelungsmethode der Hepatozyten im umgebenden Kompartiment. Die
Abbildung zeigt die um 180° gedrehten vasQchips, wodurch eine gleichméfiige Verteilung der
Hepatozyten an der Auflenseite des Mikrokanals gewahrleistet wird. Nach einer Inkubation tiber
Nacht wurde fiir die anschliefSende Besiedelung der LSEC im Mikrokanal der vasQchip in seine
urspriingliche Position um 180°, gedreht.
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Abbildung 49: Kokultur aus Hepatozyten im umgebenden Kompartiment und LSEC im Mikrokanal
des vasQchips unter fluidischen Bedingungen tiiber einen Zeitraum von 3 Tagen. Der Mikrokanal
wurde mit 0,25 mg/ml Fibronektin und das umgebende Kompartiment mit 0,25 mg/ml Kollagen I
beschichtet. Dann wurden im umgebenden Kompartiment 40-10* Hepatozyten eingebracht, die
Anschliisse verschlossen und iiber Nacht um 180° gedreht kultiviert. Darauf folgte die Besiedelung
der LSEC im Mikrokanal mit 10-10* Zellen und einer einstiindigen Rotation auf dem vasQturn bei
0,25 rpm, damit die Zellen gleichméfiig im Mikrokanal anwachsen kénnen. Nach einer weiteren
Inkubation iiber Nacht wurde der Mikrokanal an die Mikrofluidikpumpe angeschlossen und bei
einem steigenden Volumenstrom von 3 pl/min auf 50 pl/min fiir 3 Tage fluidisch kultiviert.
Anschliefiend folgte eine Immunfluoreszenzmarkierung des Endothels {iber CD31 (FITC gekuppelter
Maus-Anti-human CD31-Primérantikorper/ Ziege Alexa Fluore-488 Anti-Maus
Sekundérantikérper) (B) und die Markierung der DNA mit Hoechst33342 sowie des Aktinzytoskeletts
der Hepatozyten mit Phalloidin-TRITC (A).

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Gelb: Phalloidin-TRITC (Aex=540-545 nm,
Aem = 570-573 nm), Griin: CD31 (Aex = 499 nm, Aem = 520 nm) Konfokalmikroskop =Leica STELLARIS 5,
z-Stack Parameter: 3 um zwischen jeder Aufnahme, fiir 250 pm, Maf3stab = 200 pm
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3.3.2.2 Analyse der Kokultur aus LSEC und Hepatozyten im
vasQchip

Eine Kokultur durch parenchymalen und nicht-parenchymalen Leberzellen ist eine
authentische Rekonstruktion der Leber. Zwei Zelltypen welche bewiesenermafien in
einer Kokultur positive Effekte auf deren Integritait und Aktivitit haben sind
Hepatozyten und LSEC.I2%l Im folgenden Abschnitt wurde die Aktivitdt und das
Verhalten der in Kapitel 3.3.2.1 etablierten Kokultur aus LSEC und Hepatozyten im
vasQchip untersucht.

Vergleich der Kokultur im statischen und fluidischen vasQchip

Dieses Kapitel fokussiert sich auf die Untersuchung einer angelegten mikrofluidischen
Stromung im Mikrokanal des Lebermodells im vasQchip. Fluidischer Fluss ist ein
essenzieller Bestandteil der physiologischen Mikroumgebung im Sinusoid der Leber.
Dieser verbessert die Albumin- und Harnstoffsekretion sowie die CYP-Funktionen von
in vitro kultivierten Hepatozyten.[16141141 Dije Integration eines Volumenstroms im
Mikrokanal des vasQchip fiihrt zu optimierten Bedingung der in vitro Situation des
Lebersinusoids im vasQchip, und es wird von einem positiven Effekte auf die Viabilitat
der Kokultur ausgegangen. Der Unterschied zwischen einer statisch und fluidisch
kultivierter ~Kokultur im vasQchip ist in Abbildung 50 durch eine
Immunfluoreszenzmarkierung wichtiger Markerproteine und deren 3D-Projektion
einer konfokalmikroskopischen Aufnahme abgebildet. Nach einer 7-tdgigen
Kultivierung wurde durch eine Immunfluoreszenzmarkierung von CD31 und
zusatzlicher Markierung des Aktinzytoskeletts sowie der DNA erste Unterschiede
zwischen den Kultivierungsmethoden ersichtlich. Die Farbung durch den
Endothelzellmarker CD31 (Abbildung 50 Eund F) lasst eine diskontinuierliche
Konfluenz der Endothelzellen erkennen. Im fluidisch kultivierten vasQchip konnte eine
konfluente Zellschicht aufgebaut werden, wohingegen im statischen vasQchip nur eine
geringe Zellkonfluenz erreicht wurde. Diese Verringerung der Fluoreszenz im statisch
kultivierten vasQchip deutet auf eine geringere Zellzahl im Mikrokanal hin, was durch
eine mangelnde Nahrstoffversorgung der LSEC im statischen Mikrokanal erklart
werden konnte. Deren Versorgung ist auf 10 pl frisches Zellmedium alle 2-3 Tage
begrenzt, da der Mikrokanal des vasQchips ein begrenztes Fassungsvermogen besitzt.
Im fluidischen Modell hingegen, wird das Medium mit einem Volumenstrom von
50 ul/min im Mikrokanal ausgetauscht, wodurch den fluidisch kultivierten LSEC mehr
Nahrstoffe zu Verfiigung stehen. Zeitgleich werden schéadliche Stoffe abtransportiert
und verdiinnt, wodurch eine lokale Ansammlung verhindert wird. Der Modellaufbau
im vasQchip entspricht zudem mehr der Funktion einer intakten Leber und konnte
durch die Kokultur und einer integrierten Mikrofluidik zu einem verbesserten
Wachstum der LSEC in einem fluidischen Modell fithren.[*]
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Abbildung 50: Siebentédgige Kokultur aus Hepatozyten und LSEC im vasQchip unter fluidischen und
statischen Bedingungen. Im umgebenden Kompartiment des vasQchips wurden auf eine
0,25 mg/ml Kollagen I Beschichtung 40-10* Hepatozyten ausgesat und {iber Nacht inkubiert. In den
Mikrokanal kamen auf die 0,25 mg/ml Fibronektinschicht 10-10* LSEC. Nach einer einstiindigen
Rotation auf dem vasQturn bei 0,25 rpm wurden die LSEC iiber Nacht statisch inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurden die fluidischen Proben (B, D, F, H) an die mikrofluidische Pumpe bei
einem Volumenstrom von 3 pl/min der sich innerhalb von 3 Tagen auf 50 pl/min erhdhte,
angeschlossen. Die statische Probe wurde parallel dazu unter denselben Bedingungen kultiviert. Ein
Medienwechsel erfolgte alle 2-3Tage. An Tag7 wurden die Proben fiir eine
Immunfluoreszenzmarkierung von CD31 (FITC gekuppelter Maus-Anti-human CD31-
Priméarantikorper/ Alexa Fluor®488 Ziege-Anti-Maus Sekundédrantikorper) vorbereitet. Vor der
konfokalmikroskopischen Aufnahme wurde das Aktinzytoskelett mit Phalloidin-TRITC und die DNA
mit Hoechst33324 markiert.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Gelb: Phalloidin-TRITC (Aex=540-545 nm,
Aem =570-573 nm), Griin: CD31 (Ax=499nm, Aem=520nm), Konfokalmikroskop= Leica
STELLARIS 5, z-Stack Parameter: 3 um zwischen jeder Aufnahme, fiir 450 um, Mafsstab = 200 um

Das Ergebnis der Immunfluoreszenzmarkierung von CD31 (Abbildung 50) wird durch
eine Analyse der mRNA-Expression von CD31 durch eine RT-qPCR bestatigt. Nach
einer siebentdgigen mikrofluidischen Kultivierung wurde die mRNA-Expression der
LSEC spezifischen Marker CD31 und VE-Cadherin mithilfe einer RT-qPCR analysiert.
In Abbildung 51 ist deren relative mRNA-Expression im Vergleich zwischen statisch
und fluidisch kultivierten vasQchips zu sehen. Die mRNA-Expression an
Kultivierungstag 7 wurde jeweils auf die Werte nach Kultivierungstag 3 normiert. Die
Auswertung der relativen Expression erfolgte mithilfe der AACt-Methode unter
Verwendung von GAPDH als Referenzgen. Der in Abbildung 51 vorgestellten Werte ist
zu entnehmen, dass der integrierte Fluss im Mikrokanal eine signifikante Auswirkung
auf die mRNA-Expression der Endothelzellmarker CD31 und VE-Cadherin ausiibt.
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Abbildung 51: Relative mRNA-Expression der LSEC aus einer Kokultur mit Hepatozyten unter
statischen und fluidischen Bedingungen im vasQchip. Der Mikrokanal wurde zuvor mit
0,25 mg/ml Fibronektin und das umgebende Kompartiment mit 0,25 mg/ml Kollagen I beschichtet.
Dann wurden im umgebenden Kompartiment 40-10* Hepatozyten eingebracht, die Anschliisse
verschlossen und iiber Nacht um 180° gedreht kultiviert. Darauf folgte die Besiedelung der LSEC im
Mikrokanal mit 10-10* Zellen und einer einstiindigen Rotation auf dem vasQturn bei 0,25 rpm, damit
die Zellen konfluent im Mikrokanal anwachsen kénnen. Nach einer weiteren Inkubation {iber Nacht
wurde der Mikrokanal an die Mikrofluidikpumpe angeschlossen und bei einem steigenden
Volumenstrom von 3 pl/min auf 50 pl/min fiir 7 Tage fluidisch kultiviert. Die statisch kultivierte Probe
wurde parallel, ohne Fluss im Mikrokanal kultiviert. In beiden Ansdtzen wurde alle 2-3 Tage das
Medium gewechselt. Die Zellen wurden anschlielend mit TRIzol® lysiert und die isolierte RNA in
cDNA transkribiert. Anschliefend wurde eine Expressionsanalyse von CD31 und VE-Cadherin
mithilfe einer RT-qPCR durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit der AACt-Methode, die Proben
wurden auf Tag 3 normiert (=1). Als Referenzgen wurde GAPDH verwendet und die Mittelwerte und
deren Standardabweichung wurden aus n=3 ermittelt. Werte mit einem signifikanten Unterschied zur
Kontrolle wurden mit *p < 0,005, ** < 0,01 und **p < 0,001 versehen und mithilfe des Student’s t-Test
ermittelt.
CD31 wird an Tag 7 der fluidischen Kultivierung, fast 1,5-fach starker exprimiert und
VE-Cadherin 6-fach mehr. Hingegen nimmt die mRNA-Expression in statisch
kultivierten vasQchips beider Marker gegeniiber der 3-tigigen Kontrolle um das
0,4-fache (CD31) und 0,1-fache (VE-Cadherin) ab. In Kapitel 3.1.3.3 wurde eine
verbesserte Expression von CD31 und VE-Cadherin durch eine mikrofluidische
Kultivierung der LSEC im vasQchip als Monokultur nachgewiesen. Wird die Expression
von CD31 in der fluidischen Monokultur mit der Kokultur in Abbildung 51 verglichen,
so steigt diese um das 1,4-fache durch die Anwesenheit von Hepatozyten. VE-Cadherin
wird gegeniiber einer Monokultur 1,9-fach mehr exprimiert. CD31 ist wie bereits
erwahnt ein Endothelzellmarker, welcher fiir die Bildung von Tight Junctions zwischen
den Endothelzellen verantwortlich ist.¥] Auch VE-Cadherin spielt eine Rolle in der
Bildung der Tight Junctions von Endothelzellen. Sie gehdéren zu den
Adherens Junction Proteine, welche in der Membran verankert sind und sich mit
ECM-Proteinen verbinden.!'”] Die gesteigerte Expression von VE-Cadherin und CD31
fithrt somit zu Bildung einem dichteren Endothel im mikrofluidischen vasQchip.
Insbesondere durch den mikrofluidischen Fluss im Mikrokanal des vasQchips kénnen
diese Verbindungen gestarkt angeregt werden, um ein Ablosen der Endothelzellen
unter dem Medienstrom zu verhindern. Der Einfluss einer induzierten Fluidik in einem

Organ-on-a-Chip konnte Sato ef al. in deren mikrofluidischen Blutgefafd Plattform bereits
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nachweisen. Sie konnten die gesteigerte VE-Cadherin Expression der Endothelzellen im
Zusammenhang einer induzierten Mikrofluidik in ihrer Plattform belegen.!'>!
Widerspriichlich zu den gewonnenen Erkenntnissen iiber die LSEC-Barriere im
fluidischen vasQchip sind hingegen die Ergebnisse aus Kapitel 3.1.2.1. Die
LSEC-Barriere hat gemdfs der TEER-Messung im Zusammenhang mit direkt
kokultivierten Hepatozyten abgenommen. In Abbildung 51 wurde ein Nachweis fiir
eine gestarkte LSEC-Barriere durch die fluidische Kokultur im vasQchip geliefert. In der
statischen Kokultur im vasQchip wurde eine Reduktion der Endothelzellmarker CD31
und VE-Cadherin ermittelt. Daraus ldsst sich schliefSen, dass ausschlieSlich die
induzierte Fluidik zu einer gesteigerten Barriere beitragt, da sowohl im statischen
Transwell® und im statischen vasQchip dies nicht bestatigt werden konnte. Zukiinftig
konnte die LSEC-Barriere im vasQchip durch eine Integration von Elektroden noch
genauer iiber den TEER analysiert und verfolgt werden.

Verhalten der Hepatozyten in der fluidischen Kokultur im vasQchip

Fast alle Organe des menschlichen Korpers sind abhéngig von Aufgaben, die die
parenchymalen Hepatozyten der Leber ausfiihren.”?l Infolgedessen ist es von
besonderer Bedeutung deren Aktivitat und Verhalten im mikrofluidischen Lebermodell
zu evaluieren und zu untersuchen. Im folgenden Abschnitt wird das Verhalten der
Hepatozyten in einer Kokultur mit LSEC im fluidischen vasQchip-Lebermodell
betrachtet und analysiert.

Die mRNA-Expression spezifischer Hepatozyten-Marker in Kokultur mit LSEC im
fluidischen vasQchip ermoglicht es das Verhalten der Hepatozyten einzuordnen. In
Abbildung 52 ist die relative mRNA-Expression von Albumin, CYP3A4 und UGT1Al in
Abhidngigkeit zu einer Kultivierungszeit von 7 und 14 Tagen im fluidischen vasQchip
dargestellt. Der vasQchip wurde wie zuvor beschreiben mit beiden Zelltypen besiedelt
und anschlieffend fiir 3, 7 und 14 Tage bei einem Volumenstrom von 50 pl/min fluidisch
kultiviert. Anschlieffend folgte eine mRNA-Expressionsanalyse von Albumin, CYP3A4
und UGT1A1 durch eine RT-qPCR. Die gemessenen Werte wurden auf die
mRNA-Expression nach Tag 3 normiert. Es ist zu beobachten, dass Albumin und
UGT1A1 nach einer siebentdgigen Kultivierung eine geringere Expression aufweisen als
an Tag 3. Die Expression von Albumin sinkt auf das 0,42-fache und UGT1A1 um das
0,52-fache. Erst nach 14 Tagen hat sich die Expression von Albumin wieder der
dreitdgigen angendhert (mit einer 1,04-fachen Expression). Die Aktivitat von UGT1A1
ist an Tag 14 sogar 2,29-fach hoher im Vergleich zu Tag 3. Lediglich fiir CYP3A4 steigerte
sich die relative mRNA-Expression kontinuierlich {iber den Kultivierungszeitraum von
2,45-fache auf das 4,71-fache an Tag 14. Der Vergleich der mRNA-Expression von
Albumin und UGTIA1l in der fluidischen Kokultur mit der Monokultur der
Hepatozyten in Kapitel 3.2.3 zeigte, dass die fluidische Kokultur mit LSEC zu einer
erhohten mRNA-Expression der heaptozytdren Marker fiithrt. Dass Hepatozyten in
Kokultur mit anderen nicht-parenchymalen Zellen eine verbesserte Aktivitdt ihrer
Funktionen aufweisen, konnte auch in der Literatur mehrfach bestitigt werden.[7215159]
Jedoch sollte die Albuminsekretion und somit dessen Expression in einer
Langzeitkultivierung etwa konstant bleiben.l'?’! Diese Eigenschaft konnte jedoch nicht
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eindeutig verifiziert werden, wofiir eine Analyse der Albuminkonzentration mit mehr
Stichproben notwendig ware. Verglichen mit anderen in der Literatur vorgestellten
Lebermodellen, in denen héufig die Leberkarzinomzellen HepG2 verwendet werden, ist
dieses Modell jedoch trotz der noch nicht eindeutig nachvollziehbaren
Albuminexpression deutlich zu favorisieren, da es im Gegensatz zu HepG2 CYP3A4
exprimiert.’¥ Wegen der zentrale Rolle von CYP3A4 und UGT1Al in der
Verstoffwechselung von Medikamenten, ist deren nachgewiesene Aktivitdt in
Hepatozyten in einem validen Lebermodell von ausschlaggebender Bedeutung. In
Abbildung 52 konnte die Expression von CYP3A4 sowie von UGT1A1l verifiziert
werden, womit fiir eine aussagekriftige Anwendung des Lebermodells im vasQchip
immer eine Kokultur gegeniiber der Monokultur zu bevorzugen ist. In den folgenden
Anwendungen des vasQchip-Lebermodells wurde deswegen nach Moglichkeit stets
eine Kokultur aus Hepatozyten und LSEC praferiert.

Bl 7 Tage fluidisch
B 14 Tage fluidisch

x-fache Expression

Albumin CYP3A4 UGTI1A1

Abbildung 52: Relative mRNA-Expression von Hepatozyten in einer Kokultur mit LSEC im
fluidischen vasQchip. Der vasQchip wurde mit 0,25 mg/ml Fibronektin im Mikrokanal und im
umgebenden Kompartiment mit 0,25 mg/ml Kollagen I beschichtet. 40-10* Hepatozyten wurden in das
umgebende Kompartiment eingebracht und nach Verschluss aller Anschliisse um 180° gedreht iiber
Nacht kultiviert. Die 10-10* LSEC wurden danach im Mikrokanal ausgesét und fiir eine Stunde bei
einer Rotation von 0,25 rpm auf dem vasQturn gedreht. AnschliefSend folgte eine weitere Inkubation
iiber Nacht mit darauffolgendem Anschluss an die Mikrofluidikpumpe und einer kontinuierlichen
Erhéhung des Volumenstroms von 3 pl/min auf 50 pl/min innerhalb von 3 Tagen. AnschlieSend
wurde das Kokulturmedium alle 2-3 Tage im umgebenden Kompartiment gewechselt. Die Zellen
wurden an Tag 3,7 und 14 mit TRIzol® lysiert und die isolierte mRNA in ¢cDNA transkribiert.
Anschliefiend erfolgte eine mRNA-Expressionsanalyse von Albumin, CYP3A4 und UGT1A1 mithilfe
einer RT-qPCR. Die Auswertung erfolgte durch die AACt-Methode, die Proben wurden auf Tag 3
normiert (=1), als Referenzgen wurde GAPDH verwendet und die Mittelwerte und deren
Standardabweichung aus n=3. Werte mit einem signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit
*p < 0,005, ** < 0,01 und ***p < 0,001 versehen und mithilfe des Student’s t-Test ermittelt.
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Viabilititsanalyse der Kokultur im vasQchip

Die Viabilitdat von Zellen kann auf unterschiedliche Arten bestimmt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde bereits in Kapitel 3.3.1.1 die Proliferationsanalyse als ein
Viabilitatsnachweis fiir die Suche eines geeignetes Kokulturmediums verwendet. Eine
weitere Moglichkeit ist die Verwendung von Substraten, welche nur von aktiven noch
lebenden Zellen verstoffwechselt werden. Auf dieser Grundlage beruht der
PrestoBlue™-Zellviabilitatsversuch. Darin wird Resazurin von lebenden Zellen zu
Resorufin reduziert, was eine detektierbare rote Fluoreszenz aufweist. In Schema 1 ist
die Reduktion von Resazurin in Rsorufin dargestellt.[¢0161]

o NADH /H* NAD* + H,O
|
LI, =+ o
(0] (0) OH (0) (0] OH
Resazurin Resorufin
nicht fluoreszent rot fluoreszent

Schema 1: Intrazellulare Reduktion von Resazurin zu Rot fluoreszierendem Resorufin

Anwendung dieses Viabilitatstests wurde die Kokultur im vasQchip wie in
Kapitel 3.3.2.1 beschrieben aufgebaut. Die Halfte der vasQchips wurde anschliefsend an
die Mikrofluidik angeschlossen, wahrend die andere Halfte statisch kultiviert wurde.
An Tag 3 der Kultivierung wurde das Resazurin nach Herstelleranweisungen in den
vasQchip gegeben und nach einer 20-miniitigen Inkubation bei 37 °C erfolgte die
Auswertung durch eine Absorptionsmessung des reduzierten Resorufins. Das Ergebnis
der Viabilitatsmessung ist in Abbildung 53 dargestellt. Die Fluoreszenz des Resorufins
ist in Abhéngigkeit von den Kultivierungstagen bei unterschiedlichen Bedingungen
aufgetragen. Dabei zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Viabilitdt der
statisch und fluidisch kultivierten vasQchips. Wahrend es zu einer kontinuierlichen und
signifikanten Abnahme der Viabilitdt unter statischen Bedingungen kommt, sind
fluidisch kultivierte Leberzellen im vasQchip signifikant viabler. An Tag 3 ist die
Viabilitat der statisch kultivierten Zellen gegeniiber der fluidischen Probe um einen
Faktor von 2,6 reduziert und nach 7 Tagen betrédgt der Viabilititsunterschied nur noch
das 1,9-fache. Durch den induzierten Medienstrom im Mikrokanal wird deren natiirliche
Mikroumgebung besser imitiert was vermutlich zu einer verbesserten Viabilitat fiihrt.l*”]
Durch den Volumenstrom im Mikrokanal wird eine Schubspannung ausgetibt, welche
sich positiv auf die Viabilitat und Aktivitit von Hepatozyten auswirkt.['*l Der positive
Einfluss einer Schubspannung auf Leberzellen konnte Rashidi- und Vinci et al. bereits in
ihren Liver-on-a-Chip Modellen beweisen.['®21631 In Abbildung 53 ist zudem zu erkennen,
dass die Viabilitat der statischen Proben von Tag 3 auf Tag 7 einen 1,2-fachen Riickgang
aufweist, welcher bei der fluidischen Probe mit dem Faktor 1,6 deutlich hoher ist. Ob
sich dieser Trend der abnehmenden Viabilitdat fortsetzt, miisste mit einer langeren
Viabilitatsanalyse bestimmt werden. Ein moglicher Riickgang der Viabilitat konnte auf
eine zu hohe Schubspannung durch den angelegten Fluss im Mikrokanal
zuriickzufiihren sein. Dies sollte in zukiinftigen Experimenten analysiert werden.
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Abbildung 53: Viabilitit von statisch und fluidisch kokultivierten LSEC und Hepatozyten im
vasQchip. Der vasQchip wurde mit 0,25 mg/ml Fibronektin im Mikrokanal und 0,25 mg/ml Kollagen I
im umgebenden Kompartiment beschichtet. Anschliefend wurden 40-10* Hepatozyten in das
umgebende Kompartiment eingebracht und nach Verschluss aller Anschliisse um 180° gedreht {iber
Nacht kultiviert. Die 10-10* LSEC wurden danach in den Mikrokanal gegeben und fiir 1 h bei einer
Rotation von 0,25 rpm auf dem vasQturn gedreht. Nach einer weiteren Inkubation tiber Nacht wurden
die fluidischen Proben an die Mikrofluidikpumpe angeschlossen und wie bereits vorher angegeben
fluidisch kultiviert. Die statischen Proben wurden parallel dazu kultiviert. An Tag 3 und 7 wurde ein
Viabilitatstest mithilfe des PrestoBlue™ Assays, nach den Herstelleranweisungen durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte durch die Messung der Absorption des umgesetzten Resazurins (Aex=560 nm,
Aem = 590 nm). Die Mittelwerte und deren Standardabweichungen erfolgten aus n=3. Werte mit einem
signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, ** < 0,01 und ***p < 0,001 versehen und
mithilfe des Student’s t-Test ermittelt.
Das Verhiltnis von lebenden und toten Zellen ist eine weitere Moglichkeit die Viabilitat
von Zellen zu bestimmen. Dafiir eignet sich die Verwendung von
Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM). Dieses Substrat ist zellgangig, nicht
fluoreszent und wird intrazelluldar durch Esterasen zu fluoreszierendem Calcein
metabolisiert. Diese Reaktion kann somit nur von lebenden Zellen durchgefiihrt werden.
Zudem ist Calcein Zellmembran-undurchgiangig, wodurch die viablen Zellen
visualisiert werden konnen.l'*) Tote Zellen hingegen, konnen durch Propidiumiodid
(PD)markiert werden. Pl ist ein fluoreszierender Nukleinsdureninterkalator, welcher sich
zwischen die Basen der DNA lagert. Es ist nicht membrangangig und kann somit nur in
nekrotische Zellen detektiert werden.l') Dieses Verfahren der so genannten
Lebend-/Tod-Farbung, wurde auch fiir die Analyse der Zellviabilitit im fluidisch
kultivierten Lebermodell angewandt. Dazu wurde die Kokultur im vasQchip analog zu
Kapitel 3.3.2.1 aufgebaut und anschlieffend fiir 7 Tage mit einem finalen Volumenstrom
von 50 pl/min kultiviert. Die Markierung der lebenden Zellen erfolgte mit
4 uM Calcein-AM und der nekrotischen Zellen mit PI. Eine 3D-Projektion anhand
konfokalmikroskopischen =~ Aufnahmen zeigt Abbildung 54. Mithilfe einer
Tiefenfarbungen und einer Querschnittsperspektiven in Abbildung 54 B, D, und Fist zu
erkennen, dass sich nach 7 Tagen eine konfluente Zellschicht im Bereich des
Mikrokanals ausgebildet hat. A, C, und E zeigen die {iberlagerte Farbung mit PI (Rot)
und Calcein-AM (Griin). Da die beiden Reagenzien nicht zellspezifisch sind, kann trotz
der unterschiedlichen mikroskopischen Ansichten nicht eindeutig zwischen der

Hepatozyten-Zellschicht und LSEC-Zellschicht unterschieden werden.
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Lebend-/Tod-Farbung Tiefenfarbung

Abbildung 54: Lebend-/Tod-Féarbung der Kokultur im fluidischen vasQchip {iber einen Zeitraum von
7 Tagen. Der Mikrokanal des vasQchips wurde zundchst mit 0,25 mg/ml Fibronektin beschichtet,
parallel dazu wurde im umgebenden Kompartiment mit 0,25 mg/mlKollagenI beschichtet.
Anschlieflend wurden 40-10* Hepatozyten in das umgebende Kompartiment eingebracht und nach
Verschluss aller Anschliisse um 180° gedreht iiber Nacht kultiviert. Die 10-10* LSECs wurden danach
im Mikrokanal ausgesit und fiir 1 h bei einer Rotation von 0,25 rpm auf dem vasQturn gedreht. Es
folgte eine zusétzliche Inkubation {iber Nacht mit folgendem Anschluss des Mikrokanals an die
Mikrofluidikpumpe. Der Volumenstrom wurde innerhalb von 3 Tagen von 3 pl/min auf 50 pl/min
erhoht und dann konstant bei 50 pl/min gehalten. Alle 2-3 Tage wurde das Medium gewechselt bis
am 7. Tag nach Anschluss an die Fluidik unter Verwendung von 300 uM Propidiumiodid und 4
UM Calcein AM eine Lebend-/Tod-Farbung durchgefiihrt wurde (A, C, E). Zur Veranschaulichung
der raumlichen Struktur des vasQchips wurden in B, D, und F die Tiefenfarbungen aufgelistet
Rot: Propidiumiodid (Aex=493 nm, Aem =636 nm), Griin: Calcein-AM (Aex =495 nm, Aem =515 nm),
Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, z-Stack Parameter: 5 um zwischen jeder Aufnahme, fiir
450 um, Maf3stab = 400 um
Durch die horizontale Ansicht in Abbildung E wird ein Uberblick {iber das Verhaltnis
von lebenden und toten Zellen moglich. Die nekrotischen Zellen sind mengenmafiig den
lebenden Zellen wum das 21-fach unterlegen. Die Anwendung einer
Lebend/Tod-Farbung zur Analyse der Viabilitit wurde bereits in anderen
Lebermodellen erfolgreich eingesetzt.'31%] Durch den visuellen Nachweis der lebenden
Leberzellen im vasQchip kann das Ergebnis von Abbildung 53 und die hohe Viabilitat
im fluidischen System bestitigt werden. Die Evaluation der Kokultur im vasQchip
wurde in diesem Kapitel somit erfolgreich abgeschlossen. Die fluidische Kultivation des
Lebermodells im vasQchip ist dem statischen Modell somit nachweislich {iberlegen. Ein
angelegter Fluss im Mikrokanal des vasQchips fiihrt zu einer gesteigerten Viabilitat der
Leberzellen, sowie zur erhohten Aktivitat zellspezifischer Funktionen. Das fluidische
Lebermodell im vasQchip kann somit fiir spezifische Untersuchungen im Bereich der
Leberforschung eingesetzt und weiterentwickelt werden. Im folgenden Kapitel 3.4
werden dessen moglichen Einsatzgebiete vorgestellt und analysiert, mit einem Fokus

auf eine potenzielle Anwendung in der Medikamentenforschung.
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3.4 Anwendungsmoglichkeiten des etablierten
Lebermodells im vasQchip

Die Leber ist fiir die Regulation des Glucosespiegels im Blut und somit fiir die
Energiespeicherung durch Glykogenproduktion verantwortlich. Die Steuerung der
Lipid-Zirkulation und Lagerung wird ebenfalls durch die Leber reguliert.l®! Dariiber
hinaus wird der kolloidosmotische Druck durch die Serumalbumin-Sekretion der
Hepatozyten gesteuert.[”l Die hohe Stoffwechselrate der Hepatozyten ist fiir die
Aufnahme von Nahrstoffen und Xenobiotika verantwortlich. Letztere werden
zusammen mit Medikamenten und toxischen Substanzen modifiziert, inaktiviert und
anschliefiend abgebaut.[®! Die Vielzahl an unterschiedlich Aufgaben welche von der
Leber tibernommen werden ermoglichen es, das in Kapitel 3.3.2 etablierte Lebermodell
im vasQchip in unterschiedlichen Bereichen der Leberforschung einzusetzen.

3.4.1 Validierung des Lebermodells fiir dessen
Anwendung in der Medikamentenforschung

Die breit gefacherten Aufgaben der Leber machen diese jedoch auch sehr anfallig fiir
Storungen und Fehlfunktionen, welche lebensgefdhrliche Folgen haben konnen. So
kommt es in der Medikamentenforschung héufig in der klinischen Phase durch den
Nachweis von Lebertoxizitdt zum Ausschluss von potenziellen Medikamenten.'*”l Die
Verwendung von fundierten humanen Systemen in der praklinischen Testphase
erlauben es Medikamente bereits in einem fritheren Entwicklungsstadium als potentiell
toxisch zu identifizieren, wodurch spater Riickschldge in der Forschung vermieden
werden konnen. Dies erfordert es jedoch die Lebermodelle mit bekannten Lebertoxinen
zu evaluieren, um Aussagen iiber die Toxizitdt von unbekannten Substanzen treffen zu
konnen. Ein bekanntes Beispiel ist das Analgetikum Paracetamol.['®® Verabreicht in der
vorgeschriebenen Dosis wird es durch Phase Il Enzyme metabolisiert und durch
Konjugation mit Glucuronsdure und Sulfat abgebaut.l'®) Kommt es jedoch zu einer
Uberdosierung von Paracetamol, wird es von Phase I Enzymen zu dem toxischen
Zwischenprodukt N-Acetyl-p-Benzoquinon Imin (NAPQI) verarbeitet.s! Dieses
reaktive Intermediat oxidiert zellulare Makromolekiilen und initiiert dadurch die
Apoptose.l' Da dieser Vorgang der Metabolisierung bereits sehr gut untersucht ist,
kann dieser fiir die Validierung des vasQchip-Lebermodells verwendet werden.
Hingegen ist Rifampicin ein Anti-Tuberkulose-Medikament.l70711  In  der
Medikamentenforschung wird Rifampicin hauptsdchlich als CYP3A4-Aktivator
eingesetzt.[1181921721 Das Phase | Enzym CYP3A4 spielt eine zentrale Rolle in der
Bioverfiigbarkeit von Medikamenten. Es katalysiert deren Elimination aus dem System
und kann so einen grofien Einfluss auf deren Wirksamkeit haben.#1721 In den
folgenden Kapiteln wird die Toxizitat von Paracetamol und das Aktivierungspotential
von CYP3A4 durch Rifampicin im vasQchip analysiert.
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3.4.1.1 Paracetamol induzierte Leberschiaden

Paracetamol wird haufig zur Behandlung von Fieber- und Schmerzsymptomen
eingesetzt und wurde bereits 1887 klinisch verabreicht.'””l Wie in Kapitel 3.4.1
beschrieben wurde, kénnen jedoch Leberschaden durch eine Uberdosis an Paracetamol
verursacht werden. Um eine schidliche Uberdosis fiir die verwendeten Hepatozyten zu
definieren, wurden Toxizitatstest mit unterschiedlichen Paracetamol Konzentrationen
durchgefiihrt. Parallel dazu wurden im Zusammenhang mit Paracetamol weitere
Reaktivitdten der Hepatozyten betrachtet wie beispielsweise dessen Einfluss auf die
LSEC-Barriere ist. So werden Paracetamol induzierte Leberschdden bekanntermafsen
durch die Verwendung von N-Acetylcystein (NAC) kompensiert. Eine Konjugation der
freien Thiolgruppen von NAC mit dem toxischen NAPQI neutralisiert damit dessen
toxische Wirkung.[1¢517417] Es wurden Hepatozyten auf die Toxizitdt von Paracetamol,
NAC und eine Kombination beider Substanzen untersucht. Die verwendeten
Konzentrationen orientieren sich an der Veroffentlichung von Szkolnicka et al. Hierbei
wurden in einer mit Kollagen I beschichteten 96-Well-Platte 2-10* Hepatozyten/cm?
ausgesdt und fiir 3 Tage kultiviert. Anschliefend erfolgte die Behandlung mit
Paracetamol und NAC fiir 24 und 48 h. Um zu untersuchen, ob in den verwendeten
Hepatozyten durch eine NAC-Behandlung eine reduzierte Paracetamol-Toxizitét
beobachtet werden kann, wurden diese zunachst fiir 24 h mit 1 mM NAC behandelt und
anschlieflend fiir 48 h mit unterschiedlichen Paracetamolkonzentrationen behandelt,
bevor sie mit einer Viabilitdtsanalyse untersucht wurden. Der verwendete 3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5 Diphenyl Tetrazolium Bromid Toxizitatstest (MTT-Assay) ist
ein Substrat, welches durch Dehydrogenasen in den Mitochondrien zu Formazan
konvertiert wird. Diese unlosliche Substanz weist eine abweichende Absorption zum
Edukt auf und kann so photometrisch eindeutig nachgewiesen werden. Die
Quantifizierung der Formazan Absorption gibt Riickschliisse auf aktive, viable
Zellen.l'7l In Abbildung 55 ist die Viabilitat in Abhédngigkeit zur Konzentrationen von
Paracetamol und NAC aufgetragen. Abbildung A) zeigt die Viabilitat der Hepatozyten
nach Behandlung mit 1 uM-50 uM Paracetamol iiber einen Behandlungszeitraum von
24 h und 48 h. Der Einfluss von NAC auf die Viabilitdt der Hepatozyten ist in B)
abgebildet. In C) wurden die Zellen zundchst mit 1 mM NAC fiir 24 h und anschliefSend
fiir 48 h mit Paracetamol behandelt. Das Ergebnis in Abbildung A) reproduziert die in
der Literatur vertretenden Aussagen beziiglich der steigenden Toxizitat mit steigender
Paracetamol Konzentration.!'%1¢ Die Viabilitat der Hepatozyten sinkt innerhalb von
24 h bei einer maximal eingesetzten Paracetamolkonzentration von 50 mM auf 69 %.
Wird die Viabilitit bei gleicher Konzentration nach einer 48 h Behandlung mit
Paracetamol verglichen, so sinkt diese auf 0,7 %. Der ICso-Wert (Inhibitory Concentraiton)
gibt an bei welcher Konzentration 50 % der Zellen die im Assay zugrundeliegende
Reaktion nicht mehr durchfithren konnen. Bei einer Behandlung fiir 48 h mit
Paracetamol lag dieser Wert fiir Hepatozyten bei 13,86 mM Paracetamol. Zhou et al.
haben bei primar isolierten Rattenhepatozyten, welche fiir 24 h mit Paracetamol
behandelt wurden, einen ICso-Wert von 7,08 mM Paracetamol ermittelt.073!
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Abbildung 55: Viabilitatsanalyse der Hepatozyten nach Behandlung mit Paracetamol, N-Acetylcystein
und deren Kombination. In eine Kollagen I beschichtete 96-Well-Platte wurden 2-10* Hepatozyten/cm?
ausgesdt und fiir 3 Tage kultiviert, anschliefend erfolgte die Behandlung mit den jeweiligen
Substanzen. A) Hepatozyten behandelt mit unterschiedlichen Konzentrationen an Paracetamol fiir
24 h und 48 h. In B) wurden die Hepatozyten fiir 1 und 2 Tage mit unterschiedlichen Konzentrationen
an N-Acetylcystein behandelt. C) Die Hepatozyten wurden fiir 24 h mit 1 mM N-Acetylcystein
behandelt und anschliefend fiir 48 h mit unterschiedlichen Konzentrationen an Paracetamol
(1 mM-50 mM). Als Kontrolle wurden Hepatozyten nur mit der entsprechenden Konzentration an
Paracetamol behandelt. Die Viabilitit wurde durch einen MTT-Assay bestimmt, welcher nach
Herstellerangaben durchgefiihrt wurde. Die Proben wurden auf unbehandelte Kontrollen normiert,
die Mittelwerte und deren Standardabweichung erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten
Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, ** < 0,01 und ***p < 0,001 versehen und mithilfe des

Student’s t-Test ermittelt.
Die unterschiedliche Reaktivitit auf Paracetamol konnte auf den unterschiedlichen
Ursprung der Hepatozyten zuriickgefiihrt werden, sind jedoch alle in einer dhnlichen
Groienordnung. Eine konzentrationsabhiangige Reduktion der Upcyte Technologies
Hepatozytenviabilitat gegeniiber Paracetamol haben Kaden et al. bereits mit einem
ICs-Wert von 3,13 mM publiziert.'”l N-Acetylcystein sollte keine lebertoxische
Wirkung aufweisen, da es als Antidot bei einer Paracetamoliiberdosis verabreicht
wird.'”?1 2-10* Hepatozyten/cm?>  wurden  daher  mit  unterschiedlichen
NAC-Konzentrationen (0,1 mM-5 mM) behandelt (Graph B), wobei keine signifikante
Toxizitat nach einer Behandlung von 48 h zu erkennen war. Nach 48 h, bei einer Dosis
von 5 mM NAC wurde lediglich eine nicht signifikante Reduktion der Viabilitat um
14 % gemessen. Die Wirkung von NAC wird in Abbildung 55 Graph C) im
Zusammenhang mit einer Uberdosis an Paracetamol deutlich. Bei vorheriger Gabe von
1 mM NAC und anschlieffend 50 mM Paracetamol Behandlung steigerte die Viabilitat
der Hepatozyten signifikant um 55 % gegeniiber der Kontrolle ohne NAC-Behandlung.
Auch in der Literatur wurde eine Verbesserung der Viabilitdt bereits erfolgreich
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nachgewiesen.l'”” Die verwendeten Hepatozyten reagieren somit wie erwartet auf
Paracetamol und NAC und zeigen das von der Literatur beschriebene Verhalten. Eine
Verwendung der Hepatozyten im vasQchip zur Rekonstruktion eines humanoiden
Lebermodells in der Wirkstoffforschung ist demzufolge nichts entgegenzusetzen. Im
Anschluss wurden zusitzlich das Verhalten der LSEC gegeniiber Paracetamol
uberpriift. Dazu wurde zuerst die Toxizitdt von Paracetamol gegeniiber einem
2D-Monolayer von LSEC untersucht, wofiir in einer 96-Well-Platte 1-10* Zellen/cm? auf
einer Kollagen I Beschichtung ausgeséat und fiir 3 Tage kultiviert wurden. Anschliefiend
erfolgte eine Behandlung mit Paracetamol in einem Konzentrationsspektrum von 1 mM
bis 50 mM jeweils fiir 24 h und 48 h. Die Quantifizierung der Viabilitat erfolgte mithilfe
des MTT-Assays, dessen Auswertung in Abbildung 56 zu sehen ist und die Viabilitat der
LSEC in Abhangigkeit zu unterschiedlichen Paracetamolkonzentrationen mit
Behandlungszeiten von 24 h und 48 h zeigt. Bereits eine 50 mM Paracetamolldsung
zeigte innerhalb von 24h einen signifikanten FEinfluss auf die Viabilitit der
Endothelzellen. Eine Paracetamol-Behandlung fiir 24 h zeigte einen ICs0 von > 50 mM,
wiahrend die Behandlung fiir 48 h einen ICso-Wert von 11 mM ergab. Die LSEC reagieren
somit auf die Toxizitit von Paracetamol, was auch von anderen Literaturquellen
nachgewiesen wurde.B1#1191771  Kaden et al. beschreiben einen ICs-Wert von
1,39 mM Paracetamol in LSEC des selben Herstellers.'”! Bereits mehrere
Literaturquellen bestatigten, dass LSEC im Vergleich zu Hepatozyten starker toxisch auf
Paracetamol reagieren.®11”7l Werden die ICsi-Werte von Paracetamol auf Hepatozyten
(13,86 mM) und LSEC (11,31 mM) verglichen, so ist in der hier vorliegenden Studie kein
Unterschied zu erkennen, wobei in der Literatur der ICso-Wert fiir die LSEC um eine 10er
Potenz kleiner ist.®1177l Eventuell kann durch eine Kokultur mit Hepatozyten die
Sensibilitat erhoht werden. Die ermittelten Toxizitaten und Verhaltensweisen der LSEC
und Hepatozyten stimmen jedoch insgesamt mit den Erkenntnissen der Literatur
iiberein. Deswegen wurde im néchsten Schritt der Einfluss von Paracetamol innerhalb
einer statischen Kokultur im Transwell® weiter untersucht.
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Abbildung 56: Toxizitdtsanalyse von Paracetamol auf LSEC. In eine 96 -Well-Platte wurden
1-10* LSEC/cm? auf einer Kollagen I Beschichtung ausgesat. Nach einer 3-tigigen Wachstumsphase
wurden die Zellen mit Konzentrationen von 1 mM bis 50 mM Paracetamol, sowie einer zusatzlichen
Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Die Behandlung wurde fiir 24 h und 48 h durchgefiihrt
und anschlieffend wurde die Viabilitdt durch Anwendung eines MTT-Assays quantifiziert. Die Proben
wurden auf unbehandelte Kontrollen normiert, die Mittelwerte und deren Standardabweichungen
erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005,
**< 0,01 und ***p < 0,001 versehen und mithilfe des Student’s t-Test ermittelt.
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Einfluss von Paracetamol auf das Lebersinusoid im Transwell®

Der toxische Einfluss von Paracetamol auf LSEC ist in der Literatur bereits mehrfach
beschrieben worden.’B#11917 Mit dem Ziel die Wirkung von Paracetamol auf
Leberzellen ex vivo in einer reprasentativeren Umgebung zu rekonstruieren, wurde in
der vorliegenden Arbeit das Transwell®-System gewdhlt. Diese statische
Kultivierungsform ermoglicht eine strukturelle Kokultur von Hepatozyten und LSEC
wie sie in Kapitel 3.3.1.3 beschrieben wurde. Die Kokultur wurde auf Kollagen I
beschichteten Oberflachen aufgebaut und insgesamt fiir zwei Ansadtze untersucht. In
Ansatz 1 erfolgte die Kultivierung der Hepatozyten mit einem raumlichen Abstand auf
dem Boden der 24-Well-Platte, wahrend in Ansatz 2 die Hepatozyten direkt auf der
Unterseite des Transwell® kultiviert wurden. Der Aufbau der Kokultur im Transwell®
ist in Abbildung 57 schematisch dargestellt. Insgesamt wurden 5-10* Hepatozyten/cm?
verwendet und im Transwell®-Einsatz wurden 1,56-10* LSEC ausgesdt. Nach einer
3-tagigen Kultivierungszeit wurde die LSEC-Monolayer mit 20 mM Paracetamol fiir
48 h behandelt. In definierten Zeitintervallen wurde dabei der TEER gemessen, um den
Einfluss von Paracetamol auf die Barriereintegritat zeitlich zu verfolgen. Parallel erfolgte
die Analyse einer unbehandelten Kontrolle um als Referenz zu dienen. In Abbildung 57
ist der TEER in Abhéngigkeit der Behandlungszeit aufgetragen. Graph A) zeigt den
TEER der unbehandelten Kontrollen iiber die Zeit, wahrend Graph B) den TEER der mit
Paracetamol behandelten Ansédtze abbildet. Die unbehandelten Ansédtze weisen wie zu
erwarten konstante Widerstande auf.
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Abbildung 57: Untersuchung des Paracetamoleinflusses auf die Barriere der Kokultur im Transwell®.
Die Oberfldchen wurden mit Kollagen I beschichtet und es wurden 5-10* Hepatozyten/cm? im 24-Well
und auf der Unterseite des Transwell®-Einsatzes angebracht. AnschlieSend wurde der
Transwell®-Einsatz mit 5-10* LSEC/cm? besiedelt und fiir 3 Tage kultiviert. Die Mono- und Kokulturen
wurden anschliefend mit 20 mM Paracetamol behandelt. Die Barriereintegritit wurde durch die
Messung des transendothelialen elektrischen Widerstands (TEER) iiber 2 Tage verfolgt (B). Parallel
dazu wurde eine unbehandelte Kontrolle mit den gleichen Zellkombinationen mitverfolgt (A). Die
Mittelwerte und deren Standardabweichungen erfolgten aus n=3. Als Nullwert wurde ein mit
Kollagen I beschichtetes Transwell® verwendet. Transwell® 0,4 um Poren, Einsatz fiir 24-Well-Platte.
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1,5 hnach der Paracetamol-Behandlung in Abbildung B) ist ein einheitlicher Anstieg des
Widerstandes zu erkennen, welcher aber nach 3 h drastisch sinkt. Die Barriere scheint
sich jedoch nach 24 h wieder zu regeneriert. Dieser Abfall ist in der unbehandelten
Kontrolle nicht nachweisbar und es konnte ein negativer Effekt von Paracetamol auf die
Barriere des Sinusoid dargestellt werden. Wird die Differenz des Widerstands zwischen
1,5h und 3 h nach Behandlung betrachtet wird ersichtlich, dass die Hepatozyten in
Ansatz 1 keinen grofien Einfluss auf die Barrierefunktion der LSEC haben. Die TEER-
Werte der LSEC-Kontrolle (von 1,5h auf 3h) ist lediglich um 1,1-fach verstarkt
gegeniiber Ansatz 1. Ansatz 2 weist hingegen eine Differenz von 10,05 ()/cm? gegeniiber
der Hepatozyten- und LSEC-Kontrolle (8,04 (O/cm?und 6,46 ()/cm?) auf. Somit scheint
eine direkte Kokultur robuster gegeniiber der Toxizitat von Paracetamol zu sein als die
Monozellschichten, welche eine Differenz von 14,5 O/cm? aufweisen. Der einsetzende
Zerfall der Barriere nach ca. 1,5h wurde von Itoetal. im Mausmodell bereits
beschrieben.l'”®l Der Anstieg des Widerstandes fiir die ersten 1,5h nach
Behandlungsstart liefse sich auch durch eine nachgewiesene Schwellung der LSEC unter
Einfluss von Paracetamol begriinden.l®" Erst spater folgt ein Zerfall der Barriere durch
entstehende Liicken zwischen den Endothelzellen.'”71 Durch Messung des TEER-Wertes
3 h nach Behandlungsbeginn, konnte dieses Verhalten im aufgebauten Transwell®
verifiziert werden (Abbildung 57 B). Durch die Verfolgung des TEER in einem statisch
rekonstruierten Lebersinusoid im Transwell®-System konnte das Barriereverhalten
gegeniiber einer Paracetamolbehandlung verifiziert werden. Wie bereits in der Literatur
beschrieben, fiihrt eine Paracetamolbehandlung in toxischer Konzentration zu einem
Zerfall des Sinusoid. Die eingesetzten Leberzellen eignen sich somit fiir einen Einsatz in
der Medikamentenforschung, um praklinische medikamenteninduzierte Leberschaden
zu identifizieren.

Paracetamol induzierte Leberschaden im vasQchip

Die Anwendung von Liver-on-a-Chip-Plattformen in der Medikamentenforschung
ermoglicht realititsndhere Aussagen beziiglich der Toxizitdt potenzieller Medikamente
zu treffen. Durch strukturelle und morphologische Anndherungen der Lebermodelle an
die in vivo-Bedingungen einer menschlichen Leber, kann das Verhalten der Leberzellen
naturgetreuer abgebildet werden, was eine effizientere Medikamentenforschung
ermoglicht.119162171 So wurde bereits in einigen Lebermodellen Paracetamol fiir eine
Simulation eines medikamenteninduzierten Leberschaden eingesetzt.[13119171801 Da sich
jedoch alle Modelle in verschiedenen Aspekten unterscheiden, ist es wichtig ahnliche
Umgebungsbedingungen zu finden, um deren gegenseitige Einordung zu ermoglichen.
Der vasQchip wurde wie in Kapitel 3.3.2.1 beschrieben im Kompartiment mit
Hepatozyten und im Mikrokanal mit LSEC besiedelt. Anschliefend wurden die
fluidischen vasQchips fiir 3 Tage bei einem finalen Volumenstrom von 50 pl/min an der
Mikrofluidikpumpe kultiviert und mit 20 mM Paracetamol behandelt. Die Behandlung
wurde nach 48 h durch einen Viabilitatstest beendet. In Abbildung 58 ist die Viabilitat
der Hepatozyten und LSEC in Form eines ATP-abhédngigen Bioluminizenz-Assay durch
die Quantifikation der ATP-Konzentration dargestellt. In Kapitel 3.2.3.1 wurde dieser
Test bereits fiir die Viabilitatsbestimmung der Hepatozyten im vasQchip verwendet. Die

71



Ergebnisse und Diskussion

Viabilitat der Zellen im Mikrokanal und im umgebenden Kompartiment wurde durch
die Lumineszenz des ATP-abhéangigen Oxyluciferins quantifiziert. Die Lumineszenz im
Mikrokanal sinkt zwischen dem unbehandelten fluidischen vasQchip mit einer
Lumineszenz von 36901 gegeniiber dem behandelten vasQchip auf ein nicht
detektierbares Level. In vergleichbarer Form wird dieses Verhalten fiir einen
behandelten vasQchip in Abbildung 58 dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass die LSEC
im Mikrokanal stark von Paracetamol beeinflusst werden und im fluidischen Ansatz
nicht mehr im Mikrokanal vorzufinden sind. Paracetamol scheint somit keine negative
Auswirkung auf die Hepatozyten im umgebenden Kompartiment zu haben. Kaden et al.
hatten in einem fluidischen Lebermodell nachgewiesen, dass nach 7-tagiger
Paracetamol-Behandlung schon bei einer Konzentration von 2 mM keine konfluente
Endothelzellenschicht ~mehr ausgebildet wird. Gleichzeitig = waren  bei
10 mM Paracetamol nur noch vereinzelt Hepatozyten vorhanden.' Das in dieser
Arbeit etablierte Lebermodell zeigt somit erste, vielversprechende, vergleichbare Effekte
von Paracetamol auf das Lebermodell im vasQchip.
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Abbildung 58: Zellviabilitat der LSEC und Hepatozyten im fluidischen vasQchip nach Behandlung
mit 20 mM Paracetamol. Die Oberflichen des vasQchip wurden mit 0,25 mg/ml Fibronektin im
Mikrokanal und mit 0,25 mg/ml KollagenI im umgebenden Kompartiment beschichtet. Zuerst
wurden 40-10* Hepatozyten in das Kompartiment eingebracht und nach Verschluss der Anschliisse
wurden die vasQchips um 180° gedreht und tiber Nacht inkubiert. Anschliefend erfolgte die
Besiedelung des Mikrokanals mit 10-10* LSEC, wobei die Rotation am vasQturn bei 0,25 rpm 1 h eine
gleichmafiige Adhdsion der Zellen begiinstigte. Nach einer weiteren Inkubationszeit iiber Nacht
wurde am néchsten Tag die vasQchips an die Mikrofluidikpumpe bei einem Volumenstrom von
3 pl/min angeschlossen. Innerhalb von 3 Tagen erhohte sich dieser auf 50 pl/min und es erfolgte die
Behandlung durch 20 mM Paracetamol fiir 48 h durch den Mikrokanal des vasQchips. Danach wurde
durch den CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay die Viabilitdt der Zelltypen bestimmt. Die
Mittelwerte und deren Standardabweichung erfolgten aus n=3 und die Werte wurden relativiert auf
ein Blank ohne Zellen und Paracetamol.

3.4.1.2 CYP3A4 Aktivitit der Hepatozyten im vasQchip

Eine weitere Validierung des vasQchip-Lebermodells als Modell fiir die
Medikamentenforschung erfolgte iiber die Bestimmung der CYP3A4-Aktivitat. Wie
bereits in Kapitel 1.2.1.3 erlautert, ist CYP3A4 ein Enzym, welches dauerhaft in
Hepatozyten exprimiert wird und in der Metabolisierung von bis zu 30 % der
heutzutage verabreichten Medikamente involviert ist.’”7*°1 Die Aktivitat von CYP3A4
hat daher fiir die Medikamentenforschung eine Schliisselbedeutung und es gibt
verschiedene Aktivatoren und Inhibitoren der CYP3A4-Expression, welche verwendet
werden, um Lebermodelle zu evaluieren.l”>'¥”] So wird unter anderem Rifampicin als
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Aktivator und Ketoconazol als Inhibitor fiir CYP3A4 eingesetzt.'31181471 Im
nachfolgenden Abschnitt wird die Aktivierung von CYPA3A4 durch Rifampicin auf den
verwendeten Hepatozyten, mit anschlieffender Anwendung im vasQchip getestet.

Voruntersuchungen fiir die Aktivititsanalyse von CYP3A4 im vasQchip

Damit die Integritdat des Lebermodells im vasQchip beziiglich der CYP3A4 Aktivitat
gewahrleistet werden kann, muss zundchst das Verhalten der beteiligten Zelltypen
auflerhalb des Modells verifiziert werden. Dazu wurde zunédchst eine Toxizitdtsanalyse
von unterschiedlichen Konzentrationen des Aktivators Rifampicin an Hepatozyten und
LSEC durchgefiihrt, indem eine KollagenI beschichtete mit 96-Well-Platte
2-10* Hepatozyten/cm? und 1-10* LSEC/cm? ausgesét und fiir 3 Tage inkubiert wurde.
Anschliefiend erfolgte eine 24 h und 48 h Behandlung mit Rifampicin (1, 5, und 20 uM)
und dessen Losungsmittel DMSO. Fiir die Toxizitatsanalyse wurde die Viabilitat der
Zellen durch Verwendung eines MTT-Assays quantifiziert. Die resultierende Viabilitat
ist in Abhangigkeit zur Rifampicin-Konzentration in Abbildung 59 dargestellt. Graph A)
zeigt die Viabilitat der Hepatozyten in Abhangigkeit der Rifampicin-Konzentration,
wohingegen in B) die LSEC analysiert wurden. Die in Abbildung 59 dargestellten
Toxizitatsanalysen fiir Rifampicin zeigt, dass innerhalb von 24 h und 48 h weder fiir
Hepatozyten noch fiir LSEC eine signifikant toxische Wirkung beobachtet wird, da ein
ICso-Wert von >20 uM vorzufinden ist. Somit kann eine Konzentration von bis zu
20 uM Rifampicin fiir die Aktivierung von CYP3A4 bedenkenlos eingesetzt werden. In
der Tuberkulose-Forschung, dem Anwendungsgebiet von Rifampicin, ist jedoch von
einer leichten Toxizitdt von Rifampicin berichtet worden. Dies konnte dadurch erklart
werden, dass diese mit einer kombinierte Einnahme eines zusatzlich verabreichten
Anti-Tuberkulosemedikament zuriickzufiihren ist.['70181l
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Abbildung 59: Toxizititstest der Hepatozyten und LSEC, welche mit Rifampicin und dessen
Losungsmittel DMSO behandelt wurden. Eine 96-Well-Platte wurde mit Kollagen I beschichtet und
anschliefend mit 2-10* Hepatozyten/cm? und 1-10* LSEC/cm? besiedelt. Es folgte eine 3-tdgige
Inkubationszeit mit anschlieBender Behandlung durch Rifampicin in den Konzentrationen
1 uM, 5 uM und 20 uM. Zusétzlich wurde das Losungsmittel (DMSO) von Rifampicin getestet. Nach
einer Behandlungsphase von 24 h und 48 h wurde die Viabilitat durch Anwendung eines MTT-Assays
quantifiziert, welcher nach Herstellerangaben durchgefiihrt wurde. Die Proben wurden auf
unbehandelte Kontrollen normiert, die Mittelwerte und deren Standardabweichung erfolgten aus n=3.
Werte mit einem signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p <0,005, **<0,01 und
***p < 0,001 versehen und mithilfe des Student’s t-Test ermittelt.
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Die Auswertung der CYP3A4-Aktivitat erfolgte mithilfe eines CYP3A4-spezifischen
Biolumineszenztest. Zudem wurde die mRNA-Expression von CYP3A4 durch eine
RT-gPCR quantifiziert. Die Kultivierung der Hepatozyten erfolgte auf einer
Kollagen I-Beschichtung und die Behandlung mit Rifampicin startete nach einer
3-tagigen Inkubationszeit. In Abbildung 60 A) ist die Aktivierung von CYP3A4 durch
Rifampicin (1 uM-20 pM), durch einen Biolumineszenztest dargestellt. Dieser wurde in
Kapitel 3.2.3.1 bereits fiir die Hepatozytenmonokultur im vasQchip eingesetzt und
beschrieben. Das Ergebnis in Abbildung 57 A) zeigt, dass die Hepatozyten auf eine
steigende Konzentration an Rifampicin mit einer zeitabhdngigen erhohten
CYP3A4-Aktivitat reagieren. Nach einer 48 h Behandlung von 20 uM Rifampicin wurde
im Vergleich zur 24 h-Behandlung eine 2,4-fach hohere Aktivitat von CYP3A4 gemessen.
Korrelierend mit der unbehandelten Kontrolle wird die CYP3A4 Aktivitat bei einer
48-stiindigen Behandlungszeit und einer Rifampicin-Konzentration von 20 pM um
einen Faktor von 8,75 erhoht gemessen. Diese maximale Induktion von CYP3A4 folgt
einem linearen dosisabhingigen Anstieg der CYP3A4 Aktivitat. Auch Burkard et al.
konnten eine Aktivierung von CYP3A4 durch 20 uM Rifampicin in Upcyte-Hepatozyten
nachweisen.l'¥”] In vielen weiteren Hepatozyten, unterschiedlichen Ursprungs, wurde
ein ahnliches Verhalten nachgewiesen.l’”°181l Die Aktivierung von CYP3A4 in den
Hepatozyten konnten somit validiert werden, was deren Anwendung in einem 3D-
vasQchip Lebermodell fiir eine CYP3A4-Induktionsanalyse ermdglicht. Eine weitere
Moglichkeit der CYP3A4-Aktivitatsanalyse ist die Messung der mRNA-Expression. Um
das Ergebnis aus Abbildung 60 A) zu untermauern, wurde die Behandlung durch
Rifampicin mit einer RT-qPCR verfolgt (Abbildung 57 B). Dazu wurde die relative
Expression von CYP3A4, Albumin und G6P mit unterschiedlichen
Rifampicin-Konzentrationen ermittelt und dargestellt. Die Hepatozyten wurden
insgesamt fiir 24 h mit Rifampicin und dessen Losungsmittel DMSO behandelt. Die
behandelten Hepatozyten wurden dabei auf die unbehandelte Kontrolle normiert
(Abbildung 60 B). Die relative mRNA-Expression von Albumin, CYP3A4 und G6P ist in
Abhangigkeit der Aktivierung mit 1 uM, 5puM und 20 pM Rifampicin abgebildet.
Abbildung B) zeigt die relative mRNA-Expression von Albumin und G6P, welche sich
nicht signifikant von der unbehandelten Kontrolle unterscheiden. Anders ist es bei der
mRNA-Expression von CYP3A4, welche durch die Rifampicinbehandlung deutlich
ansteigt. Die Behandlung mit 20 uM Rifampicin induziert eine 15-fach hohere
mRNA-Expression von CYP3A4 im Vergleich zur Kontrolle. Das Ergebnis der
mRNA-Expressionsanalyse spiegelt die Messung der dosisabhdngigen Induktion von
CYP3A4 durch Rifampicin mithilfe des Biolumineszenztest wieder. Beide
Untersuchungen reproduzierten damit die in der Literatur beschriebene 5-fache
CYP3A4 Aktivitdit und tiberschritten diese sogar deutlich.'¥ Somit sind sie
diesbeziiglich geeignet um in einem reprdsentativen Lebermodell fiir die
Medikamentenforschung eingesetzt zu werden.
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Abbildung 60: Aktivitdtsanalyse von CYP3A4 in Hepatozyten unter dem Einfluss von Rifampicin. Es
wurden 15-10* Hepatozyten/cm? auf einer Kollagen I beschichteten Wellplatte ausgesat und fiir 3 Tage
kultiviert. Anschliefiend erfolgte eine Behandlung mit 1 uM, 5 uM und 20 uM Rifampicin und dessen
Losungsmittel DMSO (1 %). Parallel dazu wurde eine unbehandelte Kontrolle mitgefiihrt. Die
Aktivitatsanalyse von CYP3A4 erfolgte in A) durch den P450-Glo™ CYP3A4 Assay durch Messung der
Proteinaktivitat und in B) durch die Quantifizierung der mRNA-Expression von CYP3A4 durch eine
RT-qPCR. Fiir die RT-qPCR wurden die Proben fiir 24 h mit Rifampicin behandelt bevor sie durch
TRIzol® lysiert und die isolierte RNA in cDNA transkribiert in einer RT-qPCR quantifiziert wurden.
Es folgte eine mRNA-Expressionsanalyse von Albumin; CYP3A4 und Glucose-6-Phosphatase (G6P).
Die Auswertung der RT-qPCR wurde mit der AACt-Methode durchgefiihrt, die Proben wurden auf
die unbehandelte Kontrolle normiert (=1) und als Referenzgen wurde GAPDH verwendet. Mittelwerte
und deren Standardabweichung erfolgten in beiden Experimenten aus n=3. Werte mit einem
signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, ** < 0,01 und ***p < 0,001 versehen und
mithilfe des Student’s t-Test ermittelt.

Aktivitiatsanalyse von CYP3A4 im Lebermodell des vasQchips

Im vorherigen Abschnitt wurde die Qualifizierung der verwendeten Zelltypen im
etablierten Lebermodell fiir eine Anwendung in der Medikamentenforschung
besprochen. Es wurde erfolgreich bestdtigt, dass Hepatozyten in der planaren
Monokultur auf eine Induktion mit Rifampicin reagieren. Nun wird das
CYP3A4-Verhalten in Hepatozyten im fluidischen Lebermodell im vasQchip analysiert.
Dafiir wurde das Lebermodell wie in Kapitel 3.3.2.1 beschreiben aufgebaut und nach
einer 3-tagigen Inkubation, unter angelegtem Volumenstrom, oder in der statischen
Kontrolle (ohne Fluss) mit 20 uM Rifampicin fiir 48 h behandelt. Die Aktivitdtsanalyse
von CYP3A4 wurde mit einem Biolumineszenztest P450-Glo™ CYP3A4 Assay
durchgefiihrt und dessen Ergebnis ist in Abbildung 61 dargestellt. Diese zeigt die
CYP3A4-Aktivitat in Abhangigkeit der behandelten statisch und fluidisch kultivierten
Lebermodellen im vasQchip, wobei die Aktivitat bei einer
20 uM Rifampicin-Behandlung auf die 100 %ige-Aktivitit der jeweiligen unbehandelten
Proben normiert wurde. Die fluidisch kultivierten und behandelten vasQchips zeigten
im Vergleich zur statischen Kultivierung eine um den Faktor 2 erhohte
CYP3A4-Aktivitat. Im Vergleich zur unbehandelten Probe zeigt das fluidisch kultivierte
Lebermodell eine 3,21-fache Induktion durch 20 uM Rifampicin. Die statische Probe
erlangte demgegeniiber lediglich eine 1,65-fache Induktion. Dieses Verhalten entspricht
nicht der 5-fachen Induktion welche Ehrlich et al. fiir ein Lebermodell fordern.l'*3! Es
wiare moglich, die Aktivitit des Enzyms durch veranderte Parameter des
Volumenstroms zu beeinflussen, was zukiinftig untersucht werden sollte. Dennoch
konnte mit diesem Versuch der positive Effekt des induzierten Volumenstroms im

75



Ergebnisse und Diskussion

Mikrokanal auf die metabolische Aktivitit der Hepatozyten nachgewiesen werden.
Auch in anderen fluidischen Lebermodellen konnte die erhohte CYP3A4-Aktivitat
durch eine Perfusion des Systems nachgewiesen werden.®12l Zukiinftig sollte das
Modell auf die Inhibition durch Ketoconazol getestet werden. Dennoch konnte gezeigt
werden, dass ein fluidisches Lebermodell fiir eine Anwendung im Bereich der
Medikamentenforschung vielversprechend ist.
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Abbildung 61: CYP3A4-Aktivitdtsanalyse im Lebermodell des vasQchips unter statischen und
fluidischen Bedingungen. Die Oberfldchen des vasQchip wurden mit einer Proteinbeschichtung aus
0,25 mg/ml Fibronektin im Mikrokanal und 0,25 mg/ml KollagenI im Kompartiment versehen.
Daraufhin erfolgte die Einbringung von 40-10* Hepatozyten im Kompartiment. Der vasQchip wurde
nach Abdichtung aller Verschliisse um 180° gedreht, iiber Nacht kultiviert. 10-10* LSEC wurden
anschlielend fiir die Besiedelung des Mikrokanals verwendet. Damit diese in der zylindrischen Form
des Mikrokanals iiberall adharieren konnten, wurde fiir 1 h bei einer Rotation von 0,25 rpm der
vasQchip am vasQturn gedreht. Nach einer statischen Inkubation iiber Nacht erfolgte am nachsten
Tag der Anschluss an die mikrofluidische Pumpe. Uber 3 Tage wurde der Volumenstrom von 3 pl/min
auf 50 pl/min erhoht, bevor die Behandlung mit Rifampicin begann. Die statischen Kontrollen wurden
parallel dazu unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Die 3 Tage alte Kokultur im vasQchip wurde
jeweils im statischen und fluidischen Zustand, durch 20 pM Rifampicin fiir 48 h behandelt. Die
darauffolgende CYP3A4-Aktivitdt wurde durch den P450-Glo™ CYP3A4 Assay quantifiziert. Dabei
wurde die Aktivitdt bei einer 20 uM Rifampicin-Behandlung auf die jeweiligen unbehandelten
Proben, bei denen eine Aktivitdt von 100 % vorausgesetzt wird, normiert. Mittelwerte und deren
Standardabweichungen erfolgten aus n=3.

76



Ergebnisse und Diskussion

3.4.2 Drug Targeting im Lebermodell mithilfe von
Peptoiden

Die Entwicklung neuer Wirkstoffe ist ein zeitaufwendiger Prozess, welcher von vielen
Hiirden gekennzeichnet ist, die {iberwunden und berticksichtigt werden miissen. Ein
Aspekt davon ist die systemische Arzneimittelgabe. Bei einer systemischen Anwendung
miissen hohe Konzentrationen des Wirkstoffs eingesetzt werden, um am Wirkungsort
eine gentigend hohe Konzentration zu erzielen, um die gewiinschten therapeutischen
Effekte auszulosen. Durch die hohe Wahrscheinlichkeit von Nebenwirkungen von
systemisch applizierten Arzneimitteln riickt das Drug Targeting, die ortsspezifische
Anwendungen von Medikamenten in den Fokus.['®2 Fiir einen spezifischen Transport
von Wirkstoffen zu Krebszellen wurden wunterschiedliche Transportmolekiile
diesbeziiglich untersucht, welche entweder kovalent oder durch Interaktion mit dem
Wirkstoff konjugiert oder assoziiert werden. Darunter fallen Substanzklassen wie z.B.
Lipide, supramolekulare Strukturen, Dendrimere, Cyclodextrine aber auch spezifische
Proteine, Peptide und small Molecules (englisch, kleine Molekiile).l'3l Peptide sind
Polymere aus Aminosauren, verbunden durch eine Peptidbindung. Durch ihre
Biokompatibilitat, modulare Struktur und einfachen Synthese sind sie bereits intensiv
fiir den spezifischen Wirkstofftransport untersucht worden.['®® Die Molekiilklasse der
zellpenetrierenden Peptide konnen die Phospholipidmembran der Zellen, ohne dabei
auf rezeptorvermittelten Transportsysteme angewiesen zu sein, {iberwinden.['83184 Die
direkte Verwendung dieser Peptide ist durch deren sofortigen proteolytischen Abbau
begrenzt.'5l Peptoide sind Oligomere, welche aus Stickstoff substituierten Glycinen
aufgebaut sind. Aufgrund &hnlicher, struktureller und funktioneller Eigenschaften
gegeniiber Peptiden, zdhlen sie zu den Peptidmimetika. Jedoch erzielen die Peptoide
durch die molekulare Verdnderung des Riickgrats eine  gesteigerte
Bioverfligbarkeit.'8#1%! In Abbildung 62 ist deren struktureller, molekularer Aufbau
dargestellt. Durch ihren modularen Aufbau und einen repetitiven Syntheseablauf
kénnen grofie Molekiilbibliotheken aufgebaut werden, welche beispielsweise auf
Organspezifitit, Toxizitdt, und Biokompatibilitdt untersucht werden konnen.!s”]
Dr. Ilona Wehl (Institut fiir Toxikologie und Genetik, KIT), hat in ihrer Dissertation im
Arbeitskreis von Prof. Ute Schepers solche Peptoidbibliotheken aufgebaut und
untersucht. Dabei wurden auch leberspezifische und Leberkarzinom-toxische Peptoide
identifiziert.'®s! Im folgenden Abschnitt werden drei dieser Peptoide (Tabelle 3)
umfangreich auf deren Leberspezifitdt erstmals auf primaren humanen Leberzellen und
im etablierten Lebermodell im vasQchip von Kapitel 3.3.2.1 analysiert.
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Abbildung 62: Schematischer Vergleich von Peptid und Peptoid. Eine Dislokalisation der Seitenketten
am a-Kohlenstoff des Peptids auf den Stickstoff generiert ein sogenanntes Peptoid.

3.4.2.1 Peptoidsynthese

Peptoide werden dhnlich den Peptiden iiber die Festphasensynthese nach Merrifield
synthetisiert.'! Diese Methode ermdoglicht eine definierte Konjugation von
Seitengruppen auf einem entstehenden Peptidriickgrat. Die Verwendung einer festen
Phase fiir die Synthese erhoht die Reinheit und Ausbeute des Produktes.[!s]
Zuckermann et al. hat 1992 diese Festphasensynthese mit der Submonomer-Methode fiir
die Synthese von Peptoiden weiterentwickelt, welche im folgenden Abschnitt
beschrieben und angewendet wird.'""I Die Festphase, die in dieser Arbeit verwendet
wurde, bestand aus Polystyrol das mit einem Rink-Amid-Linker funktionalisiert wurde.
Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) ist eine Schutzgruppe, welche das Amid am Harz
schiitzt und durch 20 % Piperidin in Dimethylformamid (DMF), einer schwachen Base,
abgespalten werden kann. Der Entschiitzungsmechanismus ist in Schema 2 abgebildet.
Der néchste Schritt ist die Acylierung der endstandigen Aminogruppe am Harz durch
Bromessigsaure mit N,N’-Diisopropylcarbodiimid (DIC) in DMF. Durch eine
nukleophile Sx2-Substitution des Broms mit dem primdren Amin des neuen Monomers
wird das Peptoid um eine Seitengruppe verlangert.

OMe OMe
MeO l 20 % Piperidin in DMF MeO I
BBy
i\i
O/\o 0”0 O N
OMe
OMe
O MeO I
MeO -
-CO,
NH,

Schema 2: Fmoc-Entschiitzung des Rink Amid Linkers an der Harz Festphase durch 20 %Piperidin.
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Schema 3: Peptoid-Synthese und deren Markierung mit dem Fluorophor RhodaminB.
A) Peptoid-Synthese an der Festphase nach der Submonomer-Methode von Zuckermann et al.[190!
B) Kupplung von RhodaminB an den N-Terminus des Peptoids.

Tabelle 2: Uberblick der verwendeten Submonomere, deren Abkiirzung und vollstandigen Struktur.

Name Abkiirzung Struktur

1,4-Diaminobutan Nlys H,N ~o~-NH

/NHQ

Propargylamin Nprg

NH,
Benzylamin Nphe
4-Chlorbenzylamin Npcb Cl
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Wird dieser Vorgang von Acylierung und Kupplung eines neuen Monomers wiederholt,
kann das Peptoid beliebig verlangert werden. Ist die finale Lange erreicht, erfolgt noch
eine mogliche Kupplung eines Fluorophors an das Peptoid und eine anschlieffenden
Abspaltung mit 95 % Trifluoressigsaure (TFA) (Schema 3).1'%1 Die variablen Seitenketten
der Submonomere werden in der dargestellten Reaktionsgleichung in Schema 3 mit , R”
markiert. Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die eingesetzten Submonomere, welche die
Seitenketten, und somit ,,R” im Peptoid definieren. Die Peptoide P114, P171 und P216,
mit der in Tabelle 3 prasentierten Sequenz, wurden von Dr. Ilona Wehl definiert und
bereits untersucht.'®! Fiir deren spezifischen Applikation in priméren Leberzellen zur
Untersuchung einer moglichen Lebertoxizitdt wurden die Peptoide im Rahmen dieser
Arbeit nach der in Schema 2 und Schema 3 prasentierten Synthese hergestellt und durch
Matrix-unterstiitzte =~ Laser-Desorption/Ionisation-Flugzeitanalyse (MALDI-TOF)
verifiziert (siehe Anhang).

Tabelle 3: Uberblick der in dieser Arbeit verwendeten Peptoidesquenzen mit einer moglichen
Leberspezifitat.[158]

Peptoid Submonomer1 Submonomer?2 Submonomer3 Submonomer4 Fluorophor

P114 Npcb Nphe Nprg Npcb
P216 Nphe Npcb Npcb Nphe RhodB
P171 Nlys Nlys Nlys Nlys

3.4.2.2 Toxizititsanalyse von Petoiden auf Leberzellen

Die Verwendung von Peptiden als Zytostatika fiir die Behandlung von Krebs verspricht
ein enormes Potential."’!l Schneider et al. hat dies schon bewiesen, indem sie Peptoide
entwickelten, welche spezifisch in Signalwege eingreifen die in bestimmten
Krebsformen {iberstimuliert sind.'”? Durch den strukturell dhnlichen Aufbau von
Peptoiden gegeniiber Peptiden ist es naheliegend, dass auch Peptoide solche
Eigenschaften aufweisen konnten. Bei automatisierten Screenings der oben
beschriebenen kombinatorischen Peptoidbibliotheken auf ihre organ- und
organellspezifischen Eigenschaften konnten auch zytotoxische Peptoide identifiziert
werden, die sich durchaus auch als antitumorspezifische Wirkstoffe eignen!’ssl. Um
mogliche toxische Eigenschaften der Peptoide P114, P171 und P216 (Tabelle 3) beziiglich
primdrer und kanzerogener Leberzellen zu ermitteln wurde die Viabilitait von
Leberzellen in den oben aufgefiihrten Lebermodellen untersucht. Dazu wurden in einem
ersten Schritt 2D-Kulturen von Hepatozyten und LSEC mit dem jeweiligen Peptoid in
einem Konzentrationsspektrum von 5 uM-40 uM tiiber einen Zeitraum von2 h, 24 h, 48 h
und 72h behandelt. Getestet wurden die Substanzen in einer 96-Well-Platte auf
2-10* Hepatozyten/cm?, 1-10* HepG2/cm? und 1-10* LSEC/cm?. In den Abbildung 63,
Abbildung 64 und Abbildung 65 ist die Viabilitdt der unterschiedlichen Zelltypen in
Abhangigkeit zur Peptoid-Konzentration, sowie ihre molekulare Struktur aufgetragen.
Hierbei zeigt das hydrophile Peptoid P171 (Abbildung 63 A-C) bei den untersuchten
Konzentrationen von 5uM, 10 uM, 20 uM und 40 uM keine signifikante toxische
Wirkung gegeniiber HepG2 und LSEC.
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Abbildung 63: Viabilitdtstest von P171 auf unterschiedlichen Leberzellen. A) Auf Kollagen I wurden
2-10* Hepatozyten/cm?in einer 96-Well-Platte fiir 3 Tage kultiviert und anschlieBend mit 5 uM, 10 uM,
20 uM und 40 uM des Peptoids P171 behandelt (D). Dabei wurde ein Behandlungszeitraum von 2 h,
24 h, 48 h und 72 h gewéhlt. Fiir die HepG2 in B) wurde die Behandlung gleich durchgefiihrt, es
wurden lediglich 1-10* HepG2/cm? und keine Kollagen I-Beschichtung verwendet. C) 1-10* LSEC/cm?
wurden auf einer Kollagen I-Beschichtung in einer 96-Well-Platte fiir 3 Tage kultiviert. Anschlielend
erfolgte eine Behandlung mit Peptoid P171 fiir 2 h, 24 h und 48 h. Die Viabilitat der Zellen wurde
durch ein MTT-Assay quantifiziert und auf die jeweilige unbehandelte Kontrolle auf 100 % normiert.
Mittelwerte und deren Standardabweichungen erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten
Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, ** <0,01 und ***p <0,001 versehen und wurden

mithilfe des Student’s t-Test ermittelt

In den Hepatozyten jedoch konnte ein toxischer Effekt durch P171 nachgewiesen
werden. Sie weisen bei einer Inkubationszeit von 72 h einen ICs-Wert von 36,6 uM auf
(Abbildung 63 A). Die Toxizitat von P171 wurde von Dr. Ilona Wehl in ihrer Arbeit nicht
untersucht. Thre Untersuchungen bezogen sich auf die spezifische Lokalisation von
P171. Sie konnte in Zebrafischembryonen nachweisen, dass das mit Fluorescein
konjugierte P171 spezifisch in der Leber akkumuliert.®® Im Hinblick auf die
Verwendung der Peptoide als Zytostatika gegeniiber Tumorzellen, ist eine erhchte
Toxizitdt bei der Krebszelllinie HepG2 wiinschenswert. P171 zeigte hier jedoch im
untersuchten Dosisfenster <40 uM jedoch keine zytostatische Aktivitat gegentiber
HepG2 Zellen. P171 eignet sich jedoch in dieser Dosierung als leberspezifischer
Transporter, da es wie hier bewiesen, keine Auswirkung auf HepG2 und kaum auf LSEC
ausiibt. Die genaue Zelllokalisation wird im folgenden Kapitel 3.4.2.3 besprochen. In
Abbildung 64 A)-D) ist die Viabilitit von Hepatozyten, HepG2 und LSEC in
Abhiangigkeit zu einer Behandlung mit dem Peptoid P114 abgebildet. Die Erhohung der
Behandlungskonzentration und Behandlungsdauer verdndert die Viabilitat der
Hepatozyten und LSEC nicht signifikant (Abbildung 64 Graph A) und C).
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Abbildung 64: Viabilitatstest von Hepatozyten, LSEC und HepG2 nach Behandlung mit dem Peptoid
P114. Alle Zelltypen wurden wie folgt gleich mit P114 behandelt. Nach dem Aussden der Zellen
erfolgte eine 3-tagige Kultivierungszeit woraufhin die Zellen in ihrer 96-Well-Platte mit 5 uM, 10 uM,
20 uM und 40 pM P114 fiir entweder 2 h, 24 h, 48 h oder 72 h behandelt wurden. Die metabolische
Aktivitdt konnte kolorimetrisch durch den MTT-Assay quantifiziert werden. Fiir A) wurden
2-10* Hepatozyten/cm? eingesetzt, in B) wurden 1-10* HepG2/cm? verwendet und in C) wurden
1-10* LSEC/cm? ausgesat. Die jeweiligen unbehandelten Kontrollen wurden auf 100 % normiert.
Mittelwerte und deren Standardabweichungen erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten
Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p <0,005, ** < 0,01 und ***p <0,001 versehen und wurden
mithilfe des Student’s t-Test. In D) ist der molekulare Aufbau von P114 zu sehen.
Die Werte der Viabilitit liegen im Bereich der unbehandelten Kontrolle. Wie in
Abbildung 64 B) dargestellt, verringert sich die Viabilitdt der HepG2 mit steigender
Konzentration und Inkubationsdauer von P114. P114 wurde von Dr. Ilona Wehl auf
dessen Toxizitdt analysiert. Sie konnte fiir P114 einen ICs-Wert von 10 uM fiir HepG2
und einen von 18 uM fiir humane Endothelzellen der Nabelschnur (HUVEC)
ermitteln.'®8 Die abweichende Toxizitdat gegeniiber Krebszellen und primaren Zellen
kann hier ansatzweise auch nachgewiesen werden. Anhand des Viabilitatstest in
Abbildung 64 werden LSEC und Hepatozyten weniger von P114 in ihrer Viabilitat
beeintrachtigt als die HepG2. Allerdings ist der Unterschied in diesem Fall nicht
ausreichend aussagekraftig. Daher sollten weitere Analysen durchgefiihrt werden, um
diese Aussage eindeutig bestdtigen zu konnen. Aufgrund dessen wurde von einer
Anwendung von P114 im Lebermodell des vasQchips abgesehen. Die Auswirkung von
P216 auf die Viabilitit von LSEC, HepG2 und Hepatozyten ist in Abbildung 65
dargestellt. Die Viabilitit, welche durch den MTT-Assay bestimmt wurde, ist in
Abhdngigkeit der P216-Konzentration und dessen Behandlungsdauer untersucht
worden.
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Abbildung 65: Viabilitatstest von Peptoid P216 auf unterschiedlichen Leberzellen. Alle Zelltypen
wurden mit P216 behandelt. Nach dem Aussden der Zellen erfolgte eine 3-tagige Kultivierung,
worauthin die Zellen in ihrer 96-Well-Platte mit 5 uM, 10 uM, 20 uM und 40 pM P114 fiir entweder
2h, 24 h, 48 h oder 72 h behandelt wurden. Die metabolische Aktivitat wurde kolorimetrisch durch
den MTT-Assay quantifiziert. Fiir A) wurden 2-10* Hepatozyten/cm? eingesetzt, in B) wurden
1-10* HepG2/cm?verwendet und in C) wurden 1-10* LSEC/cm?ausgesit. Die jeweiligen unbehandelten
Kontrollen wurden auf 100 % normiert. Mittelwerte und deren Standardabweichungen erfolgen aus

n=3. Werte mit einem signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, **p < 0,01 und
R

p <0,001 versehen und wurden mithilfe des Student’t-Test ermittelt. In D) ist der molekulare
Aufbau von P114 zu sehen.

In Graph A) ist die Viabilitat der Hepatozyten nicht signifikant durch die Zugabe von
P216 beeinflusst, sie liegt konstant bei 100 %. Hingegen ist bei den LSEC eine leichte
toxische Wirkung in einer P216-Konzentration von 40uM und einem
Behandlungszeitraum von 72 h zu erkennen. Der linear extrapolierte ICsoliegt dabei mit
56 UM {iiber der getesteten Konzentration. Die HepG2 reagieren zytotoxisch auf die
Behandlung mit P216 (Graph B). Sie weisen schon nach 48 h einen ICso-Wert von 19,4 uM
auf. Dr. Wehl konnte in ihrer Arbeit bei einer Behandlungszeit von 72 h einen ICs-Wert
von 8,5 uM fiir HepG2 nachweisen. Hingegen wurde in dieser Arbeit nach 72 h lediglich
ein ICs-Wert von 22,1 uM durch einen linearen Fit ermittelt. Diese Differenzen konnen
durch eine abweichende experimentelle Durchfiihrung erklart werden und sollten
zukiinftig dementsprechend mit hoheren Replikationen grofier als n=3 wiederholt
werden. Das hydrophobe Peptoid konnte sich dennoch potenziell fiir eine mogliche
Verwendung als Anti-Leberkarzinom-Zytostatika eignen. Auf Grund seiner
nachgewiesenen starken toxischen Wirkung in HepG2 gegentiber der geringen Wirkung
auf primdren Leberzellen sollte dieses Potenzial ndher untersucht werden. In
Kapitel 3.4.2.4 wird Peptoid P216 deswegen in einer statischen Leberkokultur und im
fluidischen Lebermodell des vasQchip einer genaueren Analyse unterzogen.
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3.4.2.3 Zelllokalisation der Peptoide

Die Nachverfolgung der intrazelluldaren Peptoidlokalisation kann tiiber deren
potenziellen Eigenschaften Auskunft geben. So kann eine spezifische Lokalisation deren
moglichen Einsatz als Transporter-Vehikel fiir bestimmte Zellregionen bedeuten.!® Es
wird dabei ein besonderer Fokus auf die Kolokalisation mit den Mitochondrien gelegt.
Diese spielen eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion, der Homd&ostase von
Calcium und dem Energiehaushalt der Zelle. Durch diese zentrale Aufgabe wirkt sich
eine Fehlfunktion direkt auf die Physiologie und Viabilitat der Zelle aus, weswegen
Mitochondrien auch in zahlreichen Krankheiten eine Rolle spielen.!"*!l Es konnten bereits
spezifische Peptoide identifiziert werden, welche eine Akkumulation in Mitochondrien
aufweisen und als Wirkstofftransporter Verwendung finden kénnten.!"*#%1 Um dieses
Potential zu iiberpriifen und einen Uberblick der Zelllokalisation von Peptoid P114, P171
und P214 zu erhalten, wurde eine Komarkierung der Mitochondrien, Nuclei und
Peptoide durchgefiihrt. Untersucht wurde deren Lokalisation in Hepatozyten, LSEC
und HepG2 bei einer Peptoid-Konzentration von 10 uM mit einer Behandlungsdauer
von 24 h. In Abbildung 66 ist das Ergebnis der Markierung der mit P114, P171 und P216
behandelten Hepatozyten zu sehen. Der Zellkern wurde simultan mit Hoechst33342
markiert. Zu Kolokalisation wurden die Mitochondrien mit MitoTracker™Green griin
visualisiert und markiert und das Peptoid enthdlt RhodaminB als Fluorophor. Eine
Uberlagerung der drei emittierten Fluoreszenzen gibt Auskunft iiber eine Kolokalisation
des jeweiligen Peptoids mit den Mitochondrien. In Abbildung 66 A-D ist die
unbehandelte Hepatozyten-Kontrolle zu sehen, welche keine Emission im Spektrum
von RhodaminB aufweist. Dadurch kann eine Eigenfluoreszenz der Hepatozyten
ausgeschlossen werden. Die Fluoreszenz von P114 (Abbildung 66 E-H) tiberlagert sich
mit der Fluoreszenz des MitoTrackers™Green, wodurch ihre Lokalisation in den
Mitochondrien der Hepatozyten nachgewiesen ist. Bei P216 ist eine Kolokalisation von
Peptoid und Mitochondrien, mit gleichzeitigem Vorkommen im Zytosol, in Abbildung
66 L nachweisbar. Hingegen ist P171 eindeutig nicht in den Mitochondrien akkumuliert,
sie befinden sich jedoch in definierten vesikuliren Kompartimenten in der Zelle. Die
perinukledre Anordnung der vesikuldren Strukturen ldsst auf eine Akkumulation in
Endosomen schlieffen. Endosomen sind in der endozytotischen Aufnahme von
extrazelluldren Partikeln involviert, welche anschlieffend mit Lysosomen fusionieren
und zum enzymatischen Abbau der eingeschlossenen Partikel fiihrt.® Eine
Lokalisation von P171 in Endosomen deutet somit auf eine endozytotische Aufnahme
hin. Eine Erklarung der Lokalisation und des moglichen Aufnahmewegs in die Zellen
liefert die hohe Hydrophilie von P171. Die lipophile Phospholipidmembran von
eukaryotischen Zellen verhindert eine passive Diffusion hydrophiler Partikel, wodurch
P171 nachweislich keine zellpenetrierenden Figenschaften aufweist.*”l Dr. Wehl konnte
in ihrer Dissertation bereits mit Hela-Zellen nachweisen, dass P171 in Endosomen
vorzufinden ist. Die Akkumulation von P171 in Endosomen ist somit nicht Leberzell-
spezifisch.[158]
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Abbildung 66: Kolokalisationsstudien ~von Peptoiden in Hepatozyten. Es wurden
5-10* Hepatozyten/cm? auf einem mit Kollagen t beschichteten u-Slide-8-Well ausgesat. Nach einer
3-tagigen Kultivierung erfolgte die Behandlung der Hepatozyten mit den Peptoiden P114, P171 und
P216, in einer Konzentration von 10 uM fiir insgesamt 24 h. Fiir die die Kolokalisation wurden die
Zellkerne mit 2 pg/ml Hoechst33342 und die Mitochondrien mit 125 nM MitoTracker™-Green
markiert. Intrazelluldare Akkumulation der Peptoide wurde durch die Fluoreszenz des konjugierten
RhodaminB verfolgt. Die Lebendfarbung der Hepatozyten wurde mithilfe der Konfokalmikroskopie
mit STELLARIS 5 von Leica durchgefiihrt.

Blau: Hoechst33342 (Aex =355 nm, Aem =465 nm), Griin: 125 nM MitoTracker™-Green (Aex=490 nm,
Aem =519 nm), Rot: RhodaminB/Peptoid (Aex = 561 nm, Aem = 593-696 nm), Mafistab = 50 pm

In Abbildung 67 wurde die Lokalisation von P114, P171 und P216 in HepG2 betrachtet.
Es wurde wie zuvor beschreiben eine Kofarbung von Nukleus, Mitochondrien und
Peptoid durchgefiihrt. Deren Uberlagerungen ist in Abbildung D, H, L und P zu sehen
und geben Aufschluss iiber die Kolokalisation der Peptoide mit den Mitochondrien. Die
Lokalisation der Peptoide unterscheidet sich deutlich zwischen der unbehandelten
Kontrolle der HepG2 (Abbildung 67 A-D) und der behandelten Zellen (Abbildung
67 E-P). Verglichen mit der Behandlung von Hepatozyten mit P114 in Abbildung 66, ist
in HepG2 eine Lokalisation in den Mitochondrien nachweisbar.
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Abbildung 67: Kolokalisationsstudien von Peptoiden in HepG2-Zellen. 1-10* HepG2/cm? wurden fiir

3 Tage in einem p-Slide-8-Well kultiviert. Anschlieffend erfolgte eine 24-stiindige Behandlung durch

10 pM Peptoid (P114, P171 und P216), parallel dazu wurde eine unbehandelte Kontrolle mitgefiihrt.

Die Markierung der DNA und der Mitochondrien wurden durch 2 ug/ml Hoechst33342 und

125 nM MitoTracker™-Green durchgefiihrt. Intrazellulaire Akkumulation der Peptoide wurde durch

die Fluoreszenz des konjugierten RhodaminB verfolgt. Die Lebendférbung der Hepatozyten wurde

mithilfe des Konfokalmikroskops STELLARIS 5 von Leica durchgefiihrt.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem =465 nm), Griin: 125 nM MitoTracker™-Green (Aex=490 nm,

Aem =519 nm), Rot: RhodaminB/Peptoid (Aex = 561 nm, Aem = 593-696 nm), MafSstab = 50 um
Der Farbumschlag durch die Uberlagerung der Peptoid-Fluoreszenz mit der
Fluoreszenz des MitoTrackers™ in Abbildung 67 H) lasst auf eine mitochondriale
Kolokalisation von P114 schlieffen. Hingegen ist die Lokalisation von P216 nicht
eindeutig identifizierbar, was auf eine zusatzliche Lokalisation im Zytosol hindeuten
konnte. Dahingegen ist die Lokalisation von P171, wie schon zuvor in den Hepatozyten,
eindeutig in den Endosomen zuzuordnen. Die Kolokalisation und die Toxizitdt von
10 uM P171, 40 uM P216 und 10 uM P114 in LSEC mit den Mitochondrien und
Zellkernen ist in Abbildung 68 dargestellt. Auch hier ist das Signal der Emission von
RhodaminB eindeutig auf eine Peptoidaufnahme zuriickzufiihren, da die unbehandelte

Kontrolle in Abbildung 68 A-D keine Eigenfluoreszenz aufweist. P114 und P216 weisen
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in LSEC eine Kolokalisation mit den Mitochondrien auf, wie den Abbildung 68 E-L
dargestellt ist. Auch Dr. Wehl konnte die mitochondriale Kolokalisation von P216 schon
nachweisen.!'®s! P171 ist ebenfalls wie in Abbildung 68 M-P, ausschliefSlich in den
Endosomen vorzufinden. Die intrazellulare Lokalisation von P114, P171 und P216 war
zwischen den gewdhlten Leberzelltypen gleich und unterschied sich lediglich in deren
Sensitivitat. P114 und P216 akkumulieren hauptsachlich in den Mitochondrien, wahrend
P171 ausschliefSlich in Endosomen vorkommt, was bereits von Dr. Wehl in

nichtleberspezifischen Zellen nachgewiesen wurde.'$l

Hoechst33342 MitoTracker™ RhodaminB Uberlagerung

Kontrolle

10 uM P114

10 uM P171

10 uM P216
. . . .
# ¥ '

Abbildung 68: Kolokalisation von Peptoiden in LSEC. Es wurden 1-10* LSEC/cm? in ein u-Slide-8-Well
gegeben und fiir 3 Tage kultiviert. Die Behandlung der unterschiedlichen Peptoide (P114, P171 und
P216) erfolgte in einer Konzentration von 10 uM fiir 24 h. Anschlieflend wurde deren Zelllokalisation
durch die Fluoreszenz des konjugierten RhodaminB nachverfolgt. Zur Orientierung in der Zelle
wurde zudem die DNA im Zellkern durch 2 pg/ml Hoechst33342 und die Mitochondrien mit
125 nM MitoTracker™-Green markiert. Die Lebendfarbung der LSEC wurde mithilfe des
Konfokalmikroskops STELLARIS 5 von Leica durchgefiihrt.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem =465 nm), Griin: 125 nM MitoTracker™-Green (Aex=490 nm,
Aem =519 nm), Rot: RhodaminB/Peptoid (Aex = 561 nm, Aem = 593-696 nm), Mafsstab = 50 um
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3.4.2.4 Wirkungsanalyse von Peptoid P216 im Lebersinusoid

In Kapitel 3.4.2.2 wurde bereits eine Toxizitdtsanalyse von verschiedenen Peptoiden
durchgefiihrt. Dabei zeigte P216 eine verstarkte toxische Wirkung gegeniiber HepG2 mit
einem einen ICso-Wert von 19,4 uM nach 48 h. Anhand dieser Erkenntnisse sollte nun
eine moglichst systemische Applikation von P216 simuliert werden. Zunachst wurde im
statischen Transwell®-System das Lebersinusoid nach Kapitel 3.3.2.1 rekonstruiert und
dessen Barriere und Viabilitdit im Zusammenhang mit einer P216-Behandlung
untersucht. Diesen Analysen folgte eine Anwendung im fluidischen Lebermodell im
vasQchip.

Peptoidanalyse im statischen Lebermodell im Transwell®-System

Kommt es zu einer intravendsen oder oralen Aufnahme des Arzneimittels, wird es in
der Leber durch das Sinusoid entweder aufgenommen oder in die Blutzirkulation
weitergeleitet.'”l Um dieses Verhalten tiberpriifen und analysieren zu kénnen wurde in
einem Transwell®-System das Sinusoid aus LSEC und Hepatozyten wie in Kapitel 3.3.2.1
beschrieben rekonstruiert. Ein basolateraler Leberzelltumor wurde durch die
Verwendung einer HepG2-Monolayers im darunterliegenden 24-Well imitiert. In
Abbildung 69 wird exemplarisch der Aufbau zur Veranschaulichung des Experimentes
dargestellt.

D g
P216 ﬁn’\(%gw
T g

Einsatz
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P216

Semipermeable
Membran

Kontrolle LSEC
ohne Zellen Kontrolle
HepG2 w
Hepatozyten @
LSEC
Hepatozyten Kokultur
Kontrolle

Abbildung 69: Skizze der Leberzellkrebs-Simulation im Transwell®-System. Durch eine permeable
Membran auf der Unterseite des Transwell®-Einsatzes entstehen zwei Kompartimente, welche jedoch
einen Stoffaustausch zulassen. Das Sinusoid der Leber kann so im statischen durch die Stiitzstruktur
des Transwells® aus einer apikalen LSEC-Schicht und einer basalen Schicht an Hepatozyten aufgebaut
werden. Die HepG2 sind auf dem Boden der 24-Well-Platte angesiedelt und konnen so iiber die
etablierte Barriere aus LSEC und Hepatozyten mit dem Peptoid P216 behandelt werden. Die
Kontrollen ohne Zellen, nur LSEC oder Hepatozyten im Transwell® dienen als Vergleich zur
vollsténdigen Barriere aus einer Kokultur von LSEC und Hepatozyten am Transwell®-Einsatz.
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Die Behandlung des Systems durch P216 erfolgte ausschliefilich apikal in einer
Konzentration von 20 uM und einem Volumen von 200 pl, im basalen Kompartiment
wurde 1ml Medium verwendet. Nach einer Inkubation von 48h und einer
anschlieflenden zweiten Behandlung nach 24 h wurde die Viabilitat der HepG2 mithilfe
eines MTT-Assays bestimmt. In Abbildung 70 ist dessen Ergebnis abgebildet, wobei die
Viabilitait zur unbehandelten Kontrolle auf 100 % normiert wurde. Es wurde die
Viabilitdt in Abhéangigkeit zu den unterschiedlich aufgebauten Leberbarrieren, welche
in Abbildung 69 dargestellt sind, bestimmt. Wird nun die Viabilitit der HepG2 in
Abbildung 70 genauer betrachtet ist zu erkennen, dass P216 die Viabilitit der HepG2 in
keinem Versuchsaufbau reduziert. Jedoch verandert sich die Viabilitat in Abhangigkeit
der unterschiedlichen Barrieren nicht. Auch die Anordnung ohne Zellen im
Transwell®-Einsatz und somit ohne biologische Barriere zeigt keine Reduktion der
Viabilitat der HepG2 Zellen. Die Viabilitdt steigt sogar mit zunehmender Barriere in
Anwesenheit von LSEC und Hepatozyten oder einer Kokultur aus beiden Zelltypen.
Dieses unerwartete positive Verhalten der HepG2 konnte unteranderem durch eine zu
hohe Verdiinnung des Peptoids erklart werden. In Kapitel 3.4.2.2 wurde bereits
nachgewiesen, dass fiir HepG2 der ICso-Wert bei 19,4 uM liegt. Dementsprechend sollte
in einem solchen Versuchsaufbau sichergestellt werden, dass diese Konzentration
tiberall vorhanden ist, um eine toxische Wirkung nachweisen zu konnen. In
Kapitel 3.3.1.3 wurde bereits nachgewiesen, dass die Barriere der Kokultur von
Hepatozyten und LSEC eine geringere Dichte als die Monozellschicht der Hepatozyten
aufweist. Auch konnte das Peptoid von den Hepatozyten und LSEC in der Barriere
aufgenommen werden wodurch eine geringere Konzentration an P216 bei den HepG2
vorliegen. Diese Vermutung konnte durch eine Analyse der finalen
Peptoid-Konzentration in den jeweiligen Ansdtzen im basalen Kompartiment verifiziert
werden. Der Viabilititstest der HepG2 nach Behandlung mit P216 und einer
Sinusoid-Replikation im Transwell®-System in Abbildung 70 gab keinen eindeutigen
Aufschluss tiber das Verhalten der Barriere wahrend einer P216-Behandlung. Die
Integritat und die Dynamik der Zellverbindungen in endothelialen Barrieren kann tiber
den TEER quantitativ analysiert werden.!'*! Ein moglicher Einfluss von P216 auf das
nachgebildete Sinusoid im Transwell® kann durch das in Kapitel 3.1.2.1 vorgestellte
TEER-Verfahren verfolgt werden. Dafiir wurden die Barriere wie in Kapitel 3.3.1.3
beschrieben aufgebaut, jedoch wurde auf die Kokultur in Ansatz 1 verzichtet, da eine
Kultivierung der Hepatozyten im 24-Well keine signifikante Auswirkung auf die
Barriere gezeigt hatte. Somit wurde eine direkte Kokultur aus LSEC auf der apikalen
Seite und Hepatozyten auf der basalen Seite aufgebaut. Als Kontrolle dienten die
jeweiligen Transwells® mit den einzelnen Zellschichten der beiden Zelltypen. Die
P216-Behandlung erfolgte auf der apikalen Seite in einer Konzentration von 20 uM in
einem Volumen von 200 ul {iber einen Zeitraum von 48 h. In Abbildung 71 ist der TEER
in Abhingigkeit des Behandlungszeitraums aufgetragen. Die Behandlung mit
20 uM P216 ist in Graph A) zu sehen. Der TEER der Hepatozyten-Monokultur startet bei
16,1 O/cm? und endet bei 16,9 QO/cm?nach 48 h der Behandlung. Eine stirkere Zunahme
des TEER ist bei der Kokultur zu verfolgen, dort steigt der TEER-Wert von 12,4 (O/cm?
auf 19,6 QO/cm?2nach 48 h.
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Abbildung 70: Auswirkung einer indirekten P216-Behandlung auf die Viabilitit von HepG2. Das
Sinusoid der Leber wurde in einem Transwell®-System ansatzweise nachgebildet. Die Oberflachen
wurden mit Kollagen I beschichtet und es wurden 5-10* Hepatozyten/cm? auf der Unterseite des
Transwell®-Einsatzes angesiedelt. AnschlieBend wurde der Transwell®-Einsatz mit 5-10* LSEC/cm?
besiedelt und fiir 3 Tage kultiviert. In der 24-Well-Platte wurden dann 0,25-10* HepG2/cm? ausgesit
und fiir einen Tag zusammen kultiviert. Die Behandlung mit 20 pM P216 erfolgte auf der apikalen
Seite im Transwell®-Einsatz fiir insgesamt 48 h. Die drei unterschiedlichen Kombinationen von
Mono- und Kokultur iiber den HepG2 wurde entfernt und es wurde ein MTT-Assay zur
Quantifizierung der HepG2-Viabilitit durchgefiihrt. Die Standardabweichung und Mittelwerte
erfolgten aus n=3. Als Nullwert wurde ein KollagenI beschichtetes Transwell® verwendet.
Transwell® 0,4 um Poren, Einsatz fiir 24-Well-Platte.
Lediglich der TEER der LSEC-Monoschicht ist nach 48h dhnlich wie vor der Behandlung,.
In Abbildung 71 Graph B) ist das Ergebnis der unbehandelten Kontrollen der drei
verschiedenen Barrieremodellen dargestellt. Die LSEC-Kontrolle verringert ihren TEER
um das 1,7-fache im Laufe der analysierten 48 h. Hingegen steigert sich in der
Hepatozyten-Kontrolle der TEER-Wert von 14,7 Q/cm? auf 16 QQ/cm?. Bei der direkten
Kokultur wurde eine Erhéhung des TEER-Werts von 16,8 QO/cm? auf 19,9 ()/cm?ermittelt.
Wird die unbehandelte Kontrollen mit der Behandlung durch P216 verglichen, sind
dhnliche Trends in der Barriereintegritdit zu vermerken. So nimmt sie bei der
LSEC-Monokultur in beiden Fillen ab, die Kokultur erzielt die grofite Steigerung der
TEER-Werte und der TEER-Wert der Hepatozyten-Monoschicht nimmt lediglich leicht
zu. Wird der allgemeine Trend beider Ansatze verglichen, ist keine konkrete Aussage
iiber den Einfluss von P216 auf die Barriere zu erkennen. TEER-Messungen wurden im
Zusammenhang mit Peptoidanalysen bereits erfolgreich eingesetzt. Zhoa et al. konnte in
einer statischen Replikation der Blut-Hirn-Schranke im Transwell® die Barriereintegritat
wahrend einer Peptoidbehandlung verfolgen. Durch Massenspektrometrie konnte dabei
die Prasenz des Peptoids auf der basolateralen Seite bestitigt werden.['” Somit ware die
Analyse der Peptoidkonzentration ein zukiinftiges Ziel im aufgebauten Lebermodell des
statischen Transwells®. Die mogliche Verwendung von P216 als Zytostatika kann
weiterhin nachgegangen werden, da ein toxischer Einfluss auf die Barriere des gesunden
Sinusoids nicht nachgewiesen werden konnte. Der nachste Schritt in der Untersuchung
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von P216 ist die Erweiterung des Modells durch Verwendung eines mikrofluidischen
Flusses, welcher die P216-Applikation im Lebersystem noch natiirlicher simuliert.
Durch die Anwendung des vasQchips wird dies im folgenden Abschnitt thematisiert.

A) Behandelt B) Unbehandelt
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Abbildung 71: Zeitaufgeloste Analyse der Barriere aus LSEC und Hepatozyten unter dem Einfluss des
Peptoids P216. In einem Transwell® mit 0,4 pm Poren wurde fiir die Besiedlung der Unterseite des
Einsatzes 5-10* Hepatozyten/cm? verwendet. Auf der apikalen Seite wurden 1,56-10* LSEC ausgesiit,
dabei wurden alle Oberflachen zuvor mit Kollagen I beschichtet. Nach einer 3-tigigen Ruhephase
wurde die P216-Behandlung mit einer Konzentration von 20 pM in einem Volumen von 200 pl auf der
apikalen Seite gestartet und tiber Zeitraum von 48 h verfolgt (B). Die Barriereintegritat wurde dabei
tiber den Transendothelialen-elektrischen Widerstand (TEER) bestimmt. Parallel dazu wurde eine
unbehandelte Kontrolle mit den gleichen Zellkombinationen als Kontrolle mitverfolgt (A). Die
Mittelwerte und deren Standardabweichung erfolgten aus n=3. Als Nullwert wurde ein Kollagen I
beschichtetes Transwell® verwendet. Transwell® 0,4 um Poren, Einsatz fiir 24-Well-Platte.

Peptoidanalyse im fluidischen Lebermodell des vasQchips

Die fluidischen Lebermodelle zeigen durch die morphologische Veranderung des
Sinusoids eine unterschiedliche Diffusionskapazitit. Durch die Anndherung der
Modelle an in-vivo Bedingungen konnten Tierversuche ersetzt werden und bessere
Erfolge in der praklinischen Phase erzielt werden.® Nach erfolgreicher
Charakterisierung des Lebermodells im vasQchip sollte nun auch das Peptoid als
mogliches Zytostatikum auf seine Akkumulation in dem Lebermodell getestet werden.
Dafiir wurde zunéachst die Viabilitdt der Zellen im System bestimmt und zugleich das
Peptoid im vasQchip durch dessen konjugiertes Fluorophor verfolgt. Das Lebermodell
wurde wie in Kapitel 3.3.2.1 beschrieben aufgebaut und fiir 3 Tage unter einem
ansteigenden Volumenstrom inkubiert. Parallel dazu wurden nicht-fluidische
Lebermodelle im vasQchip prapariert. Die Behandlung mit 20 uM P216 erfolgte fiir 48 h
ausschliefilich iiber den Mikrokanal. Anschlieffend wurde die Viabilitat der Zellen im
Mikrokanal und im umgebenden Kompartiment durch Verwendung des CellTiter-
Glo® Luminescent Cell Viability Assays quantifiziert. Zudem erfolgte parallel eine
Visualisierung der zellularen Aufnahme des Peptoids iiber die RhodaminB-Fluoreszenz.
Abbildung 72 zeigt das Ergebnis der Viabilititsanalyse, basierend auf der
Quantifizierung der Fluoreszenz als Indikator der ATP-Konzentration in viablen Zellen.
Die Viabilitit wurde separat in den Zellen im umgebenden Kompartiment und
Mikrokanal des vasQchip ermittelt. Dadurch wurde ein quantitativer Vergleich der mit
P216 behandelten und deren unbehandelten Kontrollen mdglich. In Abbildung
72 Graph A) ist das Ergebnis der statischen Proben dargestellt, wohingegen Abbildung
72 Graph B) die Analyse im fluidischen Modell zeigt. Die Viabilitat im umgebenden
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Kompartiment variiert kaum durch eine P216 Behandlung, jedoch sind die Zellen im
fluidischen vasQchip verglichen mit der statischen unbehandelten Kontrolle um das
1,4-fache viabler. Im Mikrokanal hingegen ist in den fluidischen vasQchips kein
Unterschied zwischen der behandelten und unbehandelten Kontrolle zu ermitteln. Im
statischen Lebermodell ist die Viabilitat der unbehandelten Kontrolle um das 1,2-fache
erhoht. Wird die Viabilitat der Zellen im Mikrokanal des statisch und fluidisch
kultivierten vasQchip verglichen, so ist zu erkennen, dass in Abbildung 72 Graph A)
eine 1,1-fach erhohte Viabilitit in der unbehandelten Kontrolle vorliegt. Die verbesserte
Viabilitat der Zellen in einer fluidischen Kultivierungsform konnte in Kapitel 3.3.2.2
schon durch das Proliferationsverhalten nachgewiesen werden. Auch andere Arbeiten
konnten  diesen  positiven  Effekt in  mikrofluidischen = Lebermodellen
nachweisen. 1151802001 Durch die verbesserte Nahr- und Sauerstoffversorgung und den
zusatzlichen Abtransport von Abbauprodukten durch die laminare Stromung, kann
dieses Zellverhalten erklart werden. Eine toxische Wirkung von P216 auf die Leberzellen
im fluidischen vasQchip ist somit nicht signifikant. Lediglich im Mikrokanal des statisch
kultivierten vasQchips kommt es zu einer Beeinflussung der Viabilitit um 78 % im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Diese kann durch die Nachverfolgung von P216
im vasQchip erklart werden. In Abbildung 73 ist die 3D-Projektion des vasQchips durch
eine Markierung der Zellkerne mit Hoechst33342 und der RhodaminB-Fluoreszenz von
P216 in den unterschiedlichen Behandlungsstadien gezeigt. Die unbehandelten
Kontrollen weisen dabei wie erwartet, keine RhodaminB-Fluoreszenz auf. In den
fluidisch und statisch kultivierten und behandelten Lebermodellen im vasQchip ist eine
eindeutige Fluoreszenz durch RhodaminB nachzuweisen.
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Abbildung 72: Viabilitdtsanalyse der Leberzellen im fluidisch und statisch kultivierten vasQchip vor
und nach Behandlung mit P216. Die Oberflichen des vasQchips wurden mit einer Kollagen I-
Beschichtung versehen bevor die 40-10* Hepatozyten im umgebenden Kompartiment eingebracht
wurden. Der vasQchip wurde nach Verschluss aller Offnungen um 180° gedreht und iiber Nacht
inkubiert. Es folgte anschlieend die Besiedelung des Mikrokanals mit 10-10* LSEC. Die Adhéasion der
Endothelzellen im gesamten Mikrokanal wurde durch eine 1-stiindige Rotation auf dem vasQturn bei
0,25 rpm gewdhrleistet und anschlieffend {iber Nacht statisch inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurden die Hilfte der Proben an die Mikrofluidikpumpe angeschlossen. Der Volumenstrom wurde
von 3 pl/min auf 50 pl/min iiber 3 Tage hinweg erhoht, wobei die statischen vasQchips parallel dazu
kultiviert wurden. Die vollstdndig etablierte Kokultur wurde dann mit 20 uM P216 fiir 48 h behandelt
und anschlieffend wurde die Viabilitat der Zellen im umgebenden Kompartiment und im Mikrokanal
durch den CeliTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay quantifiziert. Die Mittelwerte und deren
Standardabweichung erfolgte aus n=3.
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Die Akkumulation von P216 im statischen vasQchip gegeniiber dem fluidisch
kultiviertem Modell, kann durch eine erhohte Transzytose des Peptoids erklart werden
wegen des fehlenden Volumenstroms. Die Diffusion von P216 in die Leberzellen ist
durch den mikrofluidischen Fluss moglicherweise unterstiitzt. Das kdnnte zu einer
erhohten Ansammlung des P216 in den LSEC fithren und somit einer hoheren Toxizitat.
Diese Befunde sind somit im Einklang mit den in Kapitel 3.4.2.2 ermittelten
Toxizitatsanalysen. Es wurde fiir die Behandlung 20 uM P216 eingesetzt, welches weder
fiir LSEC noch fiir Hepatozyten nach 48 h signifikant toxisch war, lediglich HepG2
wurden unter diesen Bedingungen in ihrer Viabilitdt beeintrachtigt. Somit entspricht die
Viabilitatsanalyse von P216 im Lebermodell in Abbildung 72 den Erwartungen. Diese
Untersuchung sollte als Vorversuch dienen, um P216 als mogliches Zytostatikum fiir
HepG2, im vaskularisierten Lebermodell zu analysieren. Fiir diese Untersuchung wiirde
sich ein Tumormodell mit HepG2 im umgebenden Kompartiment des vasQchips eignen,

was im darauffolgenden Kapitel besprochen wird.
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Abbildung 73: Nachverfolgung von P216 im Lebermodell der fluidisch und statisch kultivierten
vasQchips. Auf eine Kollagen I-Schicht wurden 40-10* Hepatozyten im umgebenden Kompartiment
eingebracht. Der vasQchip wurde um 180° gedreht, iiber Nacht kultiviert und es folgte die
Besiedelung des Mikrokanals mit 10-104 LSEC. Eine Rotation mit 0,25 rpm am vasQturn erméglichte
ein konfluentes Anwachsen iiber die gesamte Oberflache des Mikrokanals, welche durch eine weitere
Inkubation {iber Nacht verstarkt wurde. Uber drei Tage wurde der Volumenstrom von 3 pl/min auf
50 pl/min fiir die fluidisch kultivierten Proben erhdht. Die statisch kultivierten vasQchips wurden
parallel dazu inkubiert. Beide Varianten wurden iiber den Mikrokanal mit 20 uM P216 fiir 48 h
behandelt. AnschlieBend folgte eine Markierung der DNA mit 2 pg/ml Hoechst33342 zur
Visualisierung der Zellkerne. Mithilfe einer 3D-Projektion mit dem Konfokalmikroskop wurde das
RhodaminB (Rot) der Peptoide und die Zellkerne im vasQchip aufgenommen.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Rot: RhodaminB/Peptoid (Aex=561nm,
Aem = 593-696 nm) Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, z-Stack Parameter: 5 um zwischen jeder
Aufnahme, fiir 450 pm, Maf3stab = 200 pum.
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3.4.3 Vaskularisiertes Lebertumormodell im vasQchip

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass insbesondere humanisierte Lebermodelle als
Alternativmodelle zur Testung von Wirkstoffen in 2D-Zellkultur nicht realisierbar
sind.l"201 Tuncer et al. konnte beispielsweise nachweisen, dass die toxische Wirkung
von potenziellen Wirkstoffen in der 2D-Zellkultur und bei 3D-Sphéaroiden abweichend
ist.221  Im Vergleich zu herkémmlichen 2D-Zellkulturmodellen stellt die
Dreidimensionalitit in Sphdroiden oder Hydrogelen eine verbesserte Replikation
biologischer Bedingungen dar. Es werden daher bereits 3D-Geweberekonstruktionen in
Form von HepG2-Sphéroide in Toxizitatsstudien eingesetzt.142011 Im Hinblick auf
Tumormodelle beriicksichtigt eine statische Kultivierungsform nicht den Einfluss der
mechanischen, fluidischen und biologischen Mikroumgebung. Organ-on-a-Chip Systeme
konnen die komplexen Verhiltnisse verbessert replizieren und dabei sogar die Dynamik
im nativen Organ beriicksichtigen.?®! Auch das etablierte Lebermodell im vasQchip aus
Kapitel 3.3.2.1 soll in diesem Forschungsbereich eingesetzt werden. Damit nach
spezifischen Zytostatika fiir Leberkrebszellen gescreent werden kann, wurde ein
Tumormodell mit HepG2-Sphéaroiden im umgebenden Kompartiment des vasQchips
wie folgt, etabliert. Das Lebermodell wurde wie in Kapitel 3.3.2.1 beschrieben aufgebaut
und fiir 3 Tage unter einem steigenden Volumenstrom von 3 ul/min auf 50 ul/min
kultiviert. Parallel dazu wurden HepG2-Spharoide auf Agarose-Platten generiert, wie es
in Kapitel 4.2.2.1 beschrieben ist. Dafiir wurden 1,5-10* Zellen auf eine 1,5 %ige
Agarose-Beschichtung in ein 96-Well gegeben und fiir 6 Tage kultiviert. Vor deren
Einbringung in den vasQchips wurden sie zur eindeutigen Nachverfolgung mit
CellTracker™Green markiert. 5-Chloromethylfluorescein-Diacetat (CMFDA)
(CellTracker™ Green) ist ein Molekiil das passiv die Zellmembran passieren kann und
durch unspezifische Esterasen im Zytosol der Zelle gespalten wird. Das dabei
entstandene Fluorescein ist nicht mehr membrangéngig und kann durch eine Anregung
bei 492 nm fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden.!?l Nach erfolgter Markierung
wurden 4 Sphédroide in das umgebende Kompartiment des vasQchips gegeben und bei
einem Volumenstrom im Mikrokanal von 50 pl/min fiir weitere 3 Tage kultiviert.
Anschliefiend wurden die Zellkerne mit Hoechst33342 gefarbt und zuséatzlich wurden
alle Zellen im vasQchip mit CellTracker™ Green markiert. Abbildung 74 zeigt die
3D-Aufnahme der markierten Zellen im vasQchip. In den Abbildung 74 A-C wurde nur
der HepG2-Spharoid mit CellTracker™ Green markiert, wohingegen in den Abbildung
74 D-H alle Zellen im vasQchip markiert wurden. Abbildung 74 G und H zeigen die
seitliche Ansicht des vasQchips Abbildung 74 H zeigt eine Tiefenfdarbung, die eine
Veranschaulichung der rdumlichen Verteilung der Zellen im vasQchip darstellt. Die
Verwendung von CellTracker™ Green um die HepG2-Spharoide eindeutig zu markieren,
erwies sich als erfolgreich. In Abbildung 74 B sind die markierten Spharoide (griin) und
die Hepatozyten im umgebenden Kompartiment eindeutig zu unterscheiden, wobei die
Hepatozyten und LSEC durch die zelltypunspezifische Hoechst33342-Markierung der
Zellkerne markiert sind. Die Verwendung von CellTracker™ Green bietet zudem noch die
Moglichkeit das Wachstumsverhalten des Spharoids iiber eine lingere Zeitspanne
nichtinvasiv zu verfolgen.
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Hoechst33342 CellTracker™ Uberlagerung

Abbildung 74: Lebertumormodell im fluidischen vasQchip. Das Lebermodell wurde parallel zu der
Herstellung von HepG2-Sphéroiden aufgebaut. Dafiir wurde der Mikrokanal des vasQchip zunéchst
mit 0,25 mg/ml Fibronektin beschichtet, parallel dazu wurde im umgebenden Kompartiment
0,25 mg/ml Kollagen I verwendet. AnschlieSend wurden 40-10* Hepatozyten in das umgebende
Kompartiment eingebracht und nach Verschluss aller Anschliisse um 180° gedreht iiber Nacht
kultiviert. Die 10-10* LSECs wurden danach in den Mikrokanal gegeben und fiir 1 h bei einer Rotation
von 0,25 rpm auf dem vasQturn gedreht. Es folgte eine zuséatzliche Inkubation {iber Nacht mit
folgendem Anschluss des Mikrokanals an die Mikrofluidikpumpe. Der Volumenstrom wurde
innerhalb von 3 Tagen von 3 ul/min auf 50 pl/min erhoht und dann konstant bei 50 pl/min gehalten.
Nach 3 Tagen erfolgte ein Mediumwechsel und die Einbringung von 4 HepG2-Sphéroiden in das
umgebende Kompartiment des vasQchips. Die Sphéroide wurden aus 1,5:10* HepG2 auf einer
1,5 % Agaroseschicht in einer 96-Well-Platte hergestellt, in dem sie 6 Tage kultiviert wurden. Bevor
4 Spharoide in den vasQchip umgesiedelt wurden, ist eine Zellfarbung mit CellTracker™ Green nach
Herstelleranweisungen erfolgt. Insgesamt wurde das kombinierte Lebertumormodell fiir 3 Tage unter
einem Volumenstrom von 50 ul/min kultiviert. Anschliefend erfolgte eine Markierung der Zellkerne
mit Hoechst33342 und in Abbildung D-H wurden alle Zellen erneut mit CellTracker™ Green markiert.
Die konfokalmikroskopische Aufnahmen wurden zu einer 3D-Projektion des vasQchip
iibereinandergelegt. Zur Veranschaulichung der rdumlichen Struktur des Systems wurden in H die
Tiefenfarbungen dargestellt.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Grin: CellTracker™ Green (Aex =492 nm,
Aem =517 nm) Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, z-Stack Parameter: 3 pum zwischen jeder
Aufnahme, fiir 400 pm, Maf3stab = 200 pm.
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Damit konnten zukiinftige Toxizitatsanalysen der HepG2-Spharoiden auf einen
moglichen Zerfall visuell tiberpriift werden. Eine Markierung aller Zellen im System
liefert den Nachweis, dass die etablierten Zellen des Lebermodells von den
HepG2-Tumoren nicht beeintrachtig wurden und weiterhin eine konfluente Zellschicht
ausbilden (Abbildungen 66 D-F). Die komplexe Mikroumgebung eines Tumorgewebes
in der Leber enthalt neben vaskuldren Strukturen, eine dichte ECM, weitere Zelltypen
wie z.B. Immun- und Endothelzellen und eine geringe Nahrstoffzufuhr.2% Durch
Einfiihrung von Tumor-Spharoiden und komplexen Kokulturen kénnen authentischere
Modelle von Tumoren auch direkt iiber das umgebende Kompartiment im vasQchip
eingebracht werden. Es gibt bereits mehrere Tumor-on-a-Chip Modelle welche von
Wang et al. und Liu et al. zusammengefasst wurden und Tumore in allen relevanten
Organen des Korper abdecken.?32051 Darunter sind auch Lebertumormodelle genannt,
beispielsweise hat Skardal et al. ein Mikrosystem entwickelt, welches die Metastase von
Darmkrebszellen und deren Migration in die Leber simulieren kann.l®” So konnte das
entwickelte Tumormodell mit weiteren Organen auf anderen Plattformen verbunden
werden, um so noch genauere Interaktionen und Reaktionen im Vergleich mit nativem
Verhalten von Tumoren zu erzielen. Das Lebertumormodell im vasQchip kann nun
benutzt werden, um die zytostatische Wirkung der Peptoide aus Kapitel 3.4.2 zu testen.
Dabei konnte das Verhalten des HepG2-Sphiaroid nach Gabe der Peptoide
mikroskopisch durch CellTracker™ Green auf eine toxische Wirkung untersucht werden.
Im Allgemeinen ist das Potential des hier vorgestellten Lebertumormodells noch nicht
ausgeschopft und sollte zukiinftig noch weiter analysiert und Anwendung finden.
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3.5 Erweiterungsmoglichkeiten des Lebermodells
im vasQchip

Das in dieser Arbeit etablierte Lebermodell bietet viele mogliche Anwendungsbereiche
in der Forschung. Neben der bereits vorgestellten Anwendung in der
Wirkstoffforschung ist die Replikation von Leberkrankheiten ein wichtiger Aspekt von
Organ-on-a-Chip Modellen. Um komplexere Lebermodelle zu generieren, sollte dafiir die
Dreidimensionalitdt des vasQchips im umgebenden Kompartiment entsprechend der
Lebergewebestrukturen angepasst werden. Als Alternative zu erworbenen Leberzellen
besteht die mogliche Anwendung von differenzierten Leberzellen im vasQchip. Diese
potenziellen Optimierungs-, und Erweiterungsmoglichkeiten des Lebermodells im
vasQchip werden in den nachfolgenden Kapiteln erortert.

3.5.1 Hepatischer = Fettmetabolismus und  damit
einhergehende Lebererkrankungen

Weitere Lebermodelle, die von hoher Relevanz sind, sind solche Modelle, die sich mit
dem Fettmetabolismus beschiftigen. Die Leber ist ein zentraler Knotenpunkt fiir den
Fettmetabolismus im menschlichen Korper. Gerdat der Fettmetabolismus aus dem
Gleichgewicht entstehen unter anderem Krankheiten wie die in Kapitel 1.2.2.1
beschriebene NAFLD. Um die Pathophysiologie von NAFLD besser zu verstehen,
bedarf es addquate Krankheitsmodelle um geeignete Behandlungsmethoden zu
identifizieren.""¥l Eine Moglichkeit ist die Verwendung von konditionierten Zellmedien
um eine hepatische Steatose in in vitro 2D-Zellkulturmodelle auszuldsen.?! Jedoch wird
bei solch einer Methode die Interaktion mit nicht-parenchymalen Leberzellen und der
physiologische Aufbau der Leber nicht beriicksichtigt.''#11% Im folgenden Abschnitt
wird die 2D-Kultivierung von Leberzellen unter konditionierten Medien besprochen mit
dem Ziel ein Fettmetabolismusmodell im vasQchip zu etablieren.

3.5.1.1 2D Lebermodell eines physiologisch angepassten
Fettsiurenmediums im Hinblick auf die Induktion einer
hepatischen Steatose

Chronische Lebererkrankungen wie bereits in Kapitel 1.2.2.1 erwdhnt, werden meist
durch NAFLD verursacht. Deren steigenden Fille werden immer mehr zu einer
Belastung des Offentlichen  Gesundheitssystems.2”)  Um  diesem  Verlauf
entgegenzuwirken wird in der NAFLD-Forschung nach geeigneten Krankheitsmodellen
geforscht, welche in der spezifischen Wirkstoffforschung eingesetzt werden konnen. Die
Verwendung von primar isolierten Hepatozyten z.B. aus Biopsien von NADFL
Patienten ist begrenzt, sehr variabel innerhalb unterschiedlicher Zellspender und sind
beziiglich ihrer Beibehaltung ihres hepatischen Phanotyps zeitlich limitiert.?l
Metabolische, humane Studien im Zusammenhang mit dem Fettstoffwechsel sind hoch
komplex und teilweise individuell von den gewahlten Probanden abhéngig.[113200]
Alternativ kann auf immortalisierte Leberzelllinien wie Huh7 oder HepG2
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zuriickgegriffen werden.?® Deren Verwendung wurde jedoch als minderwertigen
Ersatz gegeniiber primdren Hepatozyten angesehen. Studien zeigten jedoch, dass eine
supraphysiologische Konzentration an Nahrstoffen in der Kultivierung von
Leberkrebszelllinien helfen kann, dass diese Zellen Eigenschaften der primaren
Hepatozyten entwickeln.?®-211 Huh7 sind Hepatomazellen welche bereits erfolgreich in
in vitro NAFLD-Rekonstruktionen eingesetzt wurden.2002052121 Yki et al. haben in einer
humanen Studie nachweisen konnen, dass gesattigte Fettsauren zu einer verstarkten
Akkumulation von TAG in Hepatozyten fiihren.2"l Diese morphologische Veranderung
im Metabolismus fiihrt zum Krankheitsbild der hepatischen Steatose, einer Vorstufe von
NAFLD. In Hinblick auf eine Simulation von NAFLD wurde im folgenden Abschnitt die
optimierte Kultivierung von Huh7-Zellen in unterschiedlich supplementierten
Zellmedien ermittelt. Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit
Dr. Shilpa Nagarajan am Oxford Centre for Diabetes, Endocrinology and Metabolism
(OCDEM) an der Universitit Oxford, in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Leanne Hodson im Zeitraum vom 01.09.22 bis 30.09.22 durchgefiihrt. Die
Untersuchungen basieren auf deren Erkenntnissen beziiglich veranderter
Zellmedienzusammensetzungen und dessen Auswirkungen auf die Akkumulation
intrahepatischer TAG, Glucose-Konzentration und Fettsduremetabolismus in den
Leberzellen.['3206208l Um dieses Verhalten auch in vitro belegen zu konnen, wurden zwei
verschiedene Zellkulturmedien in der Arbeitsgruppe von Prof. Hodson entwickelt,
welche sich in der ungesittigten (Olsdure, Palmitinsaure, Linolsidure und
a-Linolensdaure (OPLA); Verhaltnis 50:35:14:1) und gesattigten Fettsaure-Konzentration
(Palmitinsaure, Olsiure, Linolsaure und a-Linolensiaure (POLA); Verhiltnis 45:40:10:1)
unterscheiden. Unabhdngig von einer NAFLD-Erkrankung ist Palmitinsdure, neben der
Olsdure, die am haufigsten vorkommende Fettsdure in der menschlichen Leber.
Linolsdure und a-Linolensadure sind essenzielle Fettsduren, welche vom Korper nicht
selbst synthetisiert werden konnen, aber unter anderem indirekt wichtig fiir die
Phospholipidmembran sind. Als Teil der Phospholipiden sind sie fiir die Fluiditdt der
Membran verantwortlich.l208214215 Eine Gesamtkonzentration von 200 uM an Fettsauren
wurde fiir eine ausgewogene Erndhrung gewahlt, wahrend 800 uM eine krankhafte,
erhohte Konzentration wiederspiegelt.?l Durch eine glucosehaltige und fettreiche
Nahrung kann zudem die Senkung von intrazelluliren gesattigten Fettsduren
beeinflusst werden.['"¥ Die Analyse des Lipidstoffwechsels fand iiber die sekretierten
Metabolite im Zellmedium, oder durch die intrazelluldre Untersuchung spezifisch
gewahlter Molekiile statt.

2D-Zellkultur Sphéaroid vasQchip

Abbildung 75: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Huh?7 Kultivierungsmethoden.
Planare 2D-Zellkultur im Vergleich zur 3D-Zellkultur in Form von Zellaggregaten (Spharoide) und
statischer Kultivierung im Organ-on-a-Chip Modell (vasQchip).
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Die Auswirkung der Gabe einer natiirlichen (200 uM Olsiure, Palmitinsdure, Linolsaure
und a-Linolensdure (OPLA)) und iiberhéhten (800 uM OPLA) Fettsdurenzufuhr wurde
in Huh7-Zellen unter unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen untersucht. Mit
Aussicht auf eine Etablierung dieses Leberkrankheitsmodells im vaskularisierten
Liver-on-a-Chip Modell wurden Huh7 Zellen und deren Verhalten in einer planaren
2D-Kultur, in einer 3D-Kultur als Spharoide und im umgebenden Kompartiment des
statischen vasQchip untersucht und anschlieffend verglichen. In Abbildung 75 sind die
in den folgenden Abschnitten besprochenen Kultivierungsmethoden veranschaulicht.

2D-Kultivierung der Huh7 und Behandlung mit zusitzlichen Fettsduren

In Anlehnung an Abbildung 75 wurden Huh7-Zellen in einer planaren 6-Well-Platte als
2D-Modell getestet. Dabei wurde nach dem Vorbild aus der Publikation von
Nagarajan et al. gearbeitet.?l Insgesamt wurden 15-10* Huh7 in eine 6-Well-Platte
ausgesat und nach einem Tag des Wachstums mit 200 uM und 800 uM OPLA behandelt.
Die Behandlung wurde fiir insgesamt 7 Tage durchgefiihrt, wobei jeden 2. bis 3. Tag das
Medium gewechselt wurde. An Tag7 wurde die Morphologie der unterschiedlich
behandelten Zellen lichtmikroskopisch untersucht. Abbildung 76 zeigt die Aufnahmen
der unbehandelten sowie der mit 200 uM und 800 uM OPLA behandelten Huh?. Die
Morphologie der Zellen unterscheidet sich in der Akkumulation von Lipidtropfen
zwischen den unterschiedlichen Behandlungsmethoden. In der unbehandelten
Kontrolle sind nur vereinzelt Lipidtropfen zu erkennen, wohingegen bei einer
Behandlung mit 200 uM OPLA deutlich mehr vorhanden sind. Bei einer Behandlung mit
800 uM ist keine eindeutige Abgrenzung der Lipidtropfenform mehr moglich, wodurch
eine quantitative Analyse ausgeschlossen ist. Abhdngig von der eingesetzten
Fettsaurekonzentration im OPLA-Verhiltnis konnte Nagarajan et al. einen Unterschied
im intrazelluliren TAG-Gehaltes nachweisen. Im Gegensatz zu einer
200 uM OPLA-Behandlung wurde eine fast 3-fache TAG-Einlagerung in 800 uM OPLA
ermittelt.?l Da TAG bewiesenermaflen in Lipidtropfen in Hepatozyten gelagert wird,
kann dieses Ergebnis auf eine erhohte Anzahl an Lipidtropfen zuriickgefiihrt
werden.[7216] Vergleicht man die Fettsaureeinlagerung der invitro Kultur mit
natiirlichen, systemischen Bedingungen wird deutlich, dass dieses Modell nicht
ausreichend ist.

Kontrolle

S R
o oD g

Abbildung 76: Behandlung von Huh7-Zellen mit einer Zusammenstellung aus Fettsduren. In einer
6-Well-Platte wurden 15-10* Huh? fiir 1 Tag kultiviert. Anschliefend wurden sie mit einer 200 uM und
800 uM Mischung aus OPLA (C)lséiure, Palmitinsdure, Linolsdure und a-Linolensdure) im Verhaltnis
50:35:14:1 fiir 7 Tage behandelt. Dabei wurde jeden 2. oder 3. Tag das Medium gewechselt und an
Behandlungstag 7 konnte der Phénotyp durch eine Aufnahme mit dem Lichtmikroskop festgehalten
werden.

Inverses Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS100, Mafistab betragt 12,5 um.
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Beispielsweise wird die Aufnahme von freien Fettsauren durch Kupfferzellen
beeinflusst oder kann auch durch Sekretion von Gallenfliissigkeit verstarkt
werden. 210217l Diese Verhaltensweise wird dementsprechend in folgenden Experimenten
im Vergleich mit weiteren Kultivierungsmethoden genauer analysiert.

3D-Kultivierung der Huh7 im Zusammenhang mit zusitzlichen Fettsduren

Es konnte gezeigt werden, dass primar isolierte Hepatozyten in einer Spharoid-Kultur
ihren Phanotyp, Viabilitat und ihre spezifischen Funktionen langer behalten als in einer
Monozellschicht.®?l Basierend auf einer moglichen Verbesserung der Bioaktivitat in
sphéroidal kultivierten Huh7-Zellen wurden diese zundchst in ihrem Verhalten
gegeniiber einer Behandlung mit {iberwiegend ungesittigten Fettsauren in Form von
200 uM und 800 uM OPLA evaluiert. Zudem wurde humanes- und f6tales Kalberserum
vergleichend beziiglich deren moglichen Einfluss auf den Fettmetabolismus getestet.
Durch Aussden von 0,2-10¢ Zellen/Well auf einer inadharenten, runden 96-Well-Platte
wurden die Huh7-Sphédroide hergestellt. Innerhalb von 2 Tagen erfolgte die
Zellaggregation zu einem definierten Sphéaroid, anschlieffend konnte die 7-tagige
OPLA-Behandlung erfolgen. Wahrend der Behandlung wurde das Wachstum der
unterschiedlich behandelten Sphéroide mithilfe lichtmikroskopischer Aufnahmen
verfolgt. Deren zeitliche Entwicklungen wurde an Behandlungstag 1, 2, 3, 6 und 7
aufgenommen und ist in Abbildung 77 dargestellt. Anhand der mikroskopischen
Aufnahmen der unterschiedlich behandelten Sphéaroide lasst sich eine morphologische
Veranderung der Spharoide erkennen. So nimmt der Sphéroid-Durchmesser von Tag 1
bis Behandlungstag 7 zu. In Abbildung 78 ist das Wachstum der Spharoid-Durchmesser,
wiahrend der 7-tagigien Behandlung dargestellt. Alle abgebildeten Sphéroide weisen
wiahrend des verfolgten Zeitraums ein linear zunehmendes Wachstum auf. So nimmt
der Durchmesser der unbehandelten Spharoide um 1,5-fach (FCS-Kontrolle) oder
1,4-fach (Humanserum (HS)-Kontrolle) zu. Dadurch ist ein Einfluss der
unterschiedlichen Seren nicht signifikant nachweisbar. Wird das Wachstum in
Behandlung mit 200 uM OPLA betrachtet, so ist eine 1,4-fache Vergrofierung des
Durchmessers zu beobachten. Aufierdem konnte festgestellt werden, dass
800 uM OPLA den Durchmesser innerhalb von 7 Tagen am stdrksten mit einem
1,6-fachen Wachstum auf einen Durchmesser von 307 um vergrofiert. Die gemessenen
Querschnitte der Spharoide iiberschreiten ab Tag 3 die kritische Distanz von 200 pum.
Sphéroide mit einem Durchmesser von <200 um zeichnen sich dadurch aus, das sie
keinen nekrotischen Kern besitzen, in dem die Zellen wegen Nahrungszufuhrmangel
sterben.?'! Die 200 um-Grenze ist ein physiologischer Parameter und die entfernteste
Distanz einer Korperzelle zu einem Blutgefafs. Wird dies nicht eingehalten, kann das zu
einer Unterversorgung der Zellen fiihren.?! Dementsprechend sollten in zukiinftigen
Experimenten eine geringere Zellzahl fiir die Bildung der Spharoide gewdahlt werden
um die Gesamtgrofie der Sphdroide unter 200 um zu halten. Zudem konnte ein
nekrotischer Kern mithilfe einer Lebend-/Tod-Farbung, wie in Kapitel 3.3.2.2 vorgestellt,
detektiert werden.
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Kontrolle (FCs) Kontrolle (HS) 200 uM OPLA 800 uM OPLA

Tag 6 Tag 3 Tag 2 Tag 1

Tag 7

Abbildung 77: Messung des Huh?7-Sphéaroid-Wachstums in unterschiedlichen
Medienzusammensetzungen. Die Huh7-Sphéaroide wurden auf einer nicht-adhdsiven, runden
96-Well-Platte hergestellt. Dafiir wurden 0,2-10* Zellen/Well ausgesdt und 48h nach der
Zellaggregation wurde mit der Behandlung begonnen. Es wurde eine 200 uM und 800 uM Mischung
aus OPLA (Olséure, Palmitinsdure, Linolsdure und a-Linolensdure) im Verhéltnis 50:35:14:1 mit
2 % humanem Serum (HS) eigesetzt. Als Kontrolle diente das Medium ohne OPLA, welches entweder
2 % HS oder 10 % fotalem Kalberserum (FCS) enthielt. Wahrend der Behandlungsdauer von 7 Tagen
wurde das Wachstum der Sphéroide an Tag 1, 2, 3, 6 und 7 durch eine lichtmikroskopische Aufnahme

festgehalten.
Inverses Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS100, Mafistab betragt 100 pm.

Der lineare Verlauf der Wachstumskurve zeigt jedoch, dass die Huh7-Zellen nicht durch
einen moglichen nekrotischen Kern oder zusatzliche Fettsauren im Medium in ihrem
Wachstum gestort werden. Bei einer Zugabe von 800 uM OPLA ist nach 7 Tagen eine
Differenz von 38 um im Vergleich zur Kontrolle (2 % HS) zu ermitteln, was auf einen
positiven Einfluss der ungesattigten Fettsduren in den Huh7-Zellen hindeutet. Jedoch ist
dieser Unterschied in den behandelten Spharoiden nicht eindeutig auf deren
Proliferationsverhalten zuriickzufiihren. FEine weitere Erkldarung fiir das grofiere
Volumen der behandelten Sphéroide konnte in Zusammenhang mit der Einlagerung der
verabreichten Fettsduren stehen. Lonekerefal. konnte in einer Studie mit der
einfachungesittigten Fettsiure, der Olsdure das Zellvolumenwachstum im Vergleich zu
der unbehandelten Kontrolle bereits nachweisen.??! Auch ist ein Unterschied in der
Dichte der Spharoide in Abbildung 77 zu erkennen. Wird an Tag 7 die Kontrolle mit den
beiden OPLA behandelten Spharoiden verglichen, so wird von den behandelten
Sphéaroiden gleichmafiig das Licht absorbiert. Die beiden Kontrollen mit 10 % FCS und
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2% HS absorbieren hingegen nur im Kern der Spharoide verstdrkt das einstrahlende
Licht. Dieses Verhalten deutet auf eine Fetteinlagerung in Form von Lipidtropfen im
Zytosol der Huh7-Zellen in Zusammenhang mit einer OPLA-Behandlung hin.
Gunn et al. haben in ihrer Untersuchung von OPLA auf planar kultivierten Huh7-Zellen
im Vergleich zu primdren Hepatozyten bereits eine erhohte Einlagerung von TAG in
Lipidtropfen nachweisen kénnen.l's] Damit dieses Verhalten auch eindeutig in den
behandelten Huh7-Sphéaroiden nachgewiesen werden konnte, wurden die Lipidtropfen
mit BODYPI™ markiert. Das hydrophobe Molekiil gelangt schnell in das Innere von
Lipidtropfen und markiert diese zuverlassig.l??!l Die Huh7-Spharoide wurden wie zuvor
beschreiben hergestellt und mit OPLA behandelt. An Tag 7 erfolgte die Fixierung der
Zellen mit anschliefender Markierung der Lipidtropfen durch BODIPY™ und einer
Zellkernmarkierung mit Hoechst33342. In Abbildung 79 A) sind die Aufnahmen der
Sphéroide abgebildet. In Griin ist die Fluoreszenz von BODIPY™ und in Blau die der
Zellkerne dargestellt. Die Intensitit des BODIPY™-Signals im 800 uM OPLA
behandelten Spharoid ist im Vergleich zu den Kontrollen verstarkt. Dieses Ergebnis
wird durch eine quantitative Analyse der Intensitdaten bestatigt. In Abbildung 79 B) ist
die BODIPY™-]Intensitdat, welche auf die Hoechst33342-Fluoreszenz der
unterschiedlichen = Sphéroide normiert wurde, abgebildet. Die relativierte
BODIPY™.-Intensitat betragt in der unbehandelten Kontrolle (HS) 72 %. Dagegen weisen
die 200 uM OPLA-Sphdroide eine Intensitit von 84 % auf. Bei einer
800 uM OPLA-Behandlung wurde eine Intensitdt von 88 % erreicht. Damit konnte
quantitativ nachgewiesen werden, dass die Huh7-Zellen mehr TAG in Form von
Lipidtropfen speichern, wenn sie eine fetthaltige Nahrlosung wie OPLA erhalten. Dabei
ist die Aufnahme und Speicherung in den Huh7-Zellen an die Konzentration der frei
verfiigbaren Fettsauren gekuppelt. Werden mehr freie Fettsauren angeboten so werden
mehr Lipidtropfen gebildet. Diese Befunde konnten bereits von Gunn et al. bestatigt

werden.
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Abbildung 78: Huh7-Spharoid-Wachstumskurven in Abhéngigkeit von unterschiedlich
supplementierten Zellmedien mit Fettsduren. Es wurden aus 0,2-10* Zellen/Well in einer nicht
adhasiven 96-Well-Platte innerhalb von 48 h Huh7-Sphéroide hergestellt. Anschlieflend wurden diese
fiir insgesamt 7 Tage mit 200 uM und 800 uM OPLA (Olsiure, Palmitinsdure, Linolsdure und
a Linolensédure) im Verhaltnis 50:35:14:1 und mit 2 % humanem Serum (HS) behandelt. Als Kontrolle
wurden Zellkulturmedien eingesetzt, welche nur mit 2 % HS oder 10 % fotalem Kalberserum (FCS)
versetzt waren. An Behandlungstag 1, 2, 3, 6 und 7 wurde das Spharoid-Wachstum lichtmikroskopisch
evaluiert. Durch die empirische Ermittlung des Spharoid-Durchmessers mit Image] wurde deren
zeitaufgelostes Wachstum quantifiziert. Mittelwert und deren Standardabweichung erfolgten aus n=3.
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Sie konnten nachweisen, dass Huh7-Zellen in 800 uM OPLA die 2-fache Konzentration
an intrazellularem TAG aufweisen gegeniiber einer Behandlung mit 200 uM OPLA.[1%3]
Die Quantifizierung der BODIPY™-Markierung in Abbildung 79 B) konnte lediglich
einen Unterschied von 4 % zwischen der 200 uM und 800 uM OPLA-Behandlung
aufzeigen. Eine genaue Bestimmung der TAG-Konzentration in den Huh7-Zellen
konnte genauere Aufschliisse iiber den Unterschied der Lipidtropfen in den Spharoiden
liefern. Die Evaluierung der Huh7-Sphéroide beinhaltete zudem noch eine Analyse der
Viabilitit der Zellen im Sphéaroid. Wie schon zuvor beschrieben, konnen Zellen in
Spharoide durch dessen Grofse in ihrer Viabilitdt beeintrachtigt werden. 218211
A)
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Abbildung 79: Lipidtropfen-Markierung mit BODIPY™ in Huh7-Sphéroiden. Die Huh7-Sphéaroide
wurden auf einer nicht adhdsiven, runden 96-Well-Platte hergestellt. Es wurden 0,2:10* Zellen/Well
ausgesat und nach 48 h der Zellaggregation mit der Behandlung begonnen. Es wurde eine 200 pM
und 800 uM Mischung aus OPLA (Olsiure, Palmitinsiure, Linolsdure und a-Linolensaure) im
Verhaltnis von 50:35:14:1 mit 2 % humanem Serum (HS) eingesetzt. Als Kontrolle diente das Medium
ohne OPLA, entweder mit 2 % HS oder 10 % fotalem Kalberserum (FCS). A) An Behandlungstag 7
wurden die Sphéroide fixiert und anschliefend die DNA im Zellkern mit Hoechst33342 und die
Lipidtropfen mit BODIPY™ durch eine lichtmikroskopische Aufnahme untersucht. B)
Quantifizierung des BODIPY™-Signal aus A) normalisiert auf die Intensitét der Zellkerne. Mittelwerte
und deren Standardabweichungen erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten Unterschied zur
Kontrolle (HS) wurden mit *p<0,005, *p<0,01 und **p<0,001 versehen und mithilfe des
Student’s t-Test ermittelt.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Griin: BODIPY™ (Aex =493 nm, Aem =503 nm).
Cytation1 Imaging Reader von BioTek, Mafsstab betrdgt 500 um.
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Abbildung 80: Viabilitdt der Huh7 Spharoide. Die Huh7-Sphéaroide wurden auf einer nicht adhésiven,
runden 96-Well-Platte hergestellt. Dafiir wurden 0,2-10* Zellen/Well ausgesat und nach 48 h der
Zellaggregation wurde mit der Behandlung begonnen. Es wurde eine 200 uM und 800 uM Mischung
aus OPLA (Olséure, Palmitinsdure, Linolsdure und a-Linolensdure) im Verhéltnis 50:35:14:1 mit
2 % humanem Serum (HS) eigesetzt. Als Kontrolle diente das Medium ohne OPLA, entweder mit
2% HS oder 10 % fotalem Kailberserum (FCS). Nach einer 7-tigigen Behandlung folgte die
Quantifizierung der Viabilitat der Huh7-Sphéaroide durch den CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability
Assay. Die Mittelwerte und deren Standardabweichung erfolgten aus n=3. Werte mit einem
signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, **p < 0,01 und ***p < 0,001 versehen
und mithilfe des Student’s t-Test ermittelt.
Die Herstellung und Behandlung der Huh7-Sphéroide erfolgte identisch zu den in
diesem Kapitel beschriebenen Experimenten. Nach der 7-tigigen OPLA-Behandlung
wurde die Viabilitat indirekt {iber die ATP-Konzentration der Zellen quantifiziert. In
Abbildung 80 ist die ATP-Konzentration der unbehandelten Kontroll-Spharoide
gegeniiber den mit 200 uM oder 800 uM OPLA behandelten Huh7-Spharoiden
dargestellt. Die Behandlung mit 800 uM fiihrt zu einer ATP-Konzentration von
658,4 nM. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (HS) ist dies eine Steigerung um
232,1 nM ATP. Wird hingegen 200 uM OPLA eingesetzt, liegt die Steigerung bei 16,1 nM
ATP. Zudem konnte noch ein Einfluss der verschiedenen Seren in den Kontrollen
festgestellt werden. 10 % FCS im Zellmedium fiihrte zu einer ATP-Konzentration von
503,6 nM, das HS hingegen nur zu 426,2 nM ATP. Wodurch FCS gegeniiber HS zu einer
erhohten ATP-Produktion und somit einer verbesserten Zellviabilitat fiihrt. Dieses
Lebermodell fokussiert sich auf dessen Anwendung im Bereich der
Krankheitsrekonstruktion von NAFLD und der damit im Zusammenhang stehendem
Leberfettmetabolismus. Die Verwendung von HS gegeniiber FCS in der Kultivierung
von Huh7-Zellen verbessert bewiesenermafien deren Fettmetabolismus. Gunn et al.
konnten belegen, dass HS deren Fettsaurenoxidation und Insulinsensitivitat steigert.[20l
Infolgedessen wird trotz einer minimal reduzierten Viabilitdt eine Kultivierung der
Huh7-Zellen in HS vorgezogen. Die gesteigerte Viabilitdat in Zusammenhang mit einer
iibernatiirlichen Fettsaurenzufuhr in Form von 800 uM OPLA wurde in einer
Huh7-2D-Zellkultur von Nagarajan et al. nicht bestatigt.?l Durch die unterschiedlich
verwendeten Kultivierungsmehtoden kann dieses Ergebnis nicht direkt auf die in
Abbildung 80 dargestellten Resultate bezogen werden, zudem sich die Viabilitat der mit
Fettsdauren behandelten Spharoide nicht signifikant von der Kontrolle unterscheidet. Die
Evaluation der Huh7-Sphoroide zeigte, dass deren 3D-Kultivierung moglich ist. Zudem
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reagieren sie auf dufSere Finfliisse, wie eine erhohte Fettsaurenkonzentration, indem sie
vermehrt Lipidtropfen bilden. Zugleich werden sie nicht in ihrem linearen Wachstum
durch OPLA beeinflusst und deren Viabilitat wird ebenfalls nicht beeintrachtigt. Die
Resultate stellen die Huh7-Sphéroide als eine mogliche, alternative Kultivierungsform
gegeniiber der 2D-Zellkultivierung dar, was im folgenden Abschnitt noch weiter
erortert wird.

Huh7 Kultivierung im statischen vasQchip

Fiir eine lebersinusoidale Rekonstruktion wurden die Huh7-Zellen nun auch im
umgebenden Kompartiment des vasQchip platziert.[2002082221  Zunachst wurde
sichergestellt, dass die Huh7-Zellen auf der 1 um pordsen Polycarbonatmembran
adhérieren und proliferieren. Dafiir wurden unterschiedliche Zellzahlen im
umgebenden Kompartiment des vasQchips eingebracht und nach einer 7-tagigen
Kultivierungszeit durch fluoreszente Markierung der Zellkerne visualisiert. In
Abbildung 81 ist das Ergebnis der Huh7-Zellschicht im umgebenden Kompartiment des
vasQchips dargestellt. Die DNA in den Zellkernen wurde dabei mit CyQUANT™
markiert, wodurch eine Lokalisation der Huh?7 erfolgen konnte. Dabei wurden die
Besiedelung der Chips mit unterschiedlichen Zellzahlen (4-10% 20-10* und 40-10* Huh?)
verglichen. Die Hellfeldaufnahme zeigt den Mikrokanal und das umgebende
Kompartiment, in welchem die Huh7 kultiviert und visualisiert wurden. Wie in
Abbildung 81 zu erkennen, nimmt die Anzahl der Zellkerne mit steigender Zellzahl ab.
Dieses Verhalten kann mit den begrenzenten Nahrstoffressourcen im umgebenden
Kompartiment erklart werden. Dies ist auf 500 ul limitiert und im Vergleich zu einer
2D-Zellkultur um 97 ul/cm? geringer, wenn von einem 2 ml Volumen in einer
6-Well-Platte ausgegangen wird. Damit die Konfluenz der Huh7-Zellschicht nach einer
Inkubationszeit von 48 h gewahrleistet werden kann, wurde im folgenden Abschnitt mit
einer Zellzahl von 20-10* Huh?7 gearbeitet. Im Hinblick auf die zukiinftige Anwendung
der Huh? im fluidischen vasQchip ist die Konfluenz der Zellschicht bedeutend, damit
das Lebermodell bis zum Anschluss an die Mikrofluidik vollstindig einsatzbereit ist.

4-10* Zellen 20-10* Zellen 40-10* Zellen

Abbildung 81: Bestimmung der Besiedelungszellzahl von Huh7 Zellen im umgebenden
Kompartiment des vasQchips. Es wurden jeweils 4-10% 20-10* und 40-10* Huh?7 in das umgebende
Kompartiment des vasQchips eingebracht. Nach Verschluss aller Zugiange wurde der vasQchip fiir
24 h um 180° gedreht kultiviert. AnschliefSend folgte eine Kultivierung fiir insgesamt 7 Tage, bei dem
das Medium alle 2 bis 3 Tage gewechselt wurde. Fiir die Visualisierung der Zellen wurde die DNA in
den Zellkernen mit CyQUANT™ griin markiert. Anschliefend wurde die Zellschicht im umgebenden
Kompartiment mit dem inversem Lichtmikroskop visualisiert.

Griin: CyQUANT™ (Aex=508 nm, Aem =527 nm). Inverses Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS100.
MafSstab= 100 pum.
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Der Effekt von Naihrstoffzusitzen auf den Lipidmetabolismus in
unterschiedlichen Kultivierungsmethoden von Huh?

Das von Nagarajan ef al. entwickelte Zellmedium, welches mit Olsaure, Palmitinsiure,
Linolsdure und a-Linolensdure im Verhaltnis von 50:35:14:1 supplementiert ist, soll nun
auf unterschiedliche Kultivierungsmethoden von Huh7-Zellen vergleichend analysiert
werden.? Die Huh7-Zellen wurden dafiir in herkoémmlicher 2D-Zellkulturform in
einer 6-Well oder in einer 96-Well-Platte kultiviert. Ziel der folgenden Untersuchungen
war es, deren Verhalten in Sphéroid-Form, einer 3D-Kultivierungsform sowie in dem
statischen  Organ-on-a-Chip  vergleichend zu analysieren. Die jeweiligen
Kultivierungsformen wurden wie zuvor beschrieben, aufgebaut und zeitgleich fiir
7 Tage mit 200 uM oder 800 uM OPLA behandelt. Die Analyse des Mediums erfolgte an
Behandlungstag 7. Hier wurde ein konditioniertes Medium getestet, das vorher 24 h auf
den Zellen inkubierte. Fiir die Bestimmung der intrazellularen Fettsaurenkomposition
wurden die Zellen lysiert, deren Proteingehalt bestimmt und anschlieffend eine
Lipidextraktion durchgefithrt. Die Analyse der Lipidextrakte erfolgte durch
Gaschromatographie mit angeschlossener Massenspektrometrie.

Im Medium kann unter anderem eine Aussage iiber die Fettsaurenaufnahme sowie die
Sekretion von TAG, welches an VLDL und 3-Hydroxybuttersaure (3-OHB) gebunden
ist, getroffen werden. Da die Homdoostase der Fettsduren {iber deren Aufnahme- und
Abgabe reguliert wird, war hierbei eine Verdnderung zu vermuten. Zudem kann die
Fettsauren-Oxidation durch die 3-OHB-Konzentration im Medium nachverfolgt
werden.[1928] In Abbildung 82 A) ist die Aufnahme der freien Fettsduren (NEFA)
gegeniiber der im Medium zugefiigten Fettsdauren (OPLA) angegeben. In
Huh7-Spharoiden konnte keine Resorption der NEFA detektiert werden. In den anderen
Ansdtzen wurden tiiber 52 % aller NEFA, unabhdngig der Kultivierungsmethode und
Behandlung, aufgenommen. Bei einer Behandlung mit 200 uM OPLA liegt die
durchschnittliche Aufnahme mit 84 % am hochsten, wohingegen bei einer Zugabe von
800 uM OPLA nur 62,3 % aufgenommen werden. Nagarajan et al. konnten eine
Aufnahme von iiber 80 % unabhangig von 200 uM oder 800 uM OPLA nachweisen. Sie
beschrankten sich jedoch auf die planare 2D-Kultivierungsform der Huh7-Zellen.[?¢l Die
in dieser Arbeit durchgefiihrte Behandlung im 6-Well weist vergleichbare Werte mit
einer 90 % NEFA-Aufnahme in 200 uM OPLA und 73 % in 800 uM OPLA auf. In den
Sphéaroiden konnte aus unbekannten Griinden keine Aufnahme detektiert werden. Im
Anschluss wurde der Fettsauresekretion iiber den TAG-Gehalt im Medium analysiert.
Wie sich die TAG-Sekretion gegeniiber unterschiedlichen Kultivierungsformen nach
einer OPLA-Behandlung verhalten wird in Abbildung 82 B) dargestellt. Die auf den
Proteingehalt normierte TAG-Sekretion ermdglicht ein Vergleich zwischen den 2D- und
3D-Kultivierungsformen. Die Abgabe von Fettsauren in Form von TAG nimmt in allen
Kultivierungsansdtzen = mit  zunehmendem  beigefiigtem  Fettgehalt im
Zellkulturmedium zu. So steigt die Sekretion von TAG in den im vasQchip kultivierten
Zellen von 125nmol/mg Protein in der Kontrolle auf 177 nmol/mg Protein in
800 uM OPLA am starksten. Die 2D-Kultivierungsformen im 6- und 96-Well sekretieren
ohne zusatzliche Fettsauren ca. 30 nmol/mg Protein TAG in das Medium. Bei einer
Behandlung mit 800 uM OPLA steigert sich die Sekretion im 6-Well auf
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37 nmol/mg Protein und im 96-Well auf 73 nmol/mg Protein. Die Huh7-Zellen gleichen
mit der TAG-Sekretion die in Abbildung 82 A) nachgewiesene Fettsaurenaufnahme aus.
In einer gesunden menschlichen Leber werden nur < 5,5 % TAG gespeichert. Durch den
Import und direkte Sekretion wird dieses Gleichgewicht gehalten wodurch eine NAFLD
verhindert wird.??>224 Somit ist das Verhalten der Huh7-Zellen eine natiirliche Reaktion
auf eine erhchte Fettsdurennahrlosung. Zu den in Abbildung 82 B) prasentierten Daten
konnten Nagarajan ef al. in 2D kultivierten Huh? ein dhnliches Verhalten nachweisen.
Eine unbehandelte Kontrolle wies eine TAG-Sekretion von ca. 20 nmol/mg Protein auf,
wohingegen die Behandlung mit 800 uM OPLA diese auf {iber 30 nmol/mg Protein
erhohte.?l Die erhohte Aktivitdt in der Sekretion der 3D kultivierten Huh7-Zellen kann
auf eine verbesserte Kultivierungsform der Zellen hindeuten. Eine natiirlichere
Organisation der Zellen unterstiitzt deren metabolisches Verhalten, wodurch eine
bessere Replikation der in vivo-Bedingungen gewadhrleistet ist. Diese Verhaltensweise
kann auch in Hinblick auf die f-Oxidation bestatigt werden. In Abbildung 82 C) wird
das Ergebnis der 3-OHB-Analyse des Zellkulturmediums der unterschiedlich
kultivierten und behandelten Huh? gezeigt. Fettsiuren konnen entweder vollstindig
oxidiert oder als Energiespeicher in Ketone wie 3-OHB zwischengelagert werden.['%113]
Die Analyse von 3-OHB im Medium kann somit Auskunft iiber die Abbauwege von
Fettsauren in der Leber liefern. Je hoher der Fettsdurenanteil im Zellkulturmedium ist,
desto mehr nimmt in allen Kultivierungsformen die 3-OHB-Konzentration im Medium
ab (wie in Abbildung 82 C). Dabei liegt dessen Konzentration in den unbehandelten 3D
kultivierenten Huh7-Sphédroiden bei 8,59 umol/mg Protein 3-OHB und sinkt auf je
7,5 umol/mg Protein und 4,79 umol/mg Protein 3-OHB in 200 uM und 800 uM OPLA.
Die 2D-kultivierten Huh7-Zellen weisen hingegen 3-OHB-Konzentrationen von
1,69 umol/mg Protein 3-OHB im 6-Well und 29 umol/mg Protein 3-OHB im 96-Well im
unbehandelten Ansatz auf. Gunn et al. konnten nachweisen, dass die Huh7-Zellschicht
im HS ca. 1,9 pmol/mg Protein 3-OHB aufweist.? Somit kann die planare Kultivierung
von Huh?7 und deren (-Oxidation erfolgreich mit bekannten Parametern verifiziert
werden. Jedoch entspricht die Abnahme der -Oxidation in Prasenz einer erhchten
Fettsaurenkonzentration nicht den Erwartungen.'? Das Fettsdaurengleichgewicht
konnte unterstiitzend durch den Abbau von TAG in Acetyl-CoA wieder ausgeglichen
werden. Der fehlende Nachweis einer steigenden B-Oxidation in Abbildung 82 C)
konnte unter anderem durch die verzogerte Akkumulation von Ketonkdrpern im
Zellmedium erklart werden. Eine verlangerte Inkubation des Zellmediums auf den
Zellen vor dessen Analyse konnte dariiber genaueren Aufschluss geben. Im Anschluss
an die Messung der sekretierten Fettsauren wurde die intrazelluldare Konzentration der
von Olsdure, Palmitinsiure, Linolsidure und a-Linolensiure bestimmt (Abbildung 83).
Dabei wurden die unterschiedlichen Kultivierungsmethoden in 2D- und 3D-Zellkultur
im Zusammenhang mit einer natiirlichen (200 uM OPLA-Konzentration) oder erhohten,
pathogenen 800 uM OPLA-Konzentration verglichen. Die Palmitinsdure in
Abhiéngigkeit aller gemessener TAG liegt in allen Varianten zwischen 25 mol% und
33 mol% (Abbildung 83 A). Die Olsdure ist in allen Kultivierungsformen zwischen
30 mol% und 57 mol% in den Huh?7 nachweisbar (Abbildung 83 B) zu, wobei deren
intrazelluldres Verhaltnis zu anderen Fettsauren nicht durch die Zugabe einer hoheren
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OPLA-Supplementierung beeinflusst wird. Die Linolsdure (Abbildung 83 C) weist ein
dhnliches Verhalten auf. Die nachgewiesene intrazelluldre Konzentration der Linolsaure
liegt zwischen 6 mol% und 12 mol%. Lediglich die a-Linolensdure konnte nur
unregelmaflig in den unterschiedlichen Kultivierungsformen detektiert werden
(Abbildung 83 D). So konnten unter andrem nur in der Kontrolle im 6-Well eine
Konzentration von 0,4 mol% nachgewiesen werden. Die natiirlich vorkommende
geringe intrazelluldare Konzentration der a-Linolensdure konnte eine Ursache sein,
weshalb sie mithilfe der Gaschromatographie nicht mehr zuverlassig nachweisbar ist.
Fiir deren Analyse sollte somit auf ein anderes Nachweisverfahren wie beispielsweise
der radioaktiven Tracer zuriickgegriffen werden.?'*l Gunnetal. haben fiir planar
kultivierte Huh7-Zellen in 2 % HS dhnliche Fettsaurekompositionen ermitteln konnen.
27 mol% Palmitinsdaure ist vergleichbar mit den in Abbildung 83 A) verifizierten
30 mol%.
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Abbildung 82: Zellkulturmedienzusammensetzung und dessen Effekt auf den Fettmetabolismus in
verschiedenen Modellen der Leber. Huh7-Zellen wurden in den vier unterschiedlichen
Kultivierungsformen (6-Well, statischer vasQchip, Spharoid und 96-Well) fiir 7 Tage mit 200 uM oder
800 UM OPLA behandelt. Es wurde eine Fettsiuremischung aus OPLA (Olsaure, Palmitinséure,
Linolsdure und a-Linolensédure) im Verhéltnis von 50:35:14:1 mit 2 % humanem Serum (HS) eigesetzt.
Als Kontrolle diente das Medium ohne OPLA mit 2 % HS. Das Medium wurde alle 2 bis 3 Tage
gewechselt. An Tag 7 erfolgte die Analyse des Mediums, welches fiir insgesamt 24 h konditioniert
wurde. Graph A) zeigt die Aufnahme von freien Fettsauren (NEFA) relativ zur eingesetzten
Fettsduremenge, (B) stellt die Abgabe ins Zellkulturmedium von Triacylglycerol (TAG) und in C) die
von 3-Hydroxybuttersaure dar. In B) und C) wurden die Konzentrationen bezogen auf die vorhandene
Proteinmenge im Experiment.

Mittelwerte und deren Standardabweichungen erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten
Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, **p < 0,01 und **p < 0,001 versehen, welche mithilfe
des Student’s t-Test ermittelt wurden.
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Abbildung 83: Intrazelluldre Analyse von Palmitinsdure, Olsdure, Linolsdure und a-Linolensiure in
unterschiedlich kultivierten und behandelten Huh7-Zellen. Die Behandlung mit 200 uM oder
800 uM OPLA (Olséure, Palmitinsdure, Linolsdure und a-Linolsdure, 50:35:14:1) erfolgte fiir 7 Tage
mit einem Medienwechsel von 2-3 Tagen. Die Fettsdurebestimmung wurde mithilfe der
Gaschromatographie unter Verwendung eines Standards durchgefiihrt und auf die gemessene
Gesamtfettsaurekonzentration normiert.
Mittelwerte und deren Standardabweichungen erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten
Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, **p < 0,01 und **p < 0,001 versehen und mithilfe des
Student’s t-Test ermittelt.
Die mehrfachungesattigten Linol- und « Linolensdure-Vorkommen sind auch
vergleichbar mit den von Gunnetal. gemessenen Werten (Linolsdure 2,3 mol%;
a-Linolensdure 0,19 mol%).2®! Lediglich die ermittelte Olsiurenkomposition von
47 mol% ist von der Literatur mit einem Wert von 30,1 mol% abweichend.[208]
Zusammenfassend ist aber festzuhalten, dass die unterschiedlichen
Kultivierungsmethoden keinen signifikanten Einfluss auf die intrazelluldre
Fettsaurenkomposition von Palmitinsdaure, Olsdure, Linolsdure oder a-Linolensiure
haben. Neue Fettsauren werden in der DNL aus Acetyl-CoA in einer exergonen Reaktion
synthetisieret. Malonyl-CoA, ein Zwischenprodukt der DNL wird durch weitere
Katalyseschritte zu Palmitinsaure synthetisiert, welches der Grundbaustein fiir weitere
Fettsauren bildet.['”2%] Infolgedessen werden wihrend der Nahrungsaufnahme 30 %
der hepatischen Fettsduren iiber DNL generiert und im fastenden Zustand lediglich
5%.2%1  Dieses Verhalten ist im Zusammenhang mit der gesteigerten
Glucosekonzentration wahrend der Nahrungsaufnahme zu erkldren, da Glucose ein
essenzielles Substrat fiir die DNL ist. Eine Uberregulierung der DNL tragt zu der
hepatischen Steatose bei.l'””l Deswegen ist es von Interesse diesen Stoffwechselweg in
einem relevanten Lebermodell zu verfolgen und steuern zu kénnen. In Abbildung 84 ist
der prozentuale Anteil der neu synthetisierten Palmitinsdure durch die DNL, gegeniiber
der importierten Palmitinsdaure dargestellt. Die Huh7-Zellen wurden fiir die Analyse der
DNL in einer 2D-Zellkultur (6-Well oder 96-Well) oder in einer 3D-Zellkultur (Sphéaroid
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oder vasQchip) fiir 7 Tage mit 200 uM OPLA oder mit 800 uM OPLA behandelt. Durch
die Verwendung von deuteriertem Wasser, konnten die neu synthetisierten Fettsauren
mithilfe des eingebauten Deuteriums in der DNL eindeutig markiert werden. Eine
Analyse mithilfe der Massenspektrometrie ermdoglicht die Untersuchung des
Verhiltnisses von neu hergestellter Palmitinsdure gegeniiber eingeschleuster
Palmitinsdure. In Abbildung 84 ist die DNL von Palmitinsdure in mol % gegeniiber der
OPLA-Behandlung aufgetragen. Bei einer Behandlung mit 200 uM OPLA in der
planaren 6-Well Kultivierungsform ist die DNL von Palmitinsdure mit 3,9 mol% am
ausgepragtesten. Die DNL nimmt mit zunehmender Fettsaurenkonzentration ab, so ist
ein Riickgang auf 1,1 mol% DNL Palmitinsdure nach einer Behandlung mit
800 uM OPLA in der 6-Well-Platte ermittelt worden. Auch die anderen
Kultivierungsmethoden zeigten ein dhnliches Ergebnis. Die 3D-Kultivierung der Huh7
in Spharoid-Form fiihrt bei einer Zugabe von 200 uM OPLA lediglich zu einer
Konzentration von 0,6 mol% DNL Palmitinsdure, wahrend eine Behandlung mit
800 uM OPLA diese auf 0,1 mol% reduziert wird. Nagarajan et al. konnten bereits diesen
Riickgang bei einer erhohten Fettsdurenmedienzusammensetzung nachweisen.[2%!
Abbildung 83 A) zeigt, dass die gesamte intrazellulare Palmitinsdurekonzentration nicht
durch ein erhdhtes fetthaltiges Medium beeinflusst wird. Daraus ldsst sich schliefien,
dass die DNL wéhrend einer exogenen Zugabe von Palmitinsdure im Zellmedium,
reduziert wird. Diese Reduktion ist eine energieeffiziente Anpassung an die verdnderte
Mikroumgebung der Zellen. Wilke et al. fithrten eine humane Studie durch, in welcher
eine fettreiche mit einer fettarmen Erndhrung und dessen Auswirkung auf die DNL
analysiert wurde. Sie konnten auch einen Riickgang der DNL im Zusammenhang mit
einer erhohten Fettsdurenkonzentration in der Nahrung zeigen.??! Durch die in dieser
Arbeit bestatigten Literaturbefunde lédsst auf ein addquates Verhalten der Huh7-Zellen
auf eine erhohte Fettsdurenkonzentration schliefen. Nicht nur die Fettsduren selbst
sondern auch Glucose als Kohlenstoff-Lieferant spielet eine zentrale Rolle im
Fettmetabolismus der Leber. In der DNL ist Glucose die Hauptkohlenstoffquelle und
dessen Serumkonzentration reguliert unter anderem die DNL-Aktivitat.??1 Die
NEFA-Freisetzung im Fettgewebe wird durch einen erhdhten Glucosegehalt inhibiert,
wodurch indirekt die $-Oxidation von Fettsduren in den Mitochondrien reguliert
wird."? Deswegen kann die Aufnahme von Glucose in den Zellen Aufschluss tiber das
metabolische Verhalten von Hepatozyten liefern. Die Aufnahme von Glucose aus dem
Zellkulturmedium wurde in den unterschiedlich kultivierten Huh7-Zellen bestimmt
und ist in Abbildung 85 A) dargestellt. Die Huh7 wurden fiir 7 Tage mit einer 200 uM
und 800 puM OPLA Fettsdaurendidt und einer Glucosekonzentration von 5,5 mM
kultiviert. An Behandlungstag 7 wurde das fiir 24 h konditionierte Medium auf dessen
Glucosegehalt analysiert. Abbildung 85 A) zeigt die Glucoseaufnahme aus dem
Zellkulturmedium. Die Aufnahme bestand zwischen 70 % und 99 % der gesamten
verabreichten Glucose im Zellkulturmedium. Dabei ist kein Unterschied zwischen der
Glucoseaufnahme durch eine Behandlung mit OPLA festzustellen. In Analogie zu den
Aufnahmeexperimenten von NEFA (Abbildung 82 A) konnte auch keine Aufnahme in
den Huh?7 Sphéroiden nachgewiesen werden.
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Abbildung 84: Intrazelluldre Palmitinsdureanalyse in unterschiedlich kultivierten Huh?. Die Huh?7
wurden im 6-Well, im statischen vasQchip, als Spharoid oder in der 96-Well-Platte kultiviert. Zudem
wurden sie mit 200 pM und 800 uM OPLA (Olséure, Palmitinsaure, Linolsdure und a-Linolsaure,
50:35:14:1) und 10 % 2H:O fiir 7 Tage behandelt. Anschlieflend erfolgte die Analyse der intrazellularen
Palmitinsdurekonzentration mithilfe von Gaschromatographie mit nachfolgender
Massenspektrometrie. Dargestellt ist die prozentuale de novo Lipogenese (DNL) von Palmitinsdure im
Vergleich zum gesamten gemessenen intrazelluldren Palmitinsdurevorkommen.
Mittelwerte und deren Standardabweichungen erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten
Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, **p < 0,01 und **p < 0,001 versehen und mithilfe des
Student’s t-Test ermittelt.
In Abbildung 85B) ist die Lactasesekretion dargestell, welche auf die
Proteinkonzentration der jeweiligen Ansatze normiert wurde. Die 3D-Huh?7-Spharoide
und im statischen vasQchip weisen eine 4,8-fache bis 5,6-fach stdrkere Sekretion
gegeniiber der 6-Well Kontrolle auf. Insgesamt ist in jeder Kultivierungsform eine
sinkende Lactasesekretion zu beobachten. In der 96-Well-Platte sinkt die Sekretion von
20,9 umol/mg Protein in der unbehandelten Kontrolle, auf 17,9 umol/mg Protein bei
einer Behandlung mit 200 uM OPLA und schliefSlich auf 13 umol/mg Protein mit
800 uM OPLA. Dieser Trend konnte auch von Gunn et al. in planar kultivierten Huh7
beobachtet werden.'"® Eine Reduktion der Lactasesekretion weist auf eine Verschiebung
der Glykolyse in Richtung einer aeroben Synthese von Pyruvat hin.??l Pyruvat
wiederum ist ein essenzielles Substrat in der DNL, wodurch diese beeinflusst werden
kann.'I Die Supplementierung des Zellmediums mit 200 uM und 800 uM OPLA fiihrte
zu metabolischen Huh7-Reaktionen, welche teilweise von Gunnetal. und
Nagarajan et al. bereits bestatigt wurden. Die 3D-Kultivierung in Form von Sphéaroiden
und im statischen vasQchip sind in der Sekretion von TAG, 3-OHB und Lactat den der
2D kultivierten Huh? tiiberlegen. Die intrazelluldaren OPLA-Konzentrationen sind in
allen Kultivierungsformen &hnlich und die DNL reprédsentiert im 6-Well die
physiologischen Bedingungen am besten. Erste Grundlagen fiir eine Erweiterung des
Lebermodells mit Huh7 zur 3D-Rekonstrution in einem natiirlichen supplementierten
Nahrmedium wurden in dieser Arbeit erzielt. Die nachsten Schritte waren eine
Verifizierung der durchgefiihrten Analysen, sowie die Verwendung des vasQchips
unter fluidischen Bedingungen.
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Abbildung 85: Messung der Glucoseaufnahme und Lactasesekretion in verschiedenen Lebermodellen.
Huh7-Zellen wurden zum Vergleich im 6-Well, statischen vasQchip, Spharoid oder in einem 96-Well
fiir 7 Tage kultiviert. Die Behandlung mit unterschiedlichen Fettsduren (200 uM oder 800 uM OPLA
(Olsdure, Palmitinsiure, Linolensiure und a-Linolensdure), 50:35:14:1), wurde jeden 2.bis 3. Tag
erneuert. Anschliefend erfolgte eine Analyse des 24 h konditionierten Mediums. In A) wurde die
Glucoseaufnahme basierend auf der urspriinglich eingesetzten Konzentration bestimmt. B) zeigt die
abgegebene Laktase in das Zellkulturmedium der unterschiedlich kultivierten Huh?.

Mittelwerte und deren Standardabweichungen erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten
Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, **p < 0,01 und **p < 0,001 versehen und mithilfe des
Student’s t-Test ermittelt.

3.5.1.2 Verhalten von primdren Leberzellen in einem
supplementierten Nahrmedium

Primédre Hepatozyten sind in der Leberforschung das reprasentativste Modell einer
menschlichen Leber.?”! Durch die Verwendung der Upcyte Technologies™ Hepatozyten
wurde im Vergleich zu Leberhepatomzellen, wie den Huh?7, eine Alternative eingesetzt,
die primédren Hepatozyten sehr dhnlich sind.'¥] Im folgenden Abschnitt wird deren
Verhalten in einer Mediensupplementierung mit zusatzlichen Fettsauren analysiert. Es
wurde zundchst die Reaktion der Hepatozyten auf Palmitinsdaure getestet. Daraufhin
wurden physiologischere Bedingungen, mit einer Mischung aus unterschiedlichen
Fettsauren (OPLA und POLA) auf Hepatozyten und LSEC untersucht. In Kapitel 3.5.1.1
wurde bereits das von Nagarajan et al. etablierte OPLA und POLA-Zellmedium
beziiglich einer natiirlicheren Fettsiurenkonzentration mit moglicher Induktion einer
hepatischen Steatose vorgestellt.[2] Die nattirliche, gesunde
Fettsaurensupplementierung in Form von OPLA und POLA, welche fiir eine Induktion
von NAFLD eingesetzt werden kann, sind in Kapitel 4.1.5 aufgelistet. Die Anwendung
dieser Zellmedien wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Shilpa Nagarajan im Zeitraum
vom 14.02.2023 bis 28.02.2023 am Institut fiir Funktionelle Grenzflichen des KITs
durchgefiihrt.

Induzierte Lipidakkumulation in Hepatozyten

Palmitinsdure ist die am hdufigsten vorkommende Fettsdure im menschlichen
Korper.?0 Sie wird entweder iiber die Nahrung aufgenommen oder iiber DNL
intrazellular aus Pyruvat synthetisiert.1”l In der Leberforschung wird Palmitinsaure
unter anderem in Studien zur hepatischen Steatose eingesetzt um die
Lipidakkumulation in Hepatozyten zu induzieren.?**%3l Die verwendeten Hepatozyten
im vasQchip sollen auf deren Fahigkeit der Fettakkumulation tiberpriift werden.
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Dadurch kann ein Einsatz des etablierten Lebermodells im vasQchip aus Kapitel 3.3.2
im Bereich der hepatischen Steatose gewahrleistet werden. Zunéachst erfolgte die visuelle
Uberpriifung der Fettsiureneinlagerung in Hepatozyten durch Anwendung einer
Oil-Red-O Farbung. Dieser fettlosliche Farbstoff markiert Lipide und eignet sich zur
Visualisierung von Lipidtropfen in Zellen.4 Die Hepatozyten wurden fiir 24 hund 48 h
ohne Zusatz von Palmitinsdaure und mit 0,4 mM Palmitinsdure und dessen
Losungsmittel DMSO inkubiert. In Abbildung 86 ist die morphologische Veranderung
durch die Behandlung einer Oil-Red-O Farbung dargestellt. Eine Behandlung durch
0,4 mM Palmitinsdure 16st eine Lipidakkumulation in den Hepatozyten aus (Abbildung
86 E und F). Die Farbung der Lipidtropfen durch Oil-Red-O lasst erkennen, dass diese in
den Kontrollen in Abbildung 86 A-D geringfiigig gefarbte Lipidtropfen vorhanden sind
wohingegen die behandelten Hepatozyten in Abbildung 86 E und F eindeutig eine
Farbung aufweisen. Somit ist die Bildung der Lipidtropfen eindeutig auf die
Behandlung mit Palmitinsdure zuriickzufithren. Nach Braveetal. wurden
physiologische Palmitinsaurenkonzentrationen eingesetzt, die zu einer hepatischen
Steatose fiihren. Sie konnten einen &hnlichen Effekt der Lipideinlagerung in
HepG2-Zellen nachweisen, zeitgleich wurde zudem eine erhohte Apoptose der
Hepatozyten nachgewiesen.?*!l Weitere Studien bestétigen die lipotoxische Eigenschaft
von Palmitinsdure.?2231 Die Viabilitdt der Hepatozyten im Zusammenhang mit einer
Palmitinsduren-Behandlung wurde deswegen {iiberpriift und ist in Abbildung 87 A)
dargestellt. Die Viabilitit der Hepatozyten, sowie LSEC wurden nach einer
Palmitinsdurebehandlung (0,1 mM bis 0,5 mM) mit fiir 24 h, oder 48 h iiberpriift. In
Abbildung 87 ist die Viabilitat in Abhéngigkeit zur Palmitinsaurenkonzentration
aufgetragen. Die Viabilitit der Hepatozyten ist erst bei einer Konzentration von
0,5 mM Palmitinsaure signifikant reduziert. Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen
sinkt die Viabilitdt auf 69 % nach 24 h bei einer Behandlung mit 0,5 mM Palmitinsaure
(Abbildung 87 A). Zhu et al. konnten eine zeit- und dosisabhdngige Toxizitat von
Palmitinsdure in HepG2 nachweisen. Sie reduzierten die Viabilitdt nach 24 h bei einer
Konzentration von 0,2 mM Palmitinsdaure signifikant.?®?. LSEC sind die Leberzellen,
welche als erstes auf die Lipotoxitizat in NAFLD reagieren.?® Im Hinblick auf die
Induktion der hepatischen Steatose in Kokultur im vasQchip wird daher die Viabilitat
der LSEC im Zusammenhang mit einer Palmitinsdurenbehandlung analysiert. In
Abbildung 87 B) ist deren Viabilitdt in einer zeit- und dosisabhdngigen Beziehung
dargestellt. Deren Zellviabilitat sinkt kontinuierlich und liegt nach einer 48 -stiindigen
Inkubation bei einer Palmitinkonzentration von 0,5 mM bei 23 % im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Daraus ergibt sich bei einem Behandlungszeitraum von 48 h
ein ICs-Wert von 0,32 mM. Externe Lipide gelangen durch die LSEC-Schicht im
Sinusoid zu den darunterliegenden Hepatozyten.?*l Somit stehen sie in direktem
Kontakt mit den ankommenden Fettsdauren und reagieren dementsprechend spezifisch
auf sie. Gengetal. konnten eine Toxizitait von Palmitinsdure auf primar isolierte
Hepatozyten nicht bestatigen, jedoch wurde lediglich ein Behandlungszeitraum von 3 h
betrachtet und Rattenzellen eingesetzt.[?) Anhand dieser prasentierten Ergebnisse sollte
bei einer Verwendung von Palmitinsdure fiir LSEC auf ein Konzentrationslimit von
0,32 mM beachtet werden um ein 50 %igen Viabilitatsverlust zu vermeiden.
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Abbildung  86: Palmitininduzierte Lipideinlagerung in  Hepatozyten. Es  wurden

5-10* Hepatozyten/cm? in einem pu-Slide-8-Well ausgesdt und fiir 3 Tage inkubiert. Es folgte ein

Mediumwechsel mit 0,4 mM Palmitinsdure, dessen Losungsmittel DMSO und einer unbehandelten

Kontrolle. Die Behandlung erfolgte fiir jeweils 24 h und 48 h und wurde durch eine Oil-Red-O Farbung

der Lipidtropfen mithilfe eines Lichtmikroskop visualisiert.

Mikroskop: Inverses Lichtmikroskop Leica DMIL LED, Maf3stab = 50 pm.
Die Verwendung einer einzigen Fettsdure fiir die Induktion einer hepatischen Steatose
spiegelt die pathophysiologischen Bedingungen in der Leber nicht naturgetreu wieder.
Es wird vermutet, dass NAFLD verstarkt durch gesattigte Fettsduren wie die
Palmitinsaure verursacht wird. Jedoch kommt Palmitinsdure immer in Kombination mit
ungesittigten Fettsduren wie der Olsdure, der Linolsiure oder der a-Linolensdure
vor.222%1 Dije Viabilitit der LSEC und Hepatozyten wurde deswegen in einer
natiirlicheren Mischung aus Fettsdauren analysiert. Dabei wurde das von Nagarajan et al.
etablierte Verhaltnis von OPLA fiir eine ausgewogene Erndhrung gewéhlt und POLA
fiir eine Induktion einer hepatischen Steatose.?*! Die Zellen wurden einer 3-tagigen
Behandlung von 200 uM bzw. 800 uM OPLA oder POLA unterzogen. Anschliefsend
wurde die Viabilitdt wurde mithilfe eines MTT-Assays bestimmt (Abbildung 87 C). Die
gemessene Fluoreszenz der behandelten Proben wurde auf die unbehandelte Kontrolle
normiert. Die Viabilitat ist somit in Abhdngigkeit zu den unterschiedlich behandelten
Zellen aufgetragen. Keine der untersuchten Mediumkompositionen fiihrt zu einer
Reduktion der Zellviabilitat. Die LSEC weisen eine konstante Viabilitat von 100 % auf.
Hingegen fiihrt die Zugabe der Fettsdauren zu einer erhohten Proliferation der
Hepatozyten. Die gesteigerte Viabilitdt ist jedoch unabhdngig beziiglich der
unterschiedlichen Medienzusammensetzungen, was von Nagarajan et al. in planar
kultivierten Huh7-Zellen bereits ermittelt wurde.?l Die erhohte Viabilitat der Zellen

durch eine Fettsaurenmischung im Vergleich zur reinen Palmitinsdure kann dadurch
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erklairt werden, dass Olsidure und Linolsdure die Hepatozyten vor
Palmitinsaure-induziertem oxidativem Stress und Inflammation schiitzt.[''32%21 Durch
diese Viabilitdsanalyse konnte erfolgreich gezeigt werden, dass die im vasQchip
verwendeten Hepatozyten und LSEC in einem hepatischen Steatose-Modell einsetzbar
waren, da sie mit der Literatur vergleichbar auf externe Reize tiber die zusatzliche
Zufuhr von Fettsauren reagieren. Zudem konnte eine mogliche Toxizitat auf die LSEC
durch Palmitinsdure nicht verifiziert werden, wenn diese zusammen mit ungesattigten
Fettsduren kultiviert werden. Eine visuelle morphologische Anderung der Hepatozyten
und LSEC durch die Behandlung von OPLA und POLA erfolgte mikroskopisch

(Abbildung 88). Dafiir wurden die Leberzellen fiir 3 Tage mit 200 uM bzw.
800 uM OPLA oder POLA behandelt.
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Abbildung 87: Viabilitatsanalyse von Hepatozyten und LSEC nach Behandlung mit verschiedenen
Fettsdurekombination. Es wurden 5-10* Hepatozyten/cm? und 1-10* LSEC/cm? in einer 96-Well-Platte
ausgesat und fiir 3 Tage inkubiert. Es folgte ein Medienwechsel mit Palmitinsdure, dessen
Losungsmittel DMSO, einer unbehandelten Kontrolle sowie 200 uM bzw. 800 uM OPLA und POLA
(Olsdure, Palmitinsiure, Linolsdure und a-Linolensiure). Die Behandlung erfolgte in C) fiir 3 Tage
und A) und B) fiir jeweils 24 h und 48 h. Die Viabilitdt der Zellen wurde durch ein MTT-Assay
quantifiziert und auf die jeweilige unbehandelte Kontrolle mit 100 % normiert. Mittelwerte und deren
Standardabweichungen erfolgten aus n=3. Werte mit einem signifikanten Unterschied zur Kontrolle
wurden mit *p < 0,005, **p < 0,01 und ***p < 0,001 versehen und mithilfe des Student’s t-Test ermittelt.
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Abbildung 88: Kultivierung von LSEC und Hepatozyten im fettsdurehaltigen Medium fiir 3 Tage. Es
wurden 5-10* Hepatozyten/cm? und 1-10* LSEC/cm? in einer 96-Well-Platte ausgesat und fiir 3 Tage
inkubiert. Es folgte ein Medienwechsel mit 200 uM oder 800 uM OPLA oder POLA (Olsédure,
Palmitinsdure, Linolsdure und a-Linolensdure). Die Behandlung erfolgte fiir 3 Tage und die
Morphologie der Zellen wurde durch eine Aufnahme mithilfe eines Lichtmikroskop visualisiert.
Mikroskop: Inverses Lichtmikroskop Leica DMIL LED, Mafistab = 50 pm.
Als Vergleich wurde eine unbehandelte Kontrolle analysiert. Die LSEC weisen keine in
Abbildung 88 erkennbaren phanotypischen Verdnderungen gegeniiber der
unbehandelten Kontrolle auf. Gengetal. konnten keine Palmitin- und Olsdure
induzierten Lipidtropfenakkumulation in HUVEC sowie in primar isolierten
Ratten-LSEC nachweisen.l?®! Die Hepatozyten hingegen reagieren mit einer sichtbaren

Lipidtropfenbildung. Diese sind besonders in den 800 uM OPLA und POLA zu
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erkennen. Diese Erkenntnis korreliert mit den Befunden von Nagarajan et al. Sie konnten
eine erhohte intrazellulare TAG-Konzentration mit 800 uM OPLA/POLA gegeniiber
einer Behandlung mit 200 uM dergleichen Fettsduren nachweisen. Ein eindeutiger
morphologischer Unterschied zwischen POLA und OPLA ist durch dieses Verfahren
nicht ersichtlich. Eine Farbung der Lipidtropfen mit Oil-Red-O konnte dartiiber
genaueren Aufschluss geben, war jedoch in diesem Zusammenhang durch zeitliche
Einschrankungen nicht mehr moglich.

In diesen ersten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die im vasQchip
verwendeten LSEC und Hepatozyten, grundlegenden Eigenschaften besitzen, welche
fiir eine in vitro Rekonstruktion von NAFLD erforderlich sind.

Eine Analyse im fluidischen vasQchip muss noch durchgefiihrt werden. Der Einsatz des
Lebermodells im vasQchip zur in vitro Rekonstruktionen der NAFLD ermdoglicht deren
Untersuchung beziiglich der Fettakkumulation und die damit involvierten
biochemischen Prozesse.?” Durch die Verwendung von vaskularisierten
3D-Lebermodellen konnten in einer Langzeitkultivierung die chronischen Effekte der
NAFLD analysiert werden, was bisher in 2D-Zellkultur noch nicht moglich ist.[?”1 Somit
ist eine Etablierung des NAFLD-Modells im vasQchip ein vielversprechendes Ziel.

3.5.2 Erweiterte Dreidimensionalitit durch Verwendung
eines artifiziellen Gewebes im umgebenden
Kompartiment des vasQchips

Um die 3D Leberrekonstruktion im vasQchip weiter voranzutreiben, sollte im
umgebenden Kompartiment auch eine 3D-Kultur aus Hepatozyten und Cholangiozyten
zur Ausbildung der Gallengédnge ermdglicht werden. Dazu miissen die Zellen dem
Blutgefafd in einer 3D-Anordnung prasentiert werden, was durch das Einbringen der
Zellen in einer Stiitzmatrix erfolgen. Dabei wird auf bioaktive Materialien gesetzt, die
als Stiitzstruktur fiir eine raumliche 3D-Zellkultur geeignet sind.l'*'° Idealerweise
sollten die Zellen die Stiitzmatrix durch eine ECM ersetzen und so eine gewebedhnliche
Zellorganisation kreieren. Gelatine-basierte Hydrogele eignen sich auf Grund ihrer
einfachen und vielseitigen Anwendung als Stiitzmaterialien®#! Durch eine
Methacrylatfunktionalisierung der Gelatine kann das sogenannte GelMA
(Gelatine-Metacrylamid), ein semi-synthetisches Hydrogel, quervernetzt werden. Durch
photoinduzierte Polymerisation kann dessen viskoelastische Eigenschaft kontrolliert
werden.*2238] Durch dessen biologische Kompatibilitat und gezielte Vernetzung fand es
bereits vielseitig Anwendung im Tissue Engineering 244231 Miinoz et al. konnten jedoch
nachweisen, dass die Zellviabilitit in GelMA durch UV-Strahlung, Nebenreaktionen
und Nebenprodukte in der photoinduzierten Quervernetzung des Hydrogels
beeintrachtigt wird.?! Eine Alternative zu GelMA ist die Norbornen-funktionalisierte
Gelatine (GelNB). Die selektive Polymerisation der Norbornengruppen mit Thiolen in
einer photoinduzierten Thiol-ene Reaktion reduziert die Radikal-induzierte Zelltoxizitat
und es wird eine Homopolymerisation desselben Gelatinemolekiils unterbunden,
wodurch ein hochdefiniertes homogenes Netzwerk entsteht.?¥l Basierend auf einer
Photoclick-Reaktion fiihrt die Kombination einer thiolierten Gelatine (GelS) mit dem
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GeINB zu einer schnell aushadrtenden, Crosslinker-freien Hydrogelherstellung.[?2241
Durch ein homogenes Netzwerk, reduzierte Photoinitiatorkonzentration und
verbesserte Zellviabilitit zeichnet sich das GelNB/GelS-Hydrogel gegeniiber dem
GelMA positiv ab.??l Die geeignete Verwendung von GelMA oder GelNB/GelS fiir das
Lebermodell im vasQchip wurde in Kapitel 3.5.2.1 untersucht. Das Hydrogel soll im
umgebenden Kompartiment des vasQchips das Hepatozytengewebe unter dem
Sinusoid rekonstruieren. Abbildung 89 den geplanten Aufbau des Hydrogels im
umgebenden Kompartiment des vasQchips schematisch wieder. Diese 3D-Erweiterung
des vasQchips bietet die Aussicht auf eine noch genauere natiirliche Rekonstruktion des
Sinusoids. Zudem konnte durch Verwendung von 3D-Biodruckmethoden das
verwendete Hydrogel gezielt und in kontrollierter Form in das umgebende
Kompartiment eingebracht werden, wodurch weitere Moglichkeiten der strukturellen
Rekonstruktion erdenklich waren.['*!

Kompletter vasQchip Mikrokanal ~ Medienfluss — LSEC

Hepatozyten  Hydrogel —umgebendes Kompartiment

Abbildung 89: Schematische Darstellung der 3D-Umgebung im umgebenden Kompartiment des
vasQchip durch den Einsatz von Hydrogelen als Stiitzmatrix fiir die rdumliche Kultivierung der
Hepatozyten. Der perforierte Mikrokanal wird von Lebersinusoidale Endothelzellen (LSEC)
ausgekleidet und mit einem Medienfluss durchstromt.

3.5.2.1 Voruntersuchungen fiir die Kultivierung der Hepatozyten
im Hydrogel

GelMA, GelNB und GelS wurden von M. Sc. Alisa Grimm und M. Sc. Sonja Leopold
(Institut fiir Funktionelle Grenzflachen, KIT, AG Prof. Dr. Schepers) synthetisiert und
zur Verfiigung gestellt. Dabei erfolgte die in Schema 4 dargestellte GelMA-Synthese
nach Van Den Bulcke et al.#2l Aminhaltige Aminosauren der Gelatine, wie Lysin und
Hydroxylysin reagieren mit Methacrylsdureanhydrid (MAA) in einer nucleophilen
Acylsubstitution zu GelMA.¥24281  GelINB wurde unter l6sungsmittelfreien
Bedingungen nach Gockler et al. hergestellt.”?l Analog zu der GeIMA-Synthese wurden
die Lysinseitenketten der Gelatine funktionalisiert. Dafiir wurden zunéchst
5-Norbornen-2-Carboxylsdaure ~ (NBCA) mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimid (EDC) und N-Hydroxysuccinimd (NHS) aktiviert. Anschliefend wurde
Gelatine zu GelNB umgesetzt (Schema 5 A). Die GelS-Synthese erfolgte, wie zuvor von
Van Vlierberghe et al. berichtet, nach der Schema 5 B) aufgefiihrten Reaktion.l“”) Wobei
der Thiolaceton-Ring von N-Acetyl-DL-Homocystein Thiolacton (AHCT) bei einem pH-
Wert von 10 durch die beiden nucleophil wirkenden funktionellen Gruppen geoffnet

wird.[??]
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Schema 4: GelMA Synthese nach Van Den Bulcke efal.¥  Gelatine wird mithilfe von

Methacrylsaureanhydrid (MAA) zu GelMA funktionalisiert.
Die synthetisierten Hydrogele wurden auf ihren Funktionalisierungsgrads
charakterisiert. Die viskoelastische Eigenschaft der Hydrogele ist dabei abhangig vom
Vernetzungsgrad des Hydrogels und steht somit im Zusammenhang mit den
verfiigbaren photoreaktiven Gruppen. Die freien photoreaktiven Gruppen koénnen
quantitativ im Vergleich zur Gelatine bestimmt werden, wodurch sich der
Funktionalisierungsgrad definiert.?? Die Hydrogele wurden anhand dessen in die
Funktionalisierungsgrade High (97 %) und Medium (53 %) eingeteilt und analysiert.1??]
Die Hydrogele GeIMA und GelNB/GelS erlangen ihre viskoelastischen Eigenschaften
durch deren Vernetzung in einer Photopolymerisation. Die freien Vinylgruppen der
Methacrylatgruppe in GelMA wurden nach Gabe eines Photoinitatiors.
polymerisieren.l In GelNB/GelS wurde die Vernetzung durch eine Thiol-En
Click-Reaktion zwischen dem Thiol von GelS und der Norbornengruppe des GelNB
katalysiert.[?]

'd N\
A) GelNB Synthese
o =
(@)
OH
~NH2 _NH
0]
a wor_ s
EDC/NHS H 0] Q
NH MES, pH 6-7,5

<2 50°C, 18 h __NH

Gelatine GelNB

B) GelS Synthese
N
_NH, <Y
Ny

HoN— AHCT - ”
Carbonat-Bicarbonat, H
pH 10 —N

NH2 40°C, 3 h b
Gelatine GelS

Schema 5: Wasserbasierte Synthese von GeINB und GelS. A) Gelatine wird mit
5-Norbornen-2-Carboxylsdure (NBCA) zu GelNB funktionalisiert. B) GelS wird aus Gelatine und
N-Acetyl-DL-Homocystein Thiolacton (AHCT) synthetisiert. Synthese nach Gockler et al.[??!
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In Schema 6 ist die Vernetzung von GeIMA und GelNB/GelS mithilfe des Photoinitators
Lithium Phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinat (LAP) abgebildet. LAP ist durch
seine biokompatiblen Eigenschaften ein weitverbreiteter Photoinitiator im
Tissue Engineering.1224+2411 Eine Absorption in einem Spektrum von 380 nm bis ins
sichtbare Licht fiihrt zu Radikalen, welche die Kettenpolymerisation von Hydrogelen
unterstiitzen.* Freie Radikale konnen jedoch eine zytotoxische oder mutagene Wirkung
aufweisen.??l Aufgrund dessen wurde der Photoinitiator zunachst auf eine mogliche
Zeit- und Dosis-korrelierende Toxizitdt gegeniiber den Hepatozyten und LSEC
untersucht. Die Hepatozyten und LSEC wurden nach einer 3-tagigen Inkubation mit 3 %
bis 0,003 % LAP (w/v) fiir 10 min oder 72 h behandelt und anschliefSend auf deren
Viabilitat untersucht. In Abbildung 90 ist die Zellviabilitit gegentiber der
LAP-Konzentration aufgetragen. Abbildung 90 A) zeigt die Viabilitat der Hepatozyten
und LSEC nach einer 10-miniitigen LAP-Behandlung. Der daraus resultierende
ICs-Wert fiir Hepatozyten betragt 1,9 %, wohingegen bei den LSEC ein ICso-Wert von
1,5 % bestimmt werden konnte. Wird zum Vergleich die toxische Wirkung von LAP
nach 72h in Abbildung 90 B) betrachtet, so ergeben sich ICs;-Werte von 1,3 % fiir
Hepatozyten und 0,94 % fiir LSEC. In Analogie zu den LSEC konnten Gockler et al. einen
ICso-Wert von 0,04 % nach einer Behandlungszeit von 24 h auf HUVEC ermitteln.??l Im
Vergleich dazu reagieren die Leberzellen nach einer 72-stiindigen Inkubation weniger
sensibel auf LAP, wobei der ICso-Wert der Hepatozyten bei 1,3 % nach 72 h liegt.
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A) Photopolymerisation von GelMA
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rB) Photopolymerisation von GeINB und GelS
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Schema 6: Photopolymerisation von GelMA (A) und GelNB und GelS (B) durch Lithium Phenyl-2,4,6-
trimethylbenzoylphosphinat (LAP) und langwelliges UV-Licht im Bereich von 320 bis 500 nm und
einer Bestrahlungsdichte von 500 mW/cm?
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Durch die Viabilitdtsanalyse von LAP auf die im vasQchip eingesetzten Leberzellen,
kann eine maximale Konzentration von 0,94 % LAP empfohlen werden. Die
Photopolymerisation von GelMA wird iiblicherweise mit 0,3 % LAP (w/v) durchgefiihrt
wihrend fiir ein GeINB/GelS-Hydrogel 0,03 % LAP eingesetzt wird. So konnen beide
Hydrogele beziiglich der LAP-Konzentration bedenkenlos eingesetzt werden. Eine
toxische Wirkung durch die Bestrahlung mit UV-Licht wurde durch einen weiteren
Viabilitatstest untersucht Abbildung 90 C). Die Leberzellen wurden fiir 30s mit
UV-Licht im Bereich von 320 - 500 nm und einer Bestrahlungsdichte von 500 mW/cm?
bestrahlt und anschliefsend deren Viabilitat mithilfe des MTT-Assays quantifiziert. Die
Bestrahlungsbedingungen wurden an die Photoinduktion von LAP angepasst.
Abbildung 90 C) zeigt die Viabilitdit unbehandelter Leberzellen in Abhangigkeit zur
UV-Bestrahlung. Die Hepatozyten zeigen im Vergleich zur Kontrolle mit 94 % Viabilitat
keinen Effekt beziiglich einer UV-Behandlung auf. Im Vergleich dazu weisen LSEC eine
erhohte Proliferation im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle auf. Ein negativer
Einfluss durch die UV-Bestrahlung fiir die Vernetzung der Hydrogele kann somit
ausgeschlossen werden. Andere Quellen berichten von vergleichbaren Ergebnissen
beziiglich der Zellviabilitat durch UV-Bestrahlung.??!

A) 10min LAP B) 72h LAP
150 150
g 100 g 100-
b b
=50+ £ 50+
- -
3 0,3 0,03 0,003 3 03 0,03 0,003
LAP [%] LAP [%]
Q)
UV-Bestrahlung
300] =% = [SEC

Hl Hepatozyten

Viabilitiit [%)

uv

Abbildung 90: Viabilitatsbestimmung von LSEC und Hepatozyten nach Behandlung mit dem
Photoinitiator LAP. Es wurden 5:10* Hepatozyten/cm? und 1:10* LSEC/cm? in einer 96-Well-Platte
ausgesat und fiir 3 Tage inkubiert. Anschliefend wurde mit 3 %, 0,3 % 0,03 % und 0,003 % LAP (w/v)
fir 10 min (A) und 72h (B) behandelt. C) zeigt die Viabilitit der Leberzellen nach einer 30 s
UV-Bestrahlung mit 320-500 nm und 500 mW/cm? Die Quantifizierung der Viabilitdt erfolgte
mithilfe des MTT-Assays. Mittelwerte und deren Standardabweichungen erfolgten aus n=3. Werte mit
einem signifikanten Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, **p <0,01 und **p <0,001
versehen und mithilfe des Student’s t-Test ermittelt.

121



Ergebnisse und Diskussion

Jedoch werden mogliche mutagene, nichtletale Schaden der DNA in diesem Fall nicht
berticksichtigt, die aber bekanntermafien bei diesen Wellenldngen auftreten konnten.42!
Aufgrund dessen wurde bei den Photopolymerisationon der Hydrogele auf eine geringe
Bestrahlungszeit sowie auf eine niedrige LAP-Konzentration geachtet. Nach erfolgter
Untersuchung des Photoinitiators und Einfluss auf die Viabilitit der Hepatozyten
wurde anschlieffend deren Wachstumsverhalten und Viabilitat im Hydrogel untersucht.
Hierfiir ~wurden die Hydrogele GeIMA und GelNB/GelS in ihren
Funktionalisierungsgraden Medium und High mit einer Konzentration von 4 % (w/v)
analysiert. Es wurden 50-10* Hepatozyten in 200 ul Hydrogel in einer 48-Well-Platte
eingesetzt. Fiir die Vernetzung von GelMA wurden 0,3 % LAP eingesetzt, wohingegen
in GelNB/GelS eine LAP-Konzentration von 0,03 % ausreichend war. Beide
Hydrogeltypen wurden durch eine Bestrahlung mit 500 mW/cm? fiir 30 s polymerisiert.
Nach erfolgter Vernetzung der Hydrogele wurden diese mit dem Kokulturmedium
tiberschichtet und kultiviert. Dabei erfolgte alle 2-3 Tage ein Medienaustausch.
GelNB/GelS wurde an Tag4 und Tag8 durch eine Lebend-/Tod-Farbung mit
Calcein-AM und PI analysiert. GelMA eingeschlossene Hepatozyten wurden an Tag 7
und 14 durch eine Lebend-/Tod-Farbung untersucht. Abbildung 91 =zeigt die
konfokalmikroskopischen Aufnahmen, in Form von 3D-Projektionen, der markierten
nekrotische Hepatozyten (rot) sowie der mit Calcein-AM markierten viablen Zellen
(griin). Eine Tiefenfirbung gibt dabei Auskunft tiber die rdumliche Verteilung der
Hepatozyten im Hydrogel. Wird die Morphologie der Hepatozyten in GelMA nach
einem Kultivierungszeitraum von 7 Tagen betrachtet, so ist in den Abbildung 91 G und
J nur eine kugelige Morphologie erkennbar. Erst nach insgesamt 14 Tagen konnte in
GelMA High eine Ausrichtung der Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 91 K).
Wiahrend GelMA in den unterschiedlichen Vernetzungsgraden neben einer erhohten
Toxizitat keine, bis deutlich verzogerte Ausstreckung der Zellen zeigt, sind bereits nach
4 Tagen in den GelNB/GelS-Hydrogelen ausgestreckte Zellen vorhanden. Durch die
Lebend-/Tod-Farbung lassen sich eindeutig die metabolisch aktiven Zellen im Vergleich
zu den toten, nekrotischen Zellen identifizieren. Werden die Hepatozyten in
GelMA Medium und High an Tag 3 verglichen, so waren in GelMA Medium 59 % und im
GelMA High 50 % tote Zellen zu erkennen. Die zeitliche Analyse des
Wachstumsverhalten der Hepatozyten in den unterschiedlichen Hydrogelen hat
ergeben, dass GelNB/GelS eine schnellere Ausstreckung der Zellen hervorruft als in
GelMA. Deren Verhalten ist GelMA um ca. 7 Tage verzogert nachzuweisen. Zudem
konnte durch die Lebend-/Tod-Farbung eine erhohte Reduktion der Viabilitdt in
GelMA Medium ermittelt werden. Dieser Unterschied konnte durch die Abweichung in
der LAP-Konzentration erkldrt werden. Fiir die Polymerisation von GelNB/GelS wird
0,03 % LAP eingesetzt, wohingegen in GelMA die zenfache Konzentration, 0,3 %
verwendet wird.?? Dieses Verhalten wird durch die Toxizitatsanalyse des
Photoinitiators zudem in Abbildung 87 A) und B) bestatigt. Fiir die 3D-Kultivierung von
Hepatozyten in einer Stiitzstruktur wird deswegen das GelNB/GelS High empfohlen.
Fiir die in Kapitel 3.5.2.2 vorgestellte 3D-Erweiterung des umgebenden Kompartiments
im vasQchip wurde somit ausschliefdlich GeINB/GelS verwendet.
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Tiefenfarbung

GelINB/GelS Medium

GeINB/GelS High

GelMA Medium

GelMA High

Abbildung 91: Lebend-/Tod-Farbung in Gelatine-basierten Hydrogelen. 50-10* Hepatozyten/Well
wurden in den unterschiedlichen Hydrogelen GelMA Medium und High und GeINB/GelS Medium und
High eingebracht. Die Zellviabilitit wurde durch eine Markierung der lebenden Zellen mit
Calcein-AM bestimmt, wiahrend nekrotische Zellen mit Propidiumiodid (PI) markiert wurden. In
GeINB/GelS wurde nach jeweils 4 und 8 Tagen eine Markierung und in GeIMA nach 7 und 14 Tagen
durchgefiihrt. Durch inverse Konfokalmikroskopie wurden z-Stack Messungen durchgefiihrt, deren
3D-Projektionen abgebildet sind. Zur Veranschaulichung der rdumlichen Struktur des Hydrogels
wurden in C, F, [ und L die Tiefenfarbungen dargestellt.
Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm) Rot: PI (Ax=493nm, Aem=636nm), Griin:
Calcein-AM  (Aex=495nm, Aem=515nm), Konfokalmikroskop= Leica STELLARISS5, z-Stack
Parameter: 5 um zwischen jeder Aufnahme, fiir 300 bis 500 um, Mafistab = 200 pum.
GelNB/GelS bietet zudem den Vorteil einer homogenen Vernetzung und eine mogliche
Anwendung im 3D-Biodruck.?? Hydrogele finden in der Leberforschung bereits eine
vielseitige Anwendung. Funktionalisierte Hydrogele mit beispielsweise Norbornen,
oder Galactose werden dabei eingesetzt um die Funktionalitdt von Hepatozyten zu
verlangern und zu erhalten.?#-241 Aufierdem wird bereits an einer Spezialisierung der
Stiitzmatrix fiir Lebermodelle geforscht. Dafiir werden unter anderem dezellularisierte
ECMs organischen Ursprungs verwendet, welche in Kombination mit GelMA fiir eine
natiirlichere bioaktive Umgebung fiir Hepatozyten sorgen.?*l Somit bietet die
Kultivierung von Hepatozyten in Hydrogelen ein weitgefachertes Potential fiir
zukiinftige Anpassungen und Anwendungen, welche eine in vitro Rekonstruktion der

Leber zunehmend verbessert.
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3.5.2.2 Applikation des Hydrogels im vasQchip

Im Folgenden wird die Erweiterung des in Kapitel 3.3.2.1 etablierten Lebermodells
durch ein artifizielles Gewebe im umgebenden Kompartiment untersucht
Dr. Vanessa Kappings (Institut fiir Toxikologie und Genetik, KIT, Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Schepers) hat unter anderem in ihrer Dissertation bereits erfolgreich GelMA im
umgebenden Kompartiment eingesetzt um eine vaskularisierte Dermis ndherungsweise
zu rekonstruieren.*! Fiir eine verbesserte Rekonstruktion des Sinusoids im vasQchip
wurde das in Kapitel 3.5.2.1 ermittelte GeINB/GelS High eingesetzt. Zunédchst wurden
50-10* Hepatozyten in 200 ul eines 4 %igen GelNB/GelS High-Hydrogel im umgebenden
Kompartiment eingebracht. Die Vernetzung des Hydrogels erfolgte mithilfe von
0,03 % LAP (w/v), einer Bestrahlungsdichte mit 500 mW/cm? und einer Wellenldnge von
375nm fiir 30s. Am darauffolgenden Tag wurde der Mikrokanal an die
Mikrofluidikpumpe angeschlossen und bei einem Volumenstrom von 50 ul/min fiir
6 Tage kultiviert. In Abbildung 92 A-D ist deren qualitative Auswertung mithilfe einer
Lebend-/Tod-Farbung in einer z-Stack Projektion der konfokalmikroskopischen
Aufnahmen abgebildet. Die horizontale Aufnahme in Abbildung 92 B) und deren
Tiefenfarbung in C) zeigt eindeutig eine Aussparung des Mikrokanals im Hydrogel.
Insgesamt ist eine homogene Zellverteilung mit {iberwiegend viablen, ausgerichteten
Zellen zu sehen. Das Hydrogel ist jedoch nicht ausreichend hoch genug, um das
komplette umgebende Kompartiment zu befiillen. Dies wird ersichtlich durch die
geringe Zellzahl tiber der Wolbung des Mikrokanals in Abbildung 92 B). Deswegen
wurde fiir die Kokultur mit LSEC im Mikrokanal mit einer rechteckigen Gussform
(22 cmlang, 2 mm breit, 5 mmhoch) fiir das Hydrogel gearbeitet, welches eine
Lokalisierung des Gels spezifisch um den Mikrokanal erzeugt. In Abbildung 92 F) - H)
wird die Lebend-/Tod-Farbung der kokultivierten Hepatozyten im Hydrogel und LSEC
im fluidischen Mikrokanal des vasQchips abgebildet. Dafiir wurden wie zuvor
50-10* Hepatozyten in 200 ul eines 4 %igen GelNB/GelS High-Hydrogels im
umgebenden Kompartiment eingebracht und vernetzt. Nach einer 3-tagigen statischen
Inkubation wurden 10-10* LSEC nach der etablierten Methode im Mikrokanal
eingebracht und am folgenden Tag mit der Mikrofluidik verbunden. Nach einer
fluidischen Kultivierung von 3 Tagen bei einem Volumenstrom von 50 pl/min wurde
anhand einer Lebend-/Tod-Farbung die Viabilitat bzw. die Ausrichtung der Leberzellen
analysiert. Die unterschiedlichen 3D-Projektionen der konfokalmikroskopischen
Aufnahmen in Abbildung 92 F)-H) geben einen Uberblick iiber die raumliche
Verteilung und Viabilitdt der eingebetteten Hepatozyten im Hydrogel. Durch die
Tiefenfarbung in I) — K) wurde die homogene dreidimensionale Verteilung der Zellen in
der Stiitzmatrix bestatigt. Die zu 66 % viablen Hepatozyten im Hydrogel weisen eine
zellulare Ausrichtung auf. Die Verwendung einer rechteckigen Gussform erzielte den
gewlinschten Effekt eines hoheren Hydrogels iiber dem Mikrokanal des vasQchips. So
weist dieses nun eine Hohe von 400 pum auf, wohingegen ohne Gussform nur eine Hohe
von 40 um erreicht wurde. Die Lebend-/Tod-Farbung zeigt zudem die konfluente, viable
Zellschicht der LSEC im Mikrokanal. Durch die vorldufige Etablierung des
GelNB/GelS-Hydrogels im umgebenden Kompartiment des vasQchips, eroffnet eine
Vielzahl an potenziellen Anwendungsmoglichkeiten.
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Lebend-/Tod-Farbung

Tiefenfairbung Lebend/-Tod-Farbung

Abbildung 92: 3D-Erweiterung im umgebenden Kompartiment des vasQchips durch Anwendung des
GelNB/GelS-Hydrogels. 50-10* Hepatozyten wurden in 200 pl GeINB/GelS High eingebettet und im
umgebenden Kompartiment mithilfe von 0,03 %LAP und einer Bestrahlung von 30 s bei 500 mW/cm?
ausgehartet. A) - E) wurden fiir 6 Tage an der Mikrofluidikpumpe bei einem Volumenstrom von
50 pl/min kultiviert. In F) - K) wurden nach einer 3-tidgigen statischen Inkubation des Hydrogels
10-10¢ LSEC in den Mikrokanal eingebracht. Am darauffolgenden Tag wurde der Mikrokanal an die
Mikrofluidikpumpe angeschlossen und fiir 3 Tage kultiviert. Die Viabilitat der Zellen im vasQchip
Lebersystem wurde mithilfe der Lebend-/Tod-Farbung durch Calcein-AM und Propidiumiodid (PI)
analysiert. Durch inverse Konfokalmikroskopie wurden z-Stack-Messungen durchgefiihrt und deren
3D-Projektionen in A), B), D) und F) -H) dargestellt. A), F) und I) zeigt die laterale Ansicht wohingegen
C), H) und K) die horizontale Seitenansicht zeigt.

Rot: PI (Aex=493nm, Aem=636nm), Griin: Calcein-AM (Aex=495nm, Aem=515nm),
Konfokalmikroskop = Leica STELLARISS5, z-Stack Parameter: 5um Abstand zwischen den
Aufnahmen, fiir 300 bis 500 um, Mafstab =200 um

So konnte durch den Einsatz von 3D-Biodruckmethoden eine definierte
Hydrogelstruktur erzeugt werden, die eine Schichtung mit unterschiedlichen
Zellkompositionen in der Biotinte erlaubt. Gockler et al. konnten die Verwendung des
GelNB/GelS-Hydrogels als Biotinte fiir den spezifischen 3D-Duck von gezielten
Hydrogelformen mit integrierten Zellen bereits erfolgreich etablieren.l??l Durch die hohe
Modularitat der 3D-Biodruckmethode ist es moglich auf schnelle und einfache Weise
neue Strukturen und Bioumgebungen entsprechend den Anforderungen zu
erschaffen.l!l Das ist ein Vorteil gegeniiber dem vasQchip, dessen Struktur nur durch
weitaus mehr Aufwand verdndert werden kann. Deswegen wére es von grofier
Bedeutung, wenn auch die LSEC mit dem GelNB/GelS kompatibel sind. So konnte das
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Hydrogel die rdaumliche Stiitzfunktion des Mikrokanals iibernehmen und ware
entsprechend den Anwendungsbedingungen modular formbar. Erste positive
Untersuchungen beziiglich der LSEC-Viabilitit gegeniiber LAP und der UV-Strahlung
wurden bereits in Kapitel 3.5.2.1 unternommen. Zukiinftig sollte noch ein konfluentes
Wachstum der LSEC auf dem Hydrogel verifiziert werden. Mit dieser Arbeit sind jedoch
erste vielversprechende Grundlagen fiir ein Hydrogel-basiertes Lebermodell etabliert
worden. Eine verbesserte Zellfunktionalitdt und mechanische Eigenschaften werden
bereits heute durch Multikomponentenhydrogele erzeugt.?¥”! Zukiinftig konnte durch
Kombinationen unterschiedlicher bioaktiver Komponenten im Hydrogel das Verhalten,
die Viabilitdt und die Funktionalitdt von Zellen organspezifisch optimiert werden.
Kizawa et al. haben bereits ein Verfahren entwickelt, welches nicht auf eine Stiitzmatrix
angewiesen ist, aber dennoch einen positiven Einfluss auf die Zellfunktion von
Leberzellen hat.?*! Durch Kombination dieser vielfdltigen Ansitze fiir die
3D-Rekonstruktion der Leber konnen zukiinftig artifizielle Lebermodelle hergestellt
werden, welche die in vivo Bedingungen widerspiegeln, Tierversuche obsolet machen
sowie zu einer effizienten Wirkstoffforschung fithren.
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3.5.3 Differenzierte Leberzellen - Die alternative,
erneuerbare Leberzellenquelle aus Stammzellen

Die steigende Anzahl an Lebererkrankungen und eine erhohte Nachfrage an
orthotrophischen Lebertransplantationen, lasst die Leberforschung alternative Ansétze
der Behandlung und Forschung einschlagen. Dazu zdhlt unter anderem die
Verwendung von differenzierten Leberzellen aus humanen induzierten, pluripotenten
Stammzellen (hiPSC).2#! Diese sind eine valide Alternative zu primadrisolierten
Leberzellen, welche begrenzt verfiigbar sind und eine limitierte funktionelle
Lebensspanne haben.2#201 hiPSC zeichnen sich als vielseitige, hoch modulare
potenzielle Alternative ab. Sie sind im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen ethisch
weniger fragwiirdig, da sie aus unterschiedlichen bereits differenzierten Zelltypen
riickprogrammiert werden.?#%!l Die Differenzierung von Hepatozyten, LSEC,
Kupfferzellen und Stellatzellen wurden bereits erfolgreich nachgewiesen. 1250252254
Wodurch die Grundlagen geschaffen sind, ein Lebermodell ausschliefllich aus
differenzierten Leberzellen zu erschaffen. Die hiPSC konnten auch im etablierten
Lebermodell des vasQchips ihre Anwendung finden. Es konnten die funktionellen
Eigenschaften der differenzierten Leberzellen im Organ-on-a-Chip Modell weiter den
in vivo-Bedingungen angepasst werden. Infolgedessen wurde in dieser Arbeit die
mogliche Verwendung differenzierter LSEC im vasQchip untersucht. Im folgenden
Abschnitt wurde zunéchst die Pluripotenz der hiPSC analysiert und diese anschliefiend
in LSEC differenziert.

3.5.3.1 Pluripotenznachweis der Stammzellen

Pluripotente Stammzellen konnen entweder aus embryonalen Stammzellen oder durch
Induktion von bereits differenzierten Zellen gewonnen werden.?! Die Induktion der
differenzierten Zellen erfolgt iiber die somatische Reprogrammierung mit den vier
Faktoren Oct3/4, SOX2, Klf-4 sowie c-myc und wurde erstmalig von Takahashi et al.
publiziert.?!l Induzierte pluripotente Stammzellen konnen sich nahezu unbegrenzt
teilen und sind fiir Differenzierungen in alle drei Keimblatter (Mesoderm, Endoderm
und Ektoderm) einsetzbar, was die Voraussetzung ist, um fast jeden Zelltyp des
menschlichen Korpers differenzieren zu kénnen.?*! Die in dieser Arbeit verwendeten
hiPSC, die sogenannte WTC11 hiPSC-Linie wurde aus menschlichen Fibroblasten
riickprogrammiert.[?>2l Bevor sie einer Differenzierung unterzogen wurden, erfolgte
ein  Pluripotenznachweis durch  Immunfluoreszenzmarkierung  spezifischer
Pluripotenz-Marker sowie eine fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie. Oct3/4 und
Nanog sind Transkriptionsfaktoren, welche in Stammzellen stark exprimiert werden.
Zusammen sind sie unter anderen fiir die Aufrechterhaltung der Pluripotenz in
embryonischen Stammzellen verantwortlich.?4255257.258] Beide Marker werden sowohl
fiir die Reprogrammierung von somatischen Zellen zu iPSCs als auch fiir den
Differenzierungsverlauf von iPSCs zu somatischen Zellen eingesetzt.?12 In
Abbildung 93 ist die qualitative Analyse der Pluripotenz von WTCI1 durch eine
Immunfluoreszenzmarkierung von Nanog und Oct3/4 (Maus Anti-human Nanog
Priméarantikorper/ Ziege Alexa Fluor®488 Anti-Mouse Sekundérantikorper; Kaninchen
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Anti-human Oct-3/4 Primarantikorper/ Hithnchen Alexa Fluor®-647 Anti-Kaninchen
Sekundarantikorper) nachgewiesen. 3-10* WTC11/cm? wurden in einem u-Slide-8 -Well
fiir 3 Tage kultiviert und anschlieffend auf die Immunfluoreszenzmarkierung mithilfe
einer Fixierung, Permeabilisierung und Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen
vorbereitet. In Abbildung 93 wird die Pluripotenz der hiPSC durch die
Immunfluoreszenz von Oct3/4 und Nanog mikroskopisch nachgewiesen. Zudem wurde
eine quantitative Analyse des Oct3/4 positiven WTC11-hiPSC Populationsanteils
mithilfe der Durchflusszytometrie ermittelt, welche in Zusammenarbeit mit
M. Sc. Juliana Pfeifer (Institut flir Funktionelle Grenzflachen, KIT, Arbeitskreis
Prof. Schepers) durchgefiihrt wurde. Es wurden fixierte, permeabilisierte und blockierte
WTC11 mit Maus Anti-human Oct3/4-PE-Antikorper, oder dessen Isotypkontrolle
(Maus PE konjugierter Anti-IgG1 Antikorper) konjugiert. Unbehandelte fixierte WTC11
dienten als Negativkontrolle. Anschlieffend wurde mithilfe der Durchflusszytometrie
der prozentuale Anteil der Oct3/4 positiven Zellen quantifiziert. Eine
Fluorophor-spezifische Anregung wahrend der Durchflusszytometrie verursacht eine
Fluoreszenz des Fluorophor, sowie Streulicht jeder Zelle, welches durch eine
Photodiode erfasst und quantifiziert werden kann.l?l Durch das Verhaltnis an Streuung
und spezifischer Fluoreszenz kann die Zellpopulation beziiglich positiv markierter
Zellen analysiert werden. Abbildung 94 zeigt die Anzahl der gemessenen Events
ausgelost durch durchflieSende, angeregte WIC11 gegeniiber der markierten WTC11
durch die Fluoreszenz von Anti-Oct3/4-PE. Die Isotypkontrolle wird zur Verifizierung
der spezifischen Bindung von Anti-Oct3/4-PE eingesetzt. Anhand der in Abbildung 94
prasentierten Daten konnte ein 93,3 %iger Populationsanteil mit einer positiven
Oct3/4-Markierung ermittelt werden. Dieses Ergebnis ldasst auf ein 93,3 % Anteil an
pluripotenten WTCI11 in deren Population zuriickschliefen. Das Verhiltnis von
pluripotenten =~ Stammzellen gegeniiber =zufillig differenzierten Zellen ist

ausschlaggebend fiir eine erfolgreiche, spezifische Differenzierung der hiPSC.
Hoechst33342 Oct3/4

Nanog

Abbildung 93: Immunfluoreszenz-Untersuchung der Pluripotenz der hiPSC-Linie WTCI11.
3-10* WTC11/cm? wurden in einem p-Slide-8 —Well bis zur Konfluenz kultiviert, mit anschlieSender
Fixierung, Permeabilisierung und Blockierung unspezifischer Bindestellen. Oct3/4 und Nanog
wurden mithilfe einer Immunfluoreszenzmarkierung (Maus Anti-human Nanog Primérantikorper/
Ziege  Alexa Fluor®488 Anti-Mouse Sekundéarantikorper; Kaninchen Anti-human  Oct-3/4
Primérantikorper/ Hiithnchen Alexa Fluor®-647 Anti-Kaninchen Sekundéarantikdrper) und
konfokalmikroskopisch visualisiert. Zudem wurde die DNA im Zellkern durch eine Hoechst33342-
Markierung veranschaulicht.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem =465 nm), Rot: Oct3/4 (Aex=658 nm, Aem =675 nm), Griin:
Nanog (Aex =499 nm, Aem = 520 nm), Konfokalmikroskop = Leica STELLARIS 5, Mafsstab =50 pum.

128



Ergebnisse und Diskussion

Bereits differenzierte Zellen werden nicht mehr in die gewiinschten Zelltypen
differenziert und vermindern so die Ausbeute in einer Differenzierung. In der Literatur
werden Stammzellen mit einem Oct3/4 Anteil von ca. 90 % als pluripotent eingestuft.120]
93,3 % nachgewiesene Pluripotenz durch Oct3/4 und eine einheitliche
Immunfluoreszenzmarkierung in Abbildung 93 bieten somit eine hervorragende
Ausgangsposition fiir die Differenzierung der LSEC, welche im folgenden Kapitel
besprochen wird.

Q

2 3 Isotypkontrolle
a 2 I Anti-Oct3/4-PE
5 o
> &
o o
) (Fps
o L]
T &
E -
z &

= L T T T

10° 10t 10° 10° 10 10°

Anti-Oct3/4-PE

Abbildung 94: Pluripotenzanalyse von WTCI11 mithilfe der Durchflusszytometrie. 3-10° WTC11
wurden fixiert, permeablilisiert und die unspezifischen Bindungsstellen blockiert. Anschliefiend
wurden jeweils 1-10° WTC11 mit entweder Oct3/4-PE oder der Isotypenkontrolle konjugiert,
unbehandelte WTC11 dienten zur Kontrolle der Immunmarkierung. Mithilfe der
Durchflusszytometrie konnte die Anzahl der mit Oct3/4-PE positiv markierten hiPSC quantifiziert
werden.

Durchflusszytometer: Guava® easyCyte™. Entstanden in Zusammenarbeit mit M. Sc. J. Pfeifer.

3.5.3.2 Differenzierung von LSEC aus hiPSC

Eine erfolgversprechendes Differenzierungsprotokoll orientiert sich an den
embryonalen Entwicklungsstadien des Zelltyps.l?!] Im Mausmodell wurde ein vendser
Ursprung der Lebergefifle ermittelt.*?l Die Differenzierung von Arterien und Venen
wird in der frithen Embryogenese durch die Bildung von Angioblasten aus dem
Mesoderm unter dem Signalwegeinfluss von Hedgehog, Notch und dem
vaskular-endothelialem  Wachstumsfaktor ~ (VEGF) festgelegt.2632641  Diese
grundlegenden Erkenntnisse hat Kouietal. angewendet und eines der ersten
Differenzierungsprotokolle fiir LSEC entwickelt. Innerhalb von 27 Tagen ist es moglich
LSEC &ahnliche Zellen aus hiPSC zu generieren.02%1 In Abbildung 95 ist der
schematischer Ablauf der LSEC-Differenzierung dargestellt. Zugleich wurde die in
dieser Arbeit durchgefiihrte Differenzierung anhand von Aufnahmen mit dem inversen
Lichtmikroskop verfolgt und in Abbildung 95 dargestellt. Durch den Einsatz von
unterschiedlichen Zytokinen wurden die hiPSC in Stadium 1 in mesodermale Zellen
differenziert. Dabei erfolgte zu Beginn der Differenzierung, ausgelost durch eine
zellabweisende Oberflache, eine Kultivierung in einer dreidimensionalen
Zellaggregatform. Deren mikroskopischen Aufnahme ist in Abbildung 95 A) dargestellt.
Die mesodermalen Zellen wurden an Differenzierungstag 13 durch eine
magnetisch-aktivierte Zellsortierung (MACS®) selektiv nach CD34 positiven Zellen
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sortiert. Diese Methode verwendet eine spezifische, antikérpervermittelte (FITC
konjugierter Anti-human CD34 Primarantikorper/ MicroBeads gekuppelter Anti-FITC
Sekundarantikorper) Markierung durch magnetische Mikropartikel. Durch ein
angelegtes Magnetfeld werden markierte Zellen zuriickgehalten, wahrend unmarkierte
Zellen ungehindert passieren.?l Der morphologische Unterschied der selektierten
Zellen und des Durchflusses wird in Abbildung 95 C und D ersichtlich. Die zwei
selektierten Zellpopulationen der endothelialen Vorlauferzellen wurden in Stadium 3
zu LSEC-Vorldufer expandiert und in Stadium 4 final zu LSEC differenziert. In
Stadium 5 liegen laut Koui et al. ausdifferenzierte LSEC vor. Abbildung 95 H zeigt eine
konfluente Zellschicht, welche im Vergleich mit kommerziell erworbenen LSEC
(Abbildung 95 I) eine dhnliche Morphologie aufweisen. Fiir eine explizite Analyse des
Differenzierungsvorganges wurde diese mithilfe einer Immunfluoreszenzmarkierung
von CD31 verfolgt. CD31 ist ein Zelladhdsionsprotein welcher als Endothelzell-Marker
verwendet wird und in LSEC verstarkt im Cytoplasma auftritt.® In Abbildung 96
erfolgte eine Immunfluoreszenzmarkierung von CD31 im Verlauf der
LSEC-Differenzierung, welche in Abbildung 95 bereits erwahnt wurde. Parallel dazu
wurden die Zellkerne und das Aktizytoskelett wie bereits beschrieben mit Hoechst33342
und Phalloidin-TRITC markiert, um die gesamte Zellpopulation in den jeweiligen
Differenzierungsstadien zu identifizieren. So wird in Abbildung 96 A-D des Stadiums 2
erkennbar, dass nur vereinzelt Zellen positiv mit CD31 markiert wurden. Durch eine
MACS®-Sortierung der CD34+ Zellen in Abbildung 96 K) und der negativ selektierten
Population in Abbildung 96 G) ein Unterschied beziiglich der Konfluenz der Zellen,
sowie der CD31-Markierung deutlich. Die Selektierung der Zellen beziiglich CD34
fiihrte somit eindeutig zu einer Anreicherung CD31-exprimierender Zellen. Die laut
Kouiet al. so gewonnenen endothelialen Vorlduferzellen kénnen so in den ersten
Stadien nachgewiesen werden.?! Werden die positiv selektierten Vorlduferzellen zu
LSEC weiter differenziert, zeigen die Abbildung 96 M-T einen Fortbestand der
homogenen CD31-Markierung, sowie eine konfluente Zellschicht.
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Abbildung 95: Schematische Darstellung der LSEC-Differenzierung nach Koui et al. Innerhalb von
27 Tagen konnen anhand dieses Protokolls aus humanen induzierten pluripotenten Stammzellen
(hiPSC) LSEC differenziert werden. Dabei erfolgt zunichst eine mesodermale Differenzierung, die
durch eine CD34-spezifisch magnetisch aktivierte Zellsortierung (MACS®) endotheliale
Vorlduferzellen gewonnen werden. Durch eine 7-tigige Expansion der Zellen werden im finalen
Schritt die LSEC-Vorldufer zu gereiften LSEC differenziert. In Abbildung A-H wurde die
LSEC-Differenzierung aus der hiPSC-Linie WTC11 verfolgt und mit kommerziellen LSEC verglichen
(Abbildung I).

Mikroskop: Inverses Lichtmikroskop Leica DMIL LED, Maf$stab = 100 um (A +1I) und 50 um (B - H).
Abbildung nach Koui et al.[250]
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Abbildung 96: Immunfluoreszenzmarkierung der Differenzierung von LSEC aus human induzierten
pluripotenten Stammzellen nach Koui et al.1 WTC11 wurden in Stadium 1 zu mesodermalen Zellen
differenziert, welche im Stadium 2 in einem inhomogenen Gemisch mit endothelialen Vorlauferzellen
vorliegt. Mithilfe der MACS®-Sortierung von CD34 wurden die endothelialen Vorlduferzellen
spezifisch selektiert (Abbildung I-J). Die nichtselektierte Zellpopulation wurde zum Vergleich in
Abbildung E-H dargestellt. Die Vorlduferzellen wurden in Stadium 4 zu LSEC-Vorladuferzellen
differenziert, welche in Stadium 5 (Abbildung Q-L) final zu maturierten LSEC differenziert wurden.
Der Verlauf der Differenzierung wurde durch die Immunfluoreszenzmarkierung von CD31 (FITC
gekuppelter Maus-Anti-human CD31-Primarantikorper/ Alexa Fluore-488 Ziege-Anti-Maus
Sekundarantikorper), sowie der histochemischen Markierung der DNA mit Hoechst und des
Aktinzytoskellets mit Phalloidin-TRITC durch mikroskopische Aufnahmen visualisiert.

Blau: Hoechst33342 (Aex=355nm, Aem=465nm), Gelb: Phalloidin-TRITC (Aex=540-545 nm,
Aem = 570-573 nm), Griin: CD31 (Aex = 499 nm, Aem = 520 nm) Konfokalmikroskop =Leica STELLARIS 5,
Mafsstab =100 pm.
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Eine weitaus explizitere Analyse der Differenzierung kann durch das
Expressionsverhalten spezifischer LSEC- und Stammzellmarker erfolgen. Am Ende der
jeweiligen Stadien wurde die mRNA-Expression der Endothelzellmarker CD31 sowie
VE-Cadherin und die LSEC-spezifischen LYVE-1 und CD206 analysiert. Die Expression
wurde auf deren mRNA- Expression in LSEC der Firma Upcyte Technologies normiert
(Abbildung 97 A). Die mRNA-Expression von CD31 steigerte sich um das 2,47-fache bis
zum 4. Stadium, in dem laut Kouietal. ausdifferenzierte LSEC vorliegen sollten.
VE-Cadherin hingegen erreichte eine maximale Expression nach der MACS®-Sortierung
in Stadium 3 (0,9-fache Expression) und sank in Stadium 4 wieder auf 0,1. Der
LSEC-spezifische Marker LYVE-1 nahm im Laufe der Differenzierung bis zu einer
maximalen 1,01-fachen mRNA-Expression in Stadium 4 zu. CD206 wurde lediglich in
Stadium 3 mit einer 0,09-fachen Expression ermittelt. Wurde in Stadium 3 die relative
Expression zwischen den unsortierten und durch MACS® sortierten auf endotheliale
Vorlduferzellen selektierte Zellpopulationen verglichen, so wurde ein deutlicher
Anstieg von CD31 (29,75-fach), VE-Cadherin (7,67-fach), LYVE-1 (0,09) und CD209
(0,09-fach) ermittelt. Somit kann von einer erfolgreichen Sortierung von Endothelzellen
ausgegangen werden. Auch Koui et al. konnte eine deutliche Erh6hung der CD31 und
VE-Cadherin Expression durch die Selektion der Zellen vermerken. Aufierdem
ermittelten sie eine Steigerung der LSEC-spezifischen Marker LYVE-1 und Stabilin-2
(STAB2) in den gereiften LSEC am Ende des 4. Stadiums. Das Verhalten von LYVE-1 ist,
wie in Abbildung 97 A) zu entnehmen, vergleichbar mit den publizierten Daten. Jedoch
entspricht der Abfall der Expression von VE-Cadherin von Stadium 3 auf Stadium 4
nicht der publizierten Daten.??02¢ Eine mogliche Erklarung dieser Unterschiede in der
Expression ist die Verwendung von unterschiedlichen hiPSC. Ein Phanomen welches
Kouietal. durch LSEC-Differenzierungen mit unterschiedlichen hiPSC bereits
nachweisen konnte.’! Mit der erfolgten Expressionsanalyse waren somit erste Erfolge
einer LSEC-Differenzierung nachweisbar. Eine weitere Verifizierung mit zusatzlichen
LSEC-spezifischen Markern wie STAB2 und einem mesodermalen Marker wie
Mesoderm-posterior-1-Homolog (MESP1) wiirde die Charakterisierung noch
untermauern. Die Pluripotenz der Zellen, wahrend der LSEC-Differenzierung wurde
iiber die Expression von Nanog und Oct3/4 im Vergleich zu undifferenzierten WTC11
verfolgt. Deren zeitliche relative Expression im Verlauf der Differenzierung ist in
Abbildung 97 B) zu erkennen. Bereits in Stadium 2 ist die Expression von Nanog um das
0,27-fache gegeniiber nicht differenzierten hiPSC gesunken. Oct3/4 folgt diesem Trend
mit einem 0,22-fachen Riickgang und ist ab Stadium 3 nicht mehr detektierbar,
wohingegen bei Nanog noch eine relative Expression in Stadium 3 von 0,01-fach
nachgewiesen wurde. Der Verlauf der Oct3/4-Expression konnte auch von Koui et al.
durch eine RT-qPCR nachgewiesen werden, wohingegen sie die Expression von Nanog
nicht ermittelten.?®! Der Riickgang der Pluripotenzmarker Nanog und Oct3/4 wird auch
in der embryonalen Entwicklung beobachtet. Bei einer Differenzierung der embryonalen
Stammzellen wird die Expression von Nanog und Oct3/4 sofort verringert.?¢”l Somit
entspricht das nachgewiesene Verhalten in Abbildung 97 B) dem natiirlichen Verlauf
einer Differenzierung.
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Abbildung 97: mRNA-Expressionsanalyse der LSEC-Differenzierung aus humanen induzierten
Stammzellen. Die Differenzierung wurde mit WTC11 nach Vorschrift von Koui et al. durchgefiihrt.250
Nach Beendigung der jeweiligen Stadien wurden die Zellen lysiert und auf deren mRNA-Expression
beziiglich (A) CD31, VE-Cadherin, LYVE-1 und CD206 und in (B) auf Nanog und OCT3/4 mithilfe
einer RT-qPCR untersucht. Die Auswertung der RT-qPCR wurde mithilfe der AACt-Methode
durchgefiihrt, die Proben wurden in A) auf kommerzielle LSEC und in B) auf die undifferenzierten
hiPSC normiert (=1). Als Referenzgen wurde GAPDH verwendet. Die Mittelwerte und deren
Standardabweichungen erfolgten in beiden Experimenten aus n=3. Werte mit einem signifikanten
Unterschied zur Kontrolle wurden mit *p < 0,005, **p< 0,01 und **p < 0,001 versehen, welche mithilfe
des Student’s t-Test ermittelt wurden.
Der Riickgang der Pluripotenz in den differenzierten LSEC ist ein weiteres Indiz einer
erfolgreichen Herstellung von LSEC aus einer erneuerbaren Quelle. Danoy et al. konnte
in einer Analyse des Transkriptoms, der nach Koui et al. differenzierten LSEC zeigen,
dass die gereiften LSEC verglichen mit primdren LSEC aus der Leber eine potentielle
Alternative darstellen.?® Die gewahlte Differenzierungsmethode analysiert laut
Gageetal. den moglichen arteriellen und vendsen Ursprung wahrend der
Differenzierung nicht, weswegen sie eine alternative Differenzierung von LSEC
vorschlagen die diesen Signalweg beriicksichtigt.?°!l Fiir zukiinftige Anwendungen aus
hiPSC differenzierten LSEC sollten noch weitere Analysen unternommen werden, um
den Reifegrad der differenzierten LSEC zu ermitteln. Ebenfalls werden heutzutage
bereits aus hiPSC differenzierte Hepatozyten in Leberkrankheitsmodellen eingesetzt,
welche neben den LSECS aus hiPSC die patientenspezifische Anwendung den
verschiedenen pathogenen Lebermodellen im vasQchip begiinstigen.l?*®l Diese Arbeit
lieferte die Grundlagen fiir die Kultivierung und die Adaption an Blutfluss, Stiitzmatrix,
Beschichtungen und Kultivierungsbedingungen, worauf in Zukunft aufgebaut werden

kann.2#1
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4 Material und Methoden

4.1 Material
4.1.1 Zelllinien

Zelllinie
Hepatomzelllinie

Human hepatocellular
carcinoma cell line,
humane
Leberkrebszelllinie
Humane Hepatozyten
(Donor: 653-03,

Lot: 653-0320180219.1)
Lebersinusoidale
Endothelzellen

Abkiirzung

Huh7

HepG2

LSEC

4.1.2 Verbrauchsmaterial

Artikel
Zellkultur
0,1-10 uL Spitzen
1,5 mL Reaktionsgefafs

1,5 mL Reaktionsgefafs Bernstein

100-1250 uL Spitzen

12 Well-Platten

1-200 pL Spitzen

15 mL Zentrifugenrohrchen
1x8 Tube Strips PCR 0,2 mL
2 mL Reaktionsgefafs

24 Well-Platten

3,5 cm Petrischalen

48 Well-Platten

50 mL Zentrifugenrohrchen
6 cm Petrischalen

6 Well-Platten

96 Well-Platten

96 Well-Platten (Zellabweisende

Oberflache)
CryoFreeze Tube 1.8 ml
Rundboden

Einwegkantile (griin 21G 0,8x120)

Hersteller
Zur Verfligung gestellt von
Dr. Camilla Pramfalk
(Karolinska Institutet)

Upcyte Technologies GmbH

Upcyte Technologies GmbH

Hersteller Artikelnummer
VWR®International 613-0732
Eppendorf AG 211-2120
Eppendorf AG 211-2130
VWReInternational 391-3662
Corning Inc. 392-0049
VWReInternational 613-5001
Corning Inc. 613-2104
Brand KH54.1
Eppendorf AG 525-0384
Corning Inc. 734-2743
VWR®International 391-3325
VWR®International 734-2326
Corning Inc. 391-3450
VWR®International 391-3210
Corning Inc. 700-1425
Corning Inc. 391-3325
Greiner-Bio-One 650970
Biozym 129-0584
Braun 612-0141
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Medienflasche Nalgene® steril,
PETG, 250 ul
Neubauer-Zahlkammer
Pasteurpipetten 23 cm, Glas
Reagenzgeservoir

Serologische Pipetten 10 ml
Serologische Pipetten 5 ml
Spritzen 20 mL

T25 Nunclon™ Sphera™ Flaschen

Transwell® 0,4 um PC
Verschlussfolie PARAFILM®
Zellkulturflachen (175 cm?)
Zellkulturflaschen (25 cm?)
Zellkulturflaschen (75 cm?)
u-slide 8 well

vasQchip
3M Transferklebeband

Deckglaschen ¢ 32 mm, #1,5
Female Luer Lock Coupler
Hose Clip

iPore Track-etched membrane,
10¢Ionen/cm?

Luer Connector Male

Luer Lock Connector Female
Luer Plug Male

Pattex Repair Extrem

Tygon LMT-55 2 Stopper
Tygon Schlauch 3350
vasQchip PC Spritzgussblock

Synthesen

Dialyseschlauche 12-14 kDa
Disposable Culture Tube
12x75mm

Disposable Culture Tube s/c
ISOLUTE® NH2 100 mg/ml
Kantile Sterican, 21 G, 120 mm
PP-Reaktor 10 mL mit

PE-Fritte

Vial, screw, 2 ml, cir, WrtOn,cert
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ThermoFisher
Scientific GmbH
VWR®International
VWR®International
VWRe@International
VWRe@International
VWReInternational
Braun
ThermoFisher
Scientific GmbH
VWR®International
Carl Roth® GmbH
Corning Inc.
Corning Inc.
Corning Inc.

ibidi GmbH GmbH

Adhiésive Formteile
GmbH
ThremoFisher

Ibidi GmbH

Ibidi GmbH

It4ip

Ibidi GmbH

ibidi GmbH

Ibidi GmbH
Henkel
VWR®International
VWR®International
Hoffner GmbH

Sigma Aldrich
Fisherbrand®

Fisherbrand®

Biotage

B.Braun
MultiSynThech GmbH

Agilent Technologies

3917124

631-0926
613-1183
817-1616
612-3702
514-0330
720-2520
174951

734-1568
H666.1
660175
391-3143
658175
80826

9460PC

CBO00320RAC20MNTO
10823

10821
000M50/610N000/R/3

10824

10825

10822

15350322
070534-08i-ND
070497-08F
Mafianfertigung

D9527-100FT
14-961-26

1495935AA
470-0010-A
4665643

V001PEO87

5182-0715
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4.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Artikel

Synthesen

1,3-Di-Boc-2-
(trifluormethylsulfonyl)guanidin
1,4-Diaminobutan

Aceton

ACN, Acetonitril ROTISOLV
Bromessigsaure

Chloroform

Cyclohexan

DCM, Dichlormethan

DIC, N,NDiisopropylcarbodiimid

DMF, Dimethylformamid
DMSO (Dimethylsulfoxid)
EDC-HC], (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-
carbodiimidhydrochlorid)
Ethanol absolut

Ethylacetat

Gelatine Typ A, Bloom 300
H2S0: (Schwefelsédure)

HCl, Salzsaure

Hexan

HOBt, 1-Hydroxybenztriazol
Isopropanol

LAP, Lithium-Phenyl-(2,4,6-
trimethylbenzoyl)phosphinat
MAA,
Methacrylsaureanhydrid
Methanol

NaCl (Natriumchlorid)
NaOH (Natriumhydroxid)
NHS (N-Hydroxysuccinimid)
RhodaminB

Zellkultur

[+] D-Glucose-Losung (200 g/L)
CasBlock™

Collagen I from rat tail

Hersteller

Thermo Fisher Scientific Inc.

TCI Chemicals
Deutschland
Fischer scientific
Carl Roth® GmbH
Sigma Aldrich
Fischer scientific
Sigma Aldrich
Thermo Fisher Scientific
GmbH

TCI Chemicals
Deutschland

Carl Roth® GmbH
Carl Roth® GmbH
Carl Roth® GmbH

VWR®International
Fischer scientific
Sigma Aldrich
Carl Roth® GmbH
Sigma Aldrich
Fischer scientific
Sigma Aldrich
Carl Roth® GmbH
TCI Chemicals

Sigma Aldrich

Fischer scientific
Carl Roth® GmbH
Carl Roth® GmbH
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Gibco® Life Technologies
Invitrogen™
Enzo

Artikelnummer

10614945

D0289

A/0606/17
HN44
B56307
C/4966/17
227048
UN1593

D0254

CP79
A994.2
2156

20.821.296
E/0906/17
G2500
X872.1
H1758
H/0406/17
54802
0733.1
L0290

276685

M/4056/17
0601.1
6771.2
8.04518
R6626-100G

A24940-01
008120
ALX-522-435-
0100
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Deuterium Oxide

DMEM (1x) + GlutaMAX™
DMEM (1x) ohne Phenolrot
DMEM F12

DMEM, high Glucose, high
Pyruvate

DNA Ladder 100 bp

dNTP Solution Mix

DPBS” (ohne Kalzium und
Magnesium)

DPBS** (mit Kalzium und
Magnesium)

EGM2-KIT

FCS (Fetales Kalberserum)
Fibronectin Solution 1 mg/mL
bovine 5 mL

Hepatocyte High Performance
Medium

Hepatocyte/LSEC Co-Culture
Media

Human Fc Block

Ketoconazole

KnockOut™ DMEM

LSEC Culture Media

Matrigel® Growth Factor Reduced
(GFR) Basement Membrane
Matrix, LDEV-free, 5 mL
Matrigel® hESC-Qualified Matrix,
LDEV-free, 5 mL

MEM Non-essential Amino Acids
(100x)

mTeSR™ Plus Kit

Natrium Pyruvat (100 mM)
Palmitinsaure
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin-Streptomycin (10.000
U/ml) 100 mL

Random Primer

rh-activin-A

rh-bFGF

rh-BMP-4

Rifampicin

RNase AWAY®
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Chambridge Isotope
Laboratories, Inc.

Gibco® Life Technologies
Gibco® Life Technologies
Gibco® Life Technologies
Gibco® Life Technologies

New England Biolabs®
GmbH

New England Biolabs®
GmbH

Gibco® Life Technologies

Gibco® Life Technologies

PromoCell
Gibco® Life Technologies
PromoCell

Upcyte Technologies
Upcyte Technologies

DB Biosciences

Sigma Aldrich

Gibco® Life Technologies
Upcyte Technologies
Corning Inc.

Corning Inc.
Gibco® Life Technologies

Stemcell Technologies
Gibco® Life Technologies
Sigma Aldrich

Carl Roth® GmbH
Gibco® Life Technologies

Promega

PeptroTech, Inc.
Stemcell Technologies
Stemcell Technologies
Sigma Aldrich
VWR®International

DLM-2259-1

21885-025
A14430-01
11320074
41966052

N3231S

N0447S

14190250

14040141

C-22111
10500064
C-43050

MHEO003

MHEO004

130-059-901
UC280-5MG
10829018
MLS003
354230

354277

11140-035

100-0276
11360-070
P5585
0335.1
15140122

C1181
120-14P
0Q-240899
0Q-240899
R7382
732-2271
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SB431542 (TGF-Beta-Inhibitor)
TRIzol™ Reagenz

VEGF

Y-27632 (Dihydrochloride)

Fiirbereagenzien/ Assays
BODIPY 493/503

Calcein, AM

CellTiter 96(R) Non-Rad Cell Prolif
Assay, 50X96well
CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay

CellTracker™ Green CMFDA
CyQUANT®

Direct Cell Proliferation Assay Kit
DC™ Protein Assay Kit II
Ethidiumbromid

Hoechst33342

LysoTracker Red DND-99
MitoTracker™ Green FM
QOil-O-Red

Ovalbumin,

Alexa Fluor™ 488 Conjugate
P450-Glo™ CYP3A4 Assay
Phalloidin-TRITC

PrestoBlue™

Propidiumiodid

RX series GLUC/FRU

RX series GLY

RX series LAC

RX series NEFA

RX series RANBUT

RX series UREA

Universal Agarose

PeptroTech, Inc.
Invitrogen™

Stemcell Technologies
Stemcell Technologies

Thermo Fisher Scientific Inc.

Invitrogen™
Promega

Promega

Invitrogen™
Molecular Probes®

Bio-Rad-Technologies
Carl Roth® GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Invitrogen™
Invitrogen™
Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific Inc.

Promega
Sigma Aldrich
Invitrogen™
Sigma Aldrich
RANDOX
RANDOX
RANDOX
RANDOX
RANDOX
RANDOX
VWRe®International

3014193
15596018
78073
72302

D3922
C3099
G4100

G7571

C2925
C35011

5000112
2218.3
62249
L7528
M7514
00625-25G
034781

V9002
P1951-.1MG
A13262
25545-16-4
GF2635
GY105
LC3980
FA115
RB1007
UR3873
732-2789
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4.1.4 Antikorper

Anwendung

Antikoérper

Primdrantikorper

Anti-Albumin produced in rabbit
Anti-CD31 produced in sheep
Anti-CD31-FITC produced in mouse

Anti-CYP3A4 produced in Mouse

Anti-Mannose receptor produced in
rabbit

Anti-Nanog produced in mouse
Anti-Oct-3/4 produced in rabbit

Sekunddrantikérper

Alexa Fluore 488 Donkey Anti-Rabbit
Alexa Fluore488 Goat Anti-Mouse
Alexa Fluore488 Goat Anti-Rat

Alexa Fluore 568 Donkey Anti-Sheep
Alexa Fluore 647 Chicken Anti-Rabbit

Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Anti-Oct3/4-PE produced in mouse
PE Mouse Anti-IgGl, Isotypkontrolle

Antikorper fiir das MACS® Sorting

FITC anti-human CD34 Antibody
Anti-FITC MicroBeads

4.1.5 Zellkulturmedien

Zelltyp
Hepatozyten

Hepatozyten

LSEC
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Medienname
Hepatoryten-Medium

Hepatozyten-Einfriermedium

LSEC-Medium

Artikelnummer, Hersteller

A0433-2ml, SigmaAldrich

AF806, R&D Systems
F8402, Sigma
Merck KGaA
MA5-17064,

Life Technologies
Ab64693, abcam

ab62734, abcam
ab181557, abcam

A21206, Invitrogentv
A11001, Invitrogentv
A11006, Invitrogentv
A21099, Invitrogentv
A21443, Invitrogentv

560186, BD Biosciences
555749, BD Biosciences

343603, BioLegend
130-048-701,
Biotec

Zusammensetzung
500 ml Basalmedium
5 ml L-Glutamin

5 ml Supplement C
1% P/S

50 % FCS

40 %
Hepatozyten-Medium
10 % DMSO

1% P/S

500 ml Basalmedium
50 ml FCS

50 pl Supplement A
50 pl Supplement B
1% P/S

Aldriche

Miltenyi
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LSEC

Kokultur
(LSEC und
Hepatozyten)

LSEC

LSEC

LSEC

HepG2

Huh7

Huh7/LSEC/
Hepatozyten

Huh?7/LSEC/
Hepatozyten

Huh?7/LSEC/
Hepatozyten

LSEC-Einfriermedium

Kokulturmedium

EGM2

LSEC : EGM2 (1:1)

EGM2 mit Zusatzen

DMEM

DMEM-GlutaMAX

Basalmedium fiir
OPLA/POLA-Behandlung

800 uM OPLA

200 uM OPLA

50 % FCS

40 % LSEC-Medium

10 % DMSO

1% P/S

500 ml Basalmedium

25 ml FCS

2,5 ml L-Glutamin

25 ul Supplement A

25 ul Supplement B

2,5 ml Supplement C

1% P/S

500 ml EGM®2

10 ml EGM® Zusitze

5% FCS

1% P/S

100 ml LSEC-Medium

100 ml EGM2

100 ml EG2

50 ng/ml VEGF

10 uM SB

500 ml DMEM

50 ml FCS

1% P/S

500 ml DMEM (1x) +
GlutaMAX™

10 % FCS

1 % Nicht essenziellen
Aminosauren

1% P/S

DMEM (1x) ohne

Phenolrot

2% HS

1% P/S

1% NEAA

1 % Gluta MAX™

1 % Sodium Pyruvate

0,1 nM Insulin

5,5 mM Glucose

400 uM QOlsaure

280 pM Palmitinsaure

112 uM Linolsaure

8 uM a-Linolensaure

In Basalmedium

100 uM Olséure

70 uM Palmitinsdure

28 uM Linolsdaure

2 uM a-Linolensdure
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LSEC/Hepatozyten 800 uM POLA

LSEC/Hepatozyten 200 uM POLA

WTC11 hiPSC Kultividerungsmedium

4.1.6 Puffer

Name Anwendung
MES-Puffer GelNB-Synthese

FACS-Puffer Durchflusszytometrie

Lyse-Puffer Lipidextraktion/Protein-Assay

TAE-Puffer Agarose-Gelelektrophorese

(50x)

4.1.7 Enzyme

Bezeichnung

GoTaqe G2 DNA-Polymerase

Reverse Transkriptase

(M-MLV Reverse Transkriptase, RNase H

Minus, Punktmutation)
RQ1 RNase-freie DNase
GoTaq qPCR Master Mix
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Hersteller

In Basalmedium

360 uM Olsaure

325 uM Palmitinsaure

80 uM Linolsaure

8 uM a-Linolensaure

In Basalmedium

80 uM Olséure

81,25 uM Palmitinsaure

20 uM Linolséaure

2 uM a-Linolensadure

In Basalmedium

400 ml mTeSR™ Plus
Basalmedium

100 ml mTeSR™ Plus
5x Zusatz

1% P/S

10 uM ROCK-Inhibitor

Zusammensetzung

0,5 M 2-(N-Morpholino)-
Ethansulfonsdure

dH:0 auffiillen

pH 6 einstellen mit NaOH

2 % FCS

2mM EDTA

1% P/S

DPBS”- auffiillen

150 mM NaCl

50 mM Tris (pH 8,0)

5 mM EDTA (pH 8,0)

1 % NP40

1 M Essigsaure

50 mM EDTA

2 M Tris

Mit dH20 auffiillen (pH 8,5)

Artikelnummer
M7845

M3683

M6101
A6001
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S’cemI.’roTM o Accutase™ Gibco® . Life A1110501

Zelldissoziationsreagenz Technologies

Trypsin-EDTA 0,25% Gibcoe ' Life 25200056
Technologies

4.1.8 Primer

Bezeichnung Forward (5°- 3") Reverse (5~ 3")

Albumin AACCCAAACCTCCCCCGATT GGCAGGCAGCTTTATCAGCA

CD206 CGAGGAAGAGGTTCGGTTCACC GCAATCCCGGTTCTCATGGC-

CD31 ATTGCAGTGGTTATCATCGGAGTG CTCGTTGTTGGAGTTCAGAAGTGG

CYP3A4 GGACCCAGAAACTGCATTGGC TCCACTTACGGTGCCATCCC

G6P CTACGTGATGGTCACATCTACTCT ATGCTGTGGATGTGGCTGAAA

GAPDH GCAAGAGCACAAGAGGAAGAG TCTACATGGCAACTGTGAGGA

LEVY-1 CTCTGAAGGGGTAGGCACGA GCTGGTTCGCCTTTTTGCTCA

Nanog GCAACCAGACCCAGAACATCC CCAAGGCAGCCTCCAAGTCAC

Oct3/4 AGAAGGGCAAGCGATCAAGC AGGGACCGAGGAGTACAGTG

UGT1A1 ACTGCCTTCACCAAAATCCAC TCGATGGTCGGGTTCCAGTG

VE-Cadherin AGGTGCTAACCCTGCCCAAC

GCCTCTCAATGGCGAACACG

4.1.9 Technische Gerate und Software

Einsatzgebiet Geridtename

Zellkultur
COzInkubator C170
Manuelle Pipette Eppendorf
Research Plus 0,5-10 ul
Manuelle Pipette Eppendorf
Research Plus 2-20 ul
Manuelle Pipette Eppendorf
Research Plus 10-100 ul
Manuelle Pipette Eppendorf
Research Plus 20-200 ul
Manuelle Pipette Eppendorf
Research Plus 100- 1000 ul
Transferpipette
Accu-jet Pro Pipette Controller
Absaugsystem BVC 21 NT

Hersteller

Binder GmbH
Eppendorf AG

Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Brand
Brand

VACUUBRAND GmbH
Co.KG

Stickstofftank Biosafe MD Chronos Messer Industriegase

100

Esco®Class II Biosafty Cabinet
Vortex-Schiittler

vasQturn

Infinity®
VWR®International
AK Schepers

+
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Mikroskope

Sonstige Gerite

144

EVOM3
Elektrode

inklusive STX2-Plus

Inverses Lichtmikroskop Leica
DMI1 LED
Konfokalmikroskop Leica TCS
SPE DMI4000 B
Konfokalmikroskop
STELLARIS5
Weitfeldmikroskop Leica DMIL
LED

Leica

5973N MSD

6890N Network GC System
AU480 Chemistry Analyzer
Autoklav Systec HX-200
CFX Connect Real
Detection System

Time PCR
Cytation] Imaging reader
Feinwaage LAG214i

GelDoc Go Imaging System

Guava® easyCyte™ Flow Cytometry
Systems

J6-MI Zentrifuge

Kiihlzentrifuge Microstar 17R
Lyophilisator Christ Alpha 1-4
Magnetriithrer mit Heizplatte VMS
Cc7

Massenspektrometer 4800
Proteomics Analyser mit

Software Explorer V4.9 (Build

115)
Mikrovolumen-Spektralphotometer,
NanoDropTM Lite

Mikrowelle

Peristaltik Pumpensystem, Perisys S
pH/mV/ °C-Messgerat pH110
Power Supply Gelelektrophorese
Pressure*48

Punktstrahler Omnicure 52000
SpectraMax ID3

Mikroplattenleser

Thermocycler peqSTAR
Trockenschrank ED56
UltrafeXtreme Massenspektrometer
Vibra Cell™ Sonicator

WPI

Leica Microsystems GmbH
Leica Microsystems GmbH
Leica Microsystems GmbH

Leica Microsystems GmbH

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Beckman Coulter

SystecLab GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH

BioTek

Molecular Devices LLC
Bio-Rad Laboratories GmbH
Luminex

Beckmann Coulter
VWR®International
Christ GmbH
VWR®International

Applied Biosystems

Thermo Fisher Scientific Inc.

OK.

CETONI GmbH
VWR®International

Bio-Rad Laboratories GmbH
Biotage

Excelitas Technologies
Molecular Devices LLC

VWR®International
Binder GmbH
Brucker
Sonics&Materials Inc.
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Software

Wasserbad LSB Aqua Pro
Zentrifuge 5810R

CETONI Elements Basic Software
ChemDraw?22.2.0
Citavi 6

GraphPad PRISM
Image] Fiji
Inkscape 1.2.2.
LasX3.5.7

Microsoft Office 365

GRANT
Eppendorf AG

CETONI peRISYS
PerkinElmer

Swiss Academic Software
GmbH

GraphPad Software, Inc
eEliceiri/LOCI group
Inkscape Projects

Leica Microsystems GmbH
Microsoft Corporation
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4.2 Methoden
4.2.1 Allgemeine Zellkultur

Alle Arbeiten im Zusammenhang mit der allgemeinen Zellkultur wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Die Kultivierung, der in dieser Dissertation verwendeten
Zellen erfolgte adhédrent in =zellspezifischen Basalmedien wunter kontrollierten
Bedingungen (37 °C, 5% CO: und gesattigte Luftfeuchtigkeit). Ein Mediumwechsel
erfolgte alle 2-3 Tage, sofern nicht anders angedeutet. Nach Erreichen einer 80 %igen
Konfluenz wurden die Zellen gesplittet und um eine Passage erhoht.

4.2.1.1 Beschichtung der Zellkulturoberflichen

Primare Leberzellen

Die Kultivierung der primdren Hepatozyten und LSEC erfolgte auf einer
Kollagen I-Beschichtung. Entsprechend den Herstellerangaben wurde fiir Hepatozyten
50 pug/ml und fiir LSEC 0,1 mg/ml Kollagen I in DPBS* (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline)  eingesetzt. Es wurde 0,1 ml/cm? der Proteinlosung auf die
Kultivierungsoberfliche gegeben und fiir 1h bei RT (Raumtemperatur) inkubiert.
Anschliefend wurde zweimal mit DPBS’ gewaschen und direkt mit einer
Zellsuspension iiberschichtet.

Stammzellen

WTC11 wurden auf Matrigel® hESC-Beschichtung kultiviert. In KnockOut™ DMEM
wurde das auf Eis aufgetaute Matrigel® hESC 1:100 verdiinnt und fiir 60 min bei RT in
6-Well-Platten eingesetzt, um diese zu beschichten. Nach Abnahme der
Beschichtungslosung konnten die Stammzellen direkt in die 6-Well-Platte zu deren
Kultivierung gegeben werden.

4.2.1.2 Zellkultivierung

Wurde die gewtinschte Zelldichte von 70-80 % erreicht wurden die Zellen passagiert,
oder experimentell eingesetzt. Zundchst wurde dafiir das Zellmedium abgenommen
und die Zellschicht zweimal mit 100 p/cm? DPBS* gewaschen. Das Ablésen der
adhdrenten Zellen von der Kultivierungsoberflache erfolgte mit 0,25 % Trypsin/EDTA
(50 pl/em?, 5 min, 37 °C), wobei die enzymatische Reaktion von Trypsin mit 10 % FCS in
DPBS* gestoppt wurde. Es folgte eine Bestimmung der Zellkonzentration mithilfe der
Neubauer-Zihlkammer und manuelles Zzhlen der Zellen. Durch Uberfithrung des
gewlinschten Zellvolumens in ein Zentrifugenrdhrchen konnten die Zellen durch
Zentrifugation (680 rpm, 5min, RT) pelletiert und anschlieflend weiterverwendet
werden.
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Langzeitlagerung und Auftauen der Zellen

Die langfristige Zelllagerung erfolgte bei -196 °C iiber fliissigem Stickstoff in der
Gasphase. Dafiir wurden die adhdrenten Zellen enzymatisch in Suspension gebracht,
deren Konzentration bestimmt und entsprechend Tabelle 4 in deren spezifischen
Einfriermedien in Kryoreagenzgefafie tiberfiihrt. Auf das graduelle Einfrieren mithilfe
des Nalgene® Mr.Frosty bis -80 °C folgte die Langzeitlagerung bei -196 °C. Das Auftauen
der Zellen erfolgte im Wasserbad (37 °C) mit anschliefender Resuspension in
5 ml Basalmedium. Nach dem Zentrifugationsschritt durch das Pelletieren der Zellen
bei 680 rpm, fiir 5 min erfolgte die Zellaussat entsprechend der Herstelleranweisungen
auf einer speziell beschichteten Kultivierungsoberflache (Tabelle 4). Bei WTC11 wurden
zusatzlich 10 uM ROCK-Inhibitor nach dem Auftauen fiir 24 h hinzugefiigt.

Tabelle 4: Parameter fiir das Einfrieren und Auftauen in dieser Arbeit verwendeter Zellen

Zelltyp Zellzahl/Kryoreagenzgefaf3 Zellen/cm? Blefs(zllll?flftnu-rllg
Hepatozyten 7,510° 1-10 0,1 mg/ml
LSEC 2,510° 1-10¢ 50 pg/ml
HepG2 1-10° 1,3-104 /
Huh?7 1-10° 1,3-104 /
WTC11 1-10¢ 4-104 Matrigel® (hESC)

Primire Leberzellen

Die primdren Leberzellen wurden nach dem Auftauen zur 80 %igen Konfluenz
kultiviert und anschliefend im Gegensatz zu den Leberkrebszelllinien Huh7 und
HepG2 nicht weiter passagiert, sondern in Experimenten eingesetzt. Fiir jedes
Experiment wurden, sofern nicht anders beschrieben, primére Leberzellen aufgetaut,
expandiert und danach eingesetzt.

hiPSC (WTC11)

Die Passagierung der WTC11 in der 6-Well-Platte erfolgte nach einer Zellkonfluenz von
80 %, wobei zundchst einmal mit 2 ml DPBS gewaschen wurde. Anschliefiend wurden
die Zellen mit 1 ml StemPro™ Accutase™ (2 min, 37 °C, 5 % COz) enzymatisch abgelost.
Die Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und mit 10 ml DPBS*
aufgefiillt und deren Zellkonzentration mithilfe der Neubauer-Ziahlkammer bestimmt.
Durch Zentrifugation (5 min, 1200 rpm, RT) konnten 3-10° Zellen/6-Well fiir die
Weiterkultivierung auf einer Matrigel®-Beschichtung bereitgestellt werden, oder fiir die
LSEC-Differenzierung verwendet werden. Zusitzlich wurde dem Medium
10 uM ROCK-Inhibitor beigefiigt.

LSEC-Differenzierung

Die LSEC-Differenzierung erfolgte ansatzweise nach Koui et al und ist in 5 Stadien
unterteilt.?>l Im ersten Stadium wurden die Stammzellen zu mesodermalen Zellen
differenziert. 4-10° abgeloste WTC11 wurden in 7 ml mTeSR-Medium versetzt mit
10uM ROCK-Inhibitor, 2ng/ml BMP-4 und 1% P/S resuspendiert und in einer
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zellabweisenden Zellkulturflasche bis zum folgenden Tag kultiviert. Dort wurde ein
Mediumwechsel vorgenommen, wobei mTeSR mit folgenden Faktoren supplementiert
wurde: 5 ng/ml Activin A, 5 ng/ml hrFGF, 30 ng/ml BMP-4 und 1 % P/S. Anschliefiend
wurden die Zellaggregate zuriick in die zellabweisende Flasche iiberfiihrt und fiir
3 Tage kultiviert. Es folgte wieder ein Mediumwechsel mit mTeSR und 10 ng/ml VEGF,
5,4 uM SB431542, 0,5 uM Dorsomorphin-Dihydrochlorid und 1 % P/S. Nach einer
2-tagigen Kultivierungsdauer wurden 6-Well-Platten mit 0,1 % Gelatine (v/m) fiir
60 min bei RT beschichtet. Anschliefiend wurden die Zellaggregate aus Stadium 1 in
7 ml EGM2 mit 50 ng/ml VEGF aufgenommen und jeweils 1 ml in die beschichteten
6-Wells gegeben. Stadium2 wurde nach 7-tadgiger Kultivierung, mit einem
Mediumwechsel alle 2 Tage, beendet. Fiir Stadium 3 wurden 12-Well-Platten mit einer
Fibronektin-Beschichtung vorbereitet. Diese wurde mit 20 pg/ml Fibronektin fiir 1 h bei
37 °C beschichtet mit anschlieflendem Waschen durch DPBS. Die Zellen aus Stadium 2
wurden mithilfe von Trypsin/EDTA standardmaflig abgelost und mit 6 ml 10 %-igem
FCS in DPBS’ aufgenommen. Es folgte eine magnetisch-aktivierte Zellsortierung
(MACS®) beziiglich CD34 welche nach den Herstelleranweisungen wie folgt
durchgefithrt wurde. Die Zellsuspension wurde in 20ml gekiihlter
0,3 % BSA/DPBS*-Losung aufgenommen und durch ein 70 um pordses Sieb gegeben
Infolgedessen wurde die Zellsuspension bei 340 g und RT zentrifugiert und nach
Verwerfung des Uberstandes in 200 ul 0,3 % BSA/DPBS*-Losung aufgenommen. Nach
Zugabe von 40 ul FcR-Blockierer wurden die Zellen auf Eis fiir 30 min inkubiert.
Anschliefiend erfolgte eine Aufteilung der Zellen auf 3 Zentrifugenrohrchen. 20 pl der
Zellsuspension wurde fiir die IgG-Kontrolle mit 4 ul IgG versetzt. Zudem wurden
weitere 20 ul Zellsuspension als Negativ-Kontrolle unbehandelt belassen. Die restlichen
200 pl Zellsuspension wurde mit 20 ul FITC-anti-CD34-Antikorper versetzt. Alle 3
Ansatze wurden fiir weitere 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit
2ml 0,3 % BSA/DPBS-Losung bei 340 g fiir 3 min. Das entstandene Zellpellet wurde in
180 ul (CD34-Antikorper) und 18 ul  (Kontrollen) AutoMACS-Running-Buffer
resuspendiert. Zu den Kontrollen wurden 2 ul und zu der Probe wurden 20 ul
Anti-FITC-Microbeads hinzugefiigt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein
Waschschritt (2ml 0,3 % BSA/DPBS7-Losung, 340g, 3 min zentrifugieren) mit
anschlieSender Zellpelletresuspendierung in 500 ul AutoMACS-Running-Buffer.
Saulen (MS) wurden an das Magnetfeld angebracht und mit 500 pl Rinsing-Buffer
prapariert. Anschlieflend wurde die Zellsuspension auf die Sdule aufgetragen und durch
Gravitationsfluss durch die Saule transportiert. 1,5 ml 0,3 % BSA/DPBS/-Losung wurde
verwendet, um die Sdule zu spiilen. Der Durchlauf wurde in einem Zentrifugenrohrchen
gesammelt, dabei sollte es sich um nicht markierte Zellen handeln, welche zur Kontrolle
ausplattiert wurden. Die Sdaule wurde dann aus dem Magnetfeld genommen und auf ein
Zentrifugenrohrchen gesetzt mit 1 ml 0,3 % BSA/DPBS*-Losung aufgestockt und
mithilfe mechanischen Drucks wurden die Zellen von der Séaule eluiert. Es wurden
2-10* Zellen/cm? auf die beschichtete 12-Well-Platte in EGM2 mit 50 ng/ml VEGF
ausgesat und fiir 7 Tage mit einem Mediumwechsel alle 2 bis 3 Tage kultiviert. Fiir
Stadium 4 wurden wieder Fibronektin beschichtete 12-Well-Platten vorbereitet und die

enzymatisch abgelosten Zellen aus Stadium3 wurden mit 1,5-10* Zellen/cm?
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ausplattiert. Dabei wurde das LSEC-Kulturmedium verwendet, bestehend aus EGM2
mit 50 ng/ml VEGF und 10uM SB431542. Es folgte wiederum eine Kultivierung fiir
7 Tage mit einer Zellpassagierung unter Verwendung des LSEC-Kulturmediums
wodurch Stadium 5 erreicht wurde. Laut Kouietal. ist in diesem Stadium die
Differenzierung  abgeschlossen und die Zellen konnen  weiterhin in
LSEC-Kulturmedium kultiviert und passagiert werden.l?”! Die Differenzierung wurde
lichtmikroskopsich und durch Immunfluoreszenzmarkierung visualisiert und mithilfe
RT-qPCR-Methoden am Ende der Stadien quantifiziert.

4.2.2 3D-Zellkultur

4.2.2.1 Sphiroid-Praparation

Sphéroide aus Hepatozyten wurden auf Agaroseplatten hergestellt. Eine 96-Well-Platte
wurde mit 1,5 % Agarose beschichtet und fiir 20 min bei RT ausgehértet. AnschliefSend
wurde die benétigte Zellzahl fiir ein Sphéaroid in 40 ul Medium angesetzt und in die
beschichtete 96-Well-Platte gegeben. Es folgte eine Kultivierung mit einer
Medienzugabe von 10 ul alle 2 bis 3 Tage. Nach 7-tdagiger Kultivierung waren die
Spharoide einsatzbereit fiir deren Anwendung im vasQchip oder der Kokultur.

Sphéroide aus Huh7 wurden mithilfe zellabweisender 96-Well-Platten mit Rundboden
gefertigt. Eine Zellzahl von 0,2-10* Zellen/Well wurde in 100 ul Medium in die Wells
gegeben und nach 48 h Kultivierung wurden die Sphéaroide fiir Experimente eingesetzt.

4.2.2.2 Kokultur im Transwell®

Der Transwelleinsatz mit 0,4 pm Porengrofie, wenn nicht anders vermerkt, wurde in
einer 24-Well-Platte platziert und die Oberflachen wurden mit 0,1 mg/ml Kollagen I fiir
30 min bei RT beschichtet. Sofern nicht anderweitig angemerkt, wurden die LSEC und
Hepatozyten in einem Verhéltnis von 1:3 eingesetzt. Hepatozyten wurden auf der
apikalen Seite entweder im 24-Well oder auf der Unterseite des Transwelleinsatzes
kultiviert. Es wurden 10-10* Hepatozyten/cm? eingesetzt und fiir die Besiedelung der
Unterseite folgendermaflen vorgegangen. Der beschichtete Transwelleinsatz wurde in
ein mediumbefiilltes 12-Well iiberfiihrt und darin um 180 ° invertiert. Durch den
entstandenen Unterdruck im Einsatz bleibt dieses befiillt, obwohl es auf dem Kopf
stand, wodurch eine Medienversorgung durch die Membran gewahrleistet wurde. 20 pl
der Hepatozytenzellsuspension wurde infolgedessen auf die eigentliche Unterseite des
Transwells® aufgebracht und anschliefsend fiir 4 h inkubiert. Dabei wurde jede Stunde
20 pl Medium dazu gegeben, um dem Verdunstungseffekt entgegenzuwirken.
Anschlieffend wurde das besiedelte Transwell® in Ausgangsposition gedreht und
zuriick in die 24-Well-Platte tiberfiihrt. Die LSEC wurden ausschliefilich auf der
Innenseite des Einsatzes mit 3,33-10* Zellen/cm? kultiviert. Die etablierte Kokultur
konnte infolgedessen fiir TEER-Messungen oder Viabilitédtstest eingesetzt werden.
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4.2.2.3 vasQchip

Fertigung des vasQchip

Die Anwendung der SMART-Technologie ermdglicht die Herstellung des porosen,
halbrunden Mikrokanal.l®®! Die mit Schwerionen beschossene Polycarbonatfolie
(50 um Dicke, 10¢ Ionen/cm?) wurde durch Thermoformen (4 bar, 147 °C) in Form des
halbrunden Mikrokanals gebracht. Die latente Ionenspuren in der Polycarbonatfolie
wurden mithilfe von 5M NaOH und 0,01 % Dowfax 2A1™ bei 70 °C geodffnet. Die
Porengrofie konnte durch den Atzzeitraum definiert werden (1 um Poren=4h,
3umPoren=5h, 5um=5,5h) und nach dreimaligem Waschen der Membran in
demineralisiertem Wasser (dH20) und einer Trocknung bei RT war der Mikrokanal
fertig fiir die Assemblierung des vasQchips. Kleberinge (500 um Dicke,
24 mm Durchmesser) wurde verwendet, um den Kanal auf der Halterung zu fixieren
und mithilfe eines grofieren Kleberings (32 mm Durchmesser) und einem Deckglas
wurde das umgebende Kompartiment des Mikrokanals versiegelt. Pattex wurde als
zusétzliches Versiegelungsmaterial fiir das umgebende Kompartiment eingesetzt. Eine
Sterilisation iiber Nacht mit UV-Licht ermoglicht den Gebrauch der gefertigten
vasQchips in der Zellkultur. Das Verfahren wird in Abbildung 3 schematisch dargestellt.

Handhabung des vasQchip

Beschichtung

Fiir die Beschichtung des Mikrokanals wurde 0,25 mg/ml Fibronektin in einem Volumen
von 50 pl in den Kanal eingefiihrt, wohingegen im umgebenden Kompartiment 500 ul
einer 0,25 mg/ml Kollagen I-Lésung verwendet wurden. Die 4 Anschliisse des
vasQchips wurden mit Luer Plugs verschlossen um ein Verdampfen der
Beschichtungslosungen im Inkubator bei 37 °C zu verhindern. Am darauffolgenden Tag
wurden die Beschichtungslosungen abgenommen und zweimal mit DPBS+ gewaschen.
Anschliefend wurden alle Kompartimente moglichst luftblasenfrei  mit
Kokulturmedium befiillt und bis zur Zellbesiedelung im Inkubator bei 37 °C gelagert.

Besiedelung

Es wurden 40-10*Hepatozyten in 500 ul Kokulturmedium im umgebenden
Kompartiment eingesetzt. Nach Verschluss aller Offnungen wurde der vasQchip um
180° gedreht und bei 37 °C, 5 % CO: und gesattigter Luftfeuchtigkeit im Inkubator {iber
Nacht inkubiert. Danach erfolgte die Besiedelung des Mikrokanals mit 10-10* LSEC in
20 pl Kokulturmedium. Dafiir wurden zunéchst die Luerplugs aus den Kanaloffnungen
und Medium in den Anschliissen entfernt. Die Zellsuspension wurde direkt in den
Mikrokanal injiziert, woraufhin die Anschliisse versiegelt wurden und eine 1h
Inkubation (37 °C, 5 % CO: gesattigte Luftfeuchtigkeit) auf dem vasQturn folgte. Durch
konstante Rotation bei 0,25 rpm um die Mikrokanalachse erfolgte ein konfluentes
Adhaérieren der Endothelzellen. Eine weitere statische Inkubation tiber Nacht garantierte
das Anwachsen der LSEC im Mikrokanal.
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Mikrofluidische Kultivierung

Das Schlauch- und Reservoirsystem der Peristaltikpumpe wurde am Tag vor deren
Verwendung mit 70 % EtOH sterilisiert, mit anschlieffender Neutralisierung durch
10 ml sterilem dH20. Danach erfolgte das Aquilibrieren von 5 ml Kokulturmedium im
Reservoir und Schlauchsystem bei einem Volumenstrom von 50 pl/min tiber Nacht. Das
Mediumreservoir wurde dabei im Inkubator (37 °C, 5 % CO:geséttigte Luftfeuchtigkeit)
positioniert. Am darauffolgenden Tag wurde zunachst das Medium im umgebenden
Kompartiment des vasQchips gewechselt und wieder verschlossen, wohingegen die
Offnungen des Mikrokanals luftblasenfrei mit dem Schlauchsystem der
Peristaltikpumpe verbunden wurde, wie es in Abbildung 25 dargestellt ist. Der
Volumenstrom wurde entsprechend dem Programm in Tabelle 1 graduell auf 50 pl/min
erhoht und anschlieffend bei dieser Fliefigeschwindigkeit gehalten. Das Medium im
umgebenden Kompartiment wurde alle 2 bis 3 Tage gewechselt. Eine Analyse der Zellen
im vasQchip erfolgte durch deren konfokalmikroskopische Visualisierung mithilfe von
Immunfluoreszenz, oder iiber Viabilitatstest und Enzymaktivitatenanalyse.

4.2.2.4 Hydrogel

Die Funktionalisierung der freien Aminogruppen der Lysinseitenketten in der Gelatine
dienen als Grundlage der Synthese verschiedener Gelatine-basierter Photopolymere.
Die Synthese wurde von M. Sc. Alisa Grimm und M. Sc. Sonja Leopold (IFG, KIT)
durchgefiihrt.

GelMA-Synthese

10 g Gelatine wurden bei 50 °C fiir 30 min in DPBS+ gelost und anschliefend mit
Methacrylsdaureanhydrid, entsprechend des gewiinschten Funktionalisierungsgrad
nach Tabelle 5, tropfenweise versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 2 h bei 50 °C unter
Rithren, wurde die Losung mit 100 ml warmen DPBS+ verdiinnt und fiir weitere 10 min
geriihrt. Infolgedessen wurde die Losung in ein Dialyseschlauch (Cellulose, 12-14 kDa)
tiberfiithrt und fiir 7 Tage bei 40 °C gegen ddH:O dialysiert, mit zweimal taglichem
Wasserwechsel. Die Losung wurde anschliefend in 50 ml Zentrifugenrohrchen
transferiert und bei -80 °C gelagert. Eine Lyophilisation fiir 2 Tage fithrte zu dem
Produkt in Form eines weifSen Feststoffes, welcher bei -20 °C bis zur Verwendung
gelagert wurde.
Tabelle 5: Funktionalisierungsgradbestimmung des GelMA in  Abhingigkeit der

Methacrylsdaureanhydridmengen = bezogen  auf 1 g Gelatine. 1 Aquivalent  entspricht
0,266 mmol/NH2-Gruppen pro 1 g Gelatine

Aquivalente Stoffmenge Volumen
Funktionalisierungsgrad 1 (MAA) (MAA)
(MAA)
[mmol] [l
Low 1 0,266 39,5
Medium 8 2,128 316
High 20 5,32 790
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GelNB-Synthese

Die Synthese von GelNB wurde mit 5-Norbornen-2-carboxylsaure (NCBS),
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) = carbodiimid-hydrochlorid ~ (EDC-HCI) und
N-Hydroxysuccinimid (NHS) im Verhaltnis 1:2:1 in 10 ml MES-Puffer (0,5M, pH 6)
gelost. In Tabelle 6 sind die angewandten Mengen zu entnehmen. AnschliefSend erfolgte
eine Erwdarmung der Losung auf 50 °C und bei konstanter Temperatur wurde diese fiir
15 min geriihrt. Nach erfolgter Aktivierung wurde 1 g Gelatine hinzugegeben und ein
pH von 7,5-7,8 mit NaOH eingestellt und anschliefiend bei 50 °C iiber Nacht geriihrt.
Das entstandene Produkt wurde durch Dialyse in ddH:0 im Cellulosedialyseschlauch
(Ausschlussgrofie 12-14 kDa) fiir 7 Tage bei 40 °C und einem Wasserwechsel zweimal
taglich gereinigt. Anschlielend wurde die Losung bei -80 °C gelagert und durch
Lyophilisation (12h, -108 °C) wurde GelNB als weifler Feststoff gewonnen und
bei -20 °C gelagert.

Tabelle 6: Fiir die GeINB-Synthese eingesetzten Mengen von NCBS, EDC-HCI und NHS bezogen auf
1 g Gelatine

Stoffmenge Volumen Masse Masse

Funktionalisierungsgrad Aquivalente (NCBS) (NCBS) (EDC) (NHS
(NCBS)
[mmol] [ul] [mg]  [mg]
Low 1 0,266 32,6 120 30,6
Medium 2 1,128 65,1 204 61,2
High 10 5,32 325,5 1019,8  306,1

GelS-Synthese

In einem  Schlenkkolben = wurde 1g Gelatine mit einer Spatelspitze
Etyhlendiamintetraacetat (EDTA) fiir die Synthese von GelS vorgelegt. Eine
sauerstofffreie Atmosphdre wurde durch dreimaliges Evakuieren des Kolbens und
Verwendung von Stickstoff sichergestellt. 10 ml Natriumcaarbonat-Puffer (0,1 M,
pH 10, entgast) bestehend aus 40 % 0,1 M Natriumhydrogencarbonat und
60 % 0,1 M Natriumcarbonat wurden zu den Edukten hinzugefiigt und bei 40 °C
gertihrt, bis die Gelatine vollstandig gelost war.
N-Acetyl-DL-Homocystein Thiolacton (AHCT) wurde entsprechend der Tabelle 7 in
Puffer gelost und mithilfe einer Spritze und Kaniile in die Reaktionslosung gegeben.
Anschlieffend wurde die Losung weiterhin unter einer Stickstoffatmosphare fiir 3 h bei
40 °C geriihrt und infolgedessen mit 10 ml ddH20 verdiinnt. Die erhaltene Losung
wurde in ein Dialyseschlauch (Cellulose, Ausschussgrofse 12-14 kDa) tiberfithrt und
gegen entgastes ddH20 fiir 24 h unter Schutzgasatmosphare bei 40 °C gereinigt. Dabei
erfolgte alle 3 h ein Wasserwechsel, mit einer Spatelspitze EDTA bei den ersten beiden
Wasserwechsel. Nach erfolgter Dialyse wurde das Produkt bei -80 °C gelagert und mit
einer Lyophilisation zu einem weifsen Feststoff fertiggestellt und unter Schutzgas
bei -80 °C gelagert.
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Tabelle 7: N-Acetyl-DL-Homocystein Thiolacton (AHCT) Verwendung in der GelS-Synthese

Aquivalente Stoffmenge Masse
Funktionalisierungsgrad d (AHCT) (AHCT)
(AHCT)
[mmol] [mg]
Low 1 0,266 42,4
Medium 5 1,33 211,8

GelMA-Hydrogel

GelMA wurde in DPBS* bei 40 °C gelost, sodass eine 8 %ige GelMA-Losung (w/v)
entstand. Entsprechend Tabelle 8 wurde die GelMA-Losung mit LAP und
Zellsuspension verdiinnt und in eine 48-Well-Platte transferiert. Durch eine
photoinduzierte Vernetzung bei einer Intensitat von 500 mW/cm? und einer Wellenldnge
von 320-500 nm und 30s wurde das Hydrogel generiert. Fiir die Versorgung der
eingeschlossenen Hepatozyten wurde das Hydrogel mit 200 ul Kokulturmedium
tiberschichtet und alle 2 bis 3 Tage ausgetauscht.

Tabelle 8: Mengenangaben fiir die Zusammensetzung eines GelMA-Hydrogels fiir 48-Well-Platte

Endkonzentration Volumen
Komponenten o
[ /o] [[.11]
GelMA (8 %) 4 100
LAP (5%) 0,3 12
Zellsuspension in Kokulturmedium 84

[50-10* Hepatozyten]

GelNB/GelS-Hydrogel

Die Stammldsungen aus 4 % GelS Low, 8 % GelNB Medium und 8 % GelNB High (w/v)
wurden mit sterilem DPBS”- angesetzt und bei 40 °C im Wasserbad gelost. Entsprechend
der Tabelle 9 wurde die Komponenten des Hydrogels zusammengestellt. Die
Vernetzung zu einem Hydrogel erfolgte im 48-Well oder im umgebenden
Kompartiment des vasQchip mit Licht einer Wellenldange von 320-500 nm und einer
Bestrahlungsintensitdt von 500 mW/cm? fiir 30s. Das Hydrogel wurde mit
Kokulturmedium tiberschichtet, welches alle 2 bis 3 Tage ausgetauscht wurde.
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Tabelle 9: Komponenten fiir die Herstellung von GelNB/GelS-Hydrogel mit eingeschlossenen
Hepatozyten.

Endkonzentration Volumen
Komponenten

[O/o] [}.11]
Medium GelS Low (4 %) 4 100
GelNB Medium (8 %) 4 50
LAP (5 %) 0,03 1,2
Zellsuspension in
Kokulturmedium 48,8
[50-10* Hepatozyten|]
High GelS Low (4 %) 4 100
GelNB High (8 %) 4 50
LAP (5 %) 0,03 1,2
Zellsuspension in
Kokulturmedium 48,8
[50-10* Hepatozyten]

4.2.3 Analysemethoden in der Zellkultur

4.2.3.1 Zelluldre Visualisierungen

Fixierung

Die Zellen wurden zweimal mit 200 pl/cm? DPBS*+ gewaschen und anschlieffend mit
200 pl/cm? einer 4 %igen PFA-Losung tiberschichtet und fiir 10 min bei RT fixiert. Es
folgten zwei weitere Waschschritte mit DPBS** worauthin die Zellen bei 4 °C gelagert
wurden, oder direkt im Anschluss einer Permeabilisierung unterzogen wurden.

Permeabilisierung

Die Permeablisierung erfolgte mithilfe von 200 ul/cm? 0,1 %igem Triton-X fiir 4 min bei
RT. Infolgedessen wurden die Zellen zweimal mit 200 pl/cm? DPBS** gewaschen und
anschliefSend bei 4 °C gelagert oder direkt weiterverwendet.

Markierung des Aktinzytoskelett

Fixierte und permeabilisierte Zellen wurden mit 200 pl/cm? 100 nM Phalloidin-TRITC
fir 30 min bei RT inkubiert. AnschliefSend erfolgte ein zweimaliges Waschen mit
DPBS*+. Die Entfernung restlichen Farbstoffes ermoglichte die Visualisierung des
Aktinzytoskelett mithilfe einer Anregung bei 540-545 nm, (Aem =570-573 nm) und
inverser Konfokalmikroskopie.
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Markierung der DNA im Zellkern

Hoechst33342

Die Markierung der DNA im Zellkern kann in lebenden, sowie fixierten und
permeabilisierten Zellen folgendermaflen durchgefiihrt werden. 2 ug/ml Hoechst33324
wurde in DPBS7 angesetzt und in einem Volumen von 200 ul/cm? auf die Zellen fiir
5min, bei 37°C, 5% CO: gegeben. Danach wurden die Zellen zweimal mit
DPBS” gewaschen und waren einsatzbereit fiir eine Visualisierung mithilfe einer
Anregung bei 355 nm (Aem = 465 nm) und mikroskopischer Detektion.

CyQUANT®

Fiir eine permanente Markierung der DNA mit CyQUANT® wurde eine 2-fache
Féarbelosung nach den Anweisungen des Herstellers angefertigt. Die Markierung der
Zellkerne erfolgte mit lebendigen Zellen durch eine 1:1 Mischung der Farbelosung mit
dem vorhandenen Medium der Zellen nach einer 60-miniitigen Inkubation bei 37 °C und
5 % CO.. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte ohne Waschen durch eine Anregung
bei 480 nm.

MitoTracker™ Markierung der Mitochondrien

Mitochondrien wurden in der subzellularen Wirkungsortidentifikation der Peptoide
mithilfe des MitoTracker™ Green visualisiert. Die lebenden Zellen wurden mit 200 pl/cm?
125 nM MitoTracker™ Green in Zellkulturmedium fiir 30 min bei 37 °C und 5 % CO:
gefarbt. Anschliefend wurde mit DPBS” gewaschen und mithilfe inverser
fluoreszenzbasierter Konfokalmikroskopie ausgewertet (Aex =490 nm, Aem =519 nm).

CellTracker™ Markierung des Zytosols

Fiir die Zellnachverfolgung im vasQchip wurde das Zytosol der Zellen mithilfe
CellTracker™ Green gefarbt. Es wurde eine Farbelosung im Verhaltnis 1:1000 von
CellTracker™ Green (10 mM) und Kokulturmedium hergestellt und fiir 30 min bei 37 °C
und 5 % CO: auf den Zellen inkubiert. Anschlieffend wurde die Farbelosung durch
Medium ersetzt und im Fall der HepG2-Spharoide im Tumormodell von Kapitel 3.4.3 in
das umgebende Kompartiment im Lebermodell im vasQchip transferiert. Die
Auswertung  der CellTracker™-Markierung  erfolgte mithilfe  inverser
Konfokalmikroskopie (Aex =492 nm, Aem =517 nm).

Immunfluoreszenzmarkierung

Nach erfolgter Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden unspezifische
Bindungsstellen mit CasBlock™ fiir 30 min bei RT blockiert. Anaschliefsend erfolgte die
Behandlung mit primédren Antikorpern tiber Nacht bei 4 °C. Am darauffolgenden Tag
wurde zweimal mit DPBS’ gewaschen und wiederum iiber Nacht mit dem
Sekundarantikorper behandelt. Die eingesetzten Konzentrationen sind Tabelle 10 zu
entnehmen, die verwendeten Volumina entsprachen 200 ul/cm? Nach dem
Behandlungsende wurde wiederum zweimal mit DPBS+ gewaschen und anschliefsend
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durch Anregung mit Wellenldngen entsprechend des verwendeten Fluorophors,
erfolgte die Visualisierung der markierten Zellstrukturen.

Tabelle 10: Verwendete Antikorper und deren eingesetzten Konzentrationen und Anregung- und
Emissionsmaxima.

. . . . A E . . 0
Antikérper Wirt Konzentration ~ Lcoung bmission

[nm] [nm]
Primdrantikorper
Anti-CD31 Schaf 5 ug/ml / /
Anti-CD31-FITC Maus 1:100 488 500-550
Anti-Nanog Maus 1:1000 / /
Anti-Oct3/4 Kaninchen 1:250 / /
Anti-C206 Kaninchen 1:2000 / /
Anti-Albumin Kaninchen 1:100 / /
Anti-CYP3A4 Maus 1:1000 / /
Sekundirantikorper
Alexa Fluor?488 Esel 1:500 488 500-550
Anti-Kaninchen
Alexa Fluor®488 Anti-Maus Ziege 1:1000 488 500-550
Alexa Fluor®488 Anti-Schaf Esel 1:500 488 500-550
Alexa Fluor®647 Huhn 1:500 635 650-700
Anti-Kaninchen
FITC-Anti-Schaf Esel 1:500 488 500-550
Durchflusszytometrie

Die WTC11 wurden mithilfe von 0,1 ml/cm? Accutase™ abgeldst und bei 1200 rpm fiir
5 min zentrifugiert. Die Fixierung der Zellen erfolgte in 1 ml 4 %igem PFA fiir 10 min
bei RT. Anschlieflend wurde mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen (1200 rpm, 3 min) und
die Zellen in 1 ml 0,1 %igem Triton-X aufgenommen und fiir 4 min permeabilisiert. Es
folgte ein erneuter Waschschritt mit FACS-Puffer bei 1200 rpm fiir 5 min. Die
Resuspension der Zellen wurde mit 100 pu/10° Zellen durchgefiihrt, zu welchen noch
2 ul/10° Zellen Fc-Block hinzugefiigt und insgesamt fiir 30 min auf Eis inkubiert wurde.
Die blockierten Zellen wurden gedrittelt und jeweils 10° Zellen mit 20 ul Antikorper,
20 ul Isotypenkontrolle oder ohne Zusatz versetzt und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Daraufhin folgte ein Waschschritt mit 1ml FACS-Puffer mit anschlieSender
Resuspensation in 200 ul/10° Zellen FACS-Puffer. Die gefarbten Zellen wurden bei 4 °C
bis zur Weiterverwendung gelagert. Die Analyse der drei Proben
(Antikorpermarkierung, Isotypkontrolle und Negativkontrolle) erfolgte in
Zusammenarbeit mit M. Sc. Juliana Pfeifer mithilfe des Durchflusszytometers.
(Guava® easyCyte™ Flow Cytometry Systems).
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4.2.3.2 Viabilititsanalysen

PrestoBlue™ Assay

Fiir die Analyse der Zellviabilitdt im Mikrokanal und dem umgebenden Kompartiment
wurde das Lebermodell wie in Kapitel 4.2.2.3 erlautert, aufgebaut. An Tag3 und 7
wurden die vasQchips von der Mikrofluidik entfernt und die Zellviabilitdt bestimmt.
Dafiir wurde das vorhandene Medium mit einer 1:10 Mischung aus
PrestoBlue™-Reagenz und Kokulturmedium ersetzt und fiir 20 min bei 37 °C und
5 % COz inkubiert. Als Kontrolle wurde die Mischung aus PrestoBlue™-Reagenz und
Medium ohne Zellen inkubiert. Anschlieffend wurden jeweils 100 ul des konditionierten
Mediums in eine 96-Well-Platte iiberfithrt und die Fluoreszenz mithilfe des
Mikroplattenlesers (SpectraMax iD3) quantifiziert (Aem: 560 nm, Aex: 600 nm). Die
Messungen erfolgten in jeweils Triplikaten der jeweiligen Proben. Die verwendeten
vasQchips wurden erneut mit Kokulturmedium befiillt und fiir deren
Weiterkultivireung an die Mikrofluidik angeschlossen.

MTT-Assay

Fiir die Bestimmung der Toxizitdt eines Wirkstoffes wurde ein MTT-Assay
durchgefiihrt. 5-10* Hepatozyten/cm? 1-10* LSEC/cm? oder 1-10* HepG2/cm? wurden in
einer 96-Well-Platte ausgesat, sofern nicht anders angemerkt. Nach einer 3-tagigen
Kultivierungszeit wurde das Medium mit 100 pl des entsprechenden Wirkstoffes mit
einer spezifischen Konzentration ausgetauscht. Der Behandlungszeitraum wurde
individuell dem Experiment angepasst und erstreckte sich zwischen einigen Minuten
bis hin zu mehreren Tagen. Als Kontrollen wurden eine unbehandelte Lebendkontrolle
und eine Todkontrolle verwendet, welche durch Zugabe von 5 ul 20 %igem Trition X
fiir 5 min bei RT am Ende der Behandlung erzeugt wurde. Es folgte eine Zugabe von
15 ul MTT-Reagenz zu allen Triplikaten mit einer Inkubation von 3 h bei 37 °C und
5 % CO:z. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl Stopplosung beendet und nach
24 h Inkubationszeit wiederum bei 37 °Cund 5 % CO:, wurde die Absorption bei 595 nm
mithilfe eines Mikroplattenlesers bei 595 nm (SpectraMax iD3) ermittelt. Durch
Relativierung auf die Leben-/Todkontrolle erfolgte eine Quantifizierung der toxischen
Wirkung der untersuchten Wirkstoffe.

CellTiterGlo® Luminizenz Zellviabilitit-Assay

Die Quantifizierung des vorhandenen ATPs in einer Zellpopulation gibt Aufschluss
iber deren Viabilitit. Der CellTiterGlo® Luminizenz Zellviabilitit-Assay wurde
entsprechend der Herstelleranweisung angewandt, beginnend mit 30-miniitigem
Aquilibrieren der Zell-Platte bei RT. Das CellTiter-Glo®-Reagenz wurde anschlieSend 1:1
mit dem vorhandenen Zellmedium auf Zellen hinzugegeben und eine Negativkontrolle
wurde parallel, ohne Zellen mit frischem Medium angesetzt. Einer 2-miniitigen
Inkubation auf dem Schiittler folgte eine weitere 10-miniitige Inkubation bei RT. Die
Luminizenz wurde mithilfe des Plattenlesers (SpectraMax iD3, Integration 0,25 s -1 s)
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ausgewertete. Fiir die Bestimmung der exakten ATP-Konzentration wurde eine
ATP-Standardkurve angesetzt und analysiert (15000 nM - 937,5 nM).

Lebend-/Tod-Firbung

Zur Darstellung der Zellviabilitit im Hydrogel und vasQchip wurde eine
Lebend-/Tod-Farbung mit Calcein-AM und Propidiumiodid (PI) durchgefiihrt. Fiir die
Analyse wurde eine Farbereagenzlosung mit 4 uM Calcein-AM und 20 ug/ml
Propidiumiodid in Kokulturmedium angesetzt. Insgesamt wurden 250 ul/cm?
Farbelosung auf lebendigen Zellen eingesetzt und fiir 20 min bei 37 °C und 5 % CO:
inkubiert. Anschliefend wurde zweimal mit DPBS/* gewaschen wund mit
Kokulturmedium {iberschichtet. Infolgedessen konnte die Auswertung am inversen
Konfokalmikroskop erfolgen (PI Aex =493 nm, Aem =636 nm; Calcein-AM Aex =495 nm,
Aem =515 nm).

Wachstumskurven

2D-Zellkultur

0,5:10* Zellen wurden in Triplikaten in einer 96-Well-Platte in je 100 ul der zu testenden
Medien ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Das Medium wurde alle 2 bis
3 Tage gewechselt und an Tag 1, 2, 3, 4 und 7 wurde die Zellzahl in Triplikaten bestimmt.
Ein Waschschritt mit DPBS’, gefolgt von 100 ul Trypsin/EDTA fiihrte zu einer
enzymatische Zellablosung mithilfe einer Inkubation von 5 min bei 37 °C und 5 % CO:..
Anschlieflend wurde die Zellzahl mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

Spharoid

0,2:10¢ Huh7/Well wurden in einer zellabweisenden Rundboden-96-Well-Platte fiir 48 h
kultiviert. Infolgedessen wurde mit der OPLA-Behandlung wunterschiedlicher
Konzentrationen in Triplikaten gestartet und das Spharoid-Wachstum mithilfe
lichtmikroskopischer Aufnahmen an Tagl, 2, 3, 6 und 7 verfolgt. Die
Sphéroiddurchmesser wurden mit Image ] vermessen, wobei 5 Geraden durch den
Mittelpunkt jeden Sphéaroids gemessen und gemittelt wurden.

4.2.3.3 Funktionalititstests

Barriereintegrititsbestimmung mithilfe TEER-Messungen

Die TEER-Messung erfolgte ausschliefslich im Transwell®-System, welches wie in
Kapitel 4.2.2.2 beschrieben mit Zellen besiedelt wurde. Als Blank diente ein mit
Kollagen I beschichtetes Transwell® entsprechend der Zellbeschichtung mit 1ml
Medium im umgebenden Kompartiment und 300 ul im Transwelleinsatz. Vor der
Messung wurde ein Mediumwechsel mit den gleichen Volumina, wie fiir den Blank
durchgefiihrt und nach einer Aquilibrierung im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO: und
gesattigter Luftfeuchtigkeit von 3 h wurde die TEER-Messung mithilfe des EVOM3
(WPI) durchgefiihrt (Mode units: OHMS, Range: 100.000, Well-Plattengrofse: 24-Well,
Open electrodes: Short). Die Elektroden wurden zuvor mit 70 %igem Ethanol sterilisiert

und mit sterilem dH:0 gewaschen. Die TEER-Messung erfolgte zwischen dem
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Transwell®-Einsatz und dem darunterliegenden Kompartiment durch die
Positionierung der Elektroden in den jeweiligen Fliissigkeiten der Kompartimente. Es
wurden je Probe in Triplikaten gemessen und als Differenz zum Blank ausgegeben.
Durch die Normierung auf die Barriereoberfliche wurde der TEER in ()/cm? ermittelt.
Nach Beendigung der Messung wurde die Elektrode in 70 % Ethanol sterilisiert und mit
dH20 gewaschen.

P450-Glo™ CYP3A4 Assay

Die Bestimmung der CYP3A4-Aktivitat in 2D-Zellkultur und im vasQchip erfolgte
mithilfe des P450-Glo™ CYP3A4 Assay. Dieser wurde entsprechend den
Herstellerhinweisen durchgefiihrt und folgedermafien angepasst. Es wurde mit einem
Mediumwechsel inklusive 3 uM Luciferin-IPA und folgender Inkubation fiir 60 min bei
37 °C, und 5 % CO:z begonnen. Anschlieffend wurde das vorhandene Medium mit einer
gleichen Menge an Luciferin-Detektion-Reagenz versetzt. Infolgedessen wurden 50 pl
der Losung in eine 96-Well-Platte iiberfiihrt und direkt die Luminizenz mithilfe des
Plattenlesers (SprectraMax iD3) detektiert.

Scavanger-Funktion der LSEC mithilfe von Ovalbumin

1,5-10* LSEC/cm? wurden in u-Slides-8-Wells bis zur Konfluenz 7 Tage kultiviert.
Anschlieffend  erfolgte  eine  Lebendfirbung  mit 50 pg/ml Ovalbumin
Alexa Fluor™ 488 Konjugat fiir 20 min bei 37 °C und 5 % CO:.. Infolgedessen wurde ein
Mediumwechsel durchgefiihrt, gefolgt von einer weiteren Inkubation bei 37 °C und
5 % COr fiir 1,5 h. Zusatzlich wurden zu ausgewahlten Proben 50 nM LysoTracker™ Red
fiir 30 min bei 37 °C und 5 % CO: hinzugefiigt, bevor eine Auswertung der Fluoreszenz
mithilfe inverser =~ Konfokalmikroskopie beifolgender = Anregung  stattfand,
LysoTracker™Red (Aex=577 nm, Aem =590 nm), OVA-488 (Aex=495nm, Aem =519 nm).
Zudem wurden mit OVA-488 behandelte Zellen fiir eine Immunfluoreszenzmarkierung
von CD206 entsprechend Kapitel 4.2.3.1 prapariert.

Tubeformation-Assay

Die u-Slide-8-Well wurden mit 50 ul/cm? unverdiinntem GFR-Matrigel fiir 30 min bei
37°C und 5% CO:2 beschichtet. AnschlieBend wurden 4,2:10¢LSEC/cm? in
200 pl LSEC-Medium auf der Beschichtung ausgesit. Das Zellverhalten wurde mithilfe
inverser Lichtmikroskopie nach 4 h und 24 h und protokolliert.
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4.2.3.4 Lipidextraktion / Analyse

Proteinbestimmung (DC-Protein Assay)

Die Zellen jedes Ansatzes wurden in Lyse-Puffer aufgenommen und bei -80 °C bis zur
Weiterverarbeitung gelagert. Die Homogenisierung der Proben erfolgte mithilfe einer
dreimaligen Wiederholung von 5 s Ultraschallbehandlung mit 3 s Kiihlphase auf Eis.
Die Proben werden anschlieflend auf FEis gelagert bis zu deren Verwendung im
DC-Protein-Assay. Dafiir wurde zundchst eine Standardkurve mit BSA (bovines
Serumalbumin) mit Konzentrationen zwischen 2 mg/ml-0,1 mg/ml BSA in Lyse-Puffer
angesetzt. Insgesamt wurden 5 pl der BSA-Proben in einer 96-Well-Platte in Duplikaten
vorgelegt. Anschliefiend wurde 1 ul der homogenisierten Probe mit 4 ul Lyse-Puffer in
der 96-Well-Platte verdiinnt. Entsprechend der Herstelleranweisungen wurden 25 pul
einer Mischung aus Reagenz A und S (50:1) zu allen Ansdtzen und einer
Lyse-Putfer-Kontrolle hinzugegeben. Infolgedessen wurden 200 pl Reagenz B zu allen
Ansdtzen gegeben, gemischt und fiir 15 min, lichtgeschiitzt bei RT inkubiert.
Anschlieffend erfolgte die kolorimetrische Auswertung der Absorption am
Photospektrometer bei 750 nm. Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben
erfolgte mithilfe der BSA-Standardkurve aus Duplikaten.

Lipidextraktion

Die Lipidextraktion erfolgte aus dem Zelllysat und wurde nach Folch et al.
durchgefiihrt.?®! Die Zellen wurden zuvor in Lyse-Puffer aufgenommen und durch
Ultraschallbehandlung ~ homogenisiert (siehe  Proteinbestimmung). 10 pl
Interner-Standard (15:0 TAG 50,14 ug/20ul; 17:0 NEFA 47,89 pg/20 ul) wurden in
Glasreagenzgefdfien mit dem Zelllysat versetzt. Der Probenansatz wurde auf insgesamt
500 pl mit 0,9 % Saline aufgefiillt und eine Kontrolle mit ausschliefSlich Saline wurde
zusatzlich angesetzt. Anschliefend wurde 1 ml NaCl (1 M) hinzugefiigt und auf dem
Rotationsmixer fiir 15 min gemischt, mit einer darauffolgenden Zentrifugation bei 800 g
fir 10 min bei 14 °C. Die wassrige Phase wurde abgenommen und verworfen,
wohingegen die organische Phase in ein neues Glasgefdfi tiberfithrt wurde. Im
Wasserbad bei 50 °C, unter Stickstoff wurde die organische Phase komplett abgedampft
und anschlieffend wurde die erhaltene Fettsaurenmischung in 1 ml Chloroform durch
Vortexen resuspendiert. Festphasenextraktion mithilfe
Aminoporpyl-Kieselsdure-Saulen ermoglicht die Separation von polaren und
nichtpolaren Lipiden.?”” Dafiir wurden die Saulen zunachst zweimal mit 1 ml Aceton
und zweimal mit 1 ml Chloroform gewaschen. Danach wurden die Proben auf die
Saulen aufgetragen und ohne weitere Hilfsmittel erfolgte deren Durchfluss mit
Retention polaren Phospholipiden auf der Sdule. Zwei weitere Waschschritte mit jeweils
1 ml Chloroform versicherte den Durchfluss von Triacylglycerole und Cholesterinester,
welche in Glasgefafien aufgefangen wurden. Die gesammelte nichtpolare Lipidprobe
wurde unter Stickstoff bei 50 °C im Wasserbad vom Losungsmittel getrennt und
anschlieffend in 1 ml Hexan aufgenommen. Eine weitere Festphasenextraktion erlaubte
die Trennung von Triacylglycerole und Cholesterinester. Dafiir wurden neue Saulen
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viermal mit jeweils 1 ml Hexan konditioniert und anschlieflend mit der Probe beladen.
Der Cholesterinester wird ohne Retention durch die Sdule geleitet wohingegen
Triacylglycerole sich am Sorbent anreicherten. Zweimaliges Waschen mit jeweils
1 ml Hexan eliminierte restlichen Cholesterinester von der Saule. Der Durchfluss wurde
verworfen und die Elution der Triacylglycerole, mithilfe von 2 ml einer Mischung aus
Hexan, Chloroform wund Ethylacetat (100:5:5) und Unterduck eingeleitet. Die
Lipidfraktion wurde anschliefiend unter Stickstoff im Wasserbad bei 50 °C vom
Losungsmittel getrennt und anschliefend in 400 ul einer Mischung aus
Butylhydroxytoluol und Toluol (1:10; w/v) resuspendiert. 800 ul einer
1,5 %igen Schwefelsaure in Methanol wurden fiir die Methylierung der Lipide zu den
Proben hinzugefiigt, gevortext und fiir 60 min im Wasserbad bei 80 °C inkubiert. Nach
deren Abkiihlung wurden 2 ml Neutralisationslosung (0,124 M KHCOs, 0,125 M K2COs
in dH20) und 2 ml Cyclohexan hinzugefiigt und fiir 10 min auf dem Rotationsmixer
gemischt. Die organische Phase wurde von der wassrigen Phase durch einen
Zentrifugationsschritt bei 800 g fiir 10 min bei 14 °C getrennt und in ein neues Glasgefaf3
transferiert. Das Losungsmittel wurde unter Stickstoff und 50 °C im Wasserbad entfernt
und die Triacylglycerole wurden in 500 pl Chloroform (vasQchip oder 6-Well-Probe)
oder in 120 pul Chloroform (Sphédroid und 96-Well-Probe) aufgenommen. Die
resuspendierten Proben wurden in gaschromatographiespezifische Behaltnisse
tiberfiihrt und mit 10 pl Externem-Standard (23:0 Methylester, 50,2 pg/20 ul) versehen,
wodurch die Proben fiir deren Analyse mithilfe der Gaschromatographie eingesetzt
werden konnten.

Gaschromatographie/ Massenspektrometrie

Die isolierten Fettsdurenmehtylester wurden mithilfe 31 bekannten Fettsdauren im
Standard beziiglich ihrer Retentionszeit durch Gaschromatographie quantifiziert. Alle
gemessenen Fettsduren wurden zusammengefasst und jede Fettsaure wurde als
Prozentsatz aller gemessener Fettsduren dargestellt.

Intrazelluldre de novo Lipogenese (DNL) wurde anhand inkorporierten Deuteriums in
Palmitinsaure von ?2H20 aus dem Medium nachverfolgt. [2H]-Palmitat Anreicherung
wurde mithilfe Gaschromatographie-gekoppelter Massenspektrometrie analysiert.
Ionen mit einem Masse-zu-Ladung-Verhiltnis von 270 (M+0) und 271 (M+1) wurden
identifiziert durch spezifisches Ionenmonitoring. Die DNL wurde bestimmt aus dem
Verhaltnis neu synthetisiertem [?H]-Palmitat gegeniiber nicht markiertem Palmitat.

Biochemische Analyse des Zellmediums

Glucose, Laktat, TAG, 3-OHB und NEFA-Konzentrationen wurden im gesammelten
Medium der mit OPLA behandelten Zellen bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte durch den AU480-Chemie-Anlayzer (Bekmann Coulter), wobei alle
Untersuchungen entsprechend der Herstelleranweisungen durchgefiihrt wurden, mit
den entsprechenden Standards wund Kalibrierungsreagenzien. Die erhaltenen
Konzentrationen wurde auf die Proteinkonzentration normalisiert.
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BODIPY Lipidmarkierung und Quantifizierung

Die Lipidtropfen in den Huh7-Spharoiden wurden mithilfe des lipophilen Farbstoffes
BODIPY gefdarbt. Zuvor wurden die Sphéroide zweimal mit DPBS* gewaschen und
anschliefiend fiir 45 min mit 4 % PFA fixiert. Eine Farbelosung aus 5 uM BODIPY und
10 uM Hoechst33342 wurde in DPBS* angesetzt und 100 pl fiir 60 min auf die Sphéaroide
gegeben. Anschliefend erfolgte ein dreifacher Waschschritt mit DPBS”. Die
Auswertung der Fluoreszenz erfolgte am Cytationl-Imaging-Reader (BioTek) mit
15 Aufnahmen im Abstand von 5 um wobei die detektierte Fluoreszenz von BODIPY
(Aex =493 nm, Aem =503 nm) auf die Intensitat von Hoechst33342 normiert wurde.

Oil-Red-O-Lipidfarbung

Fiir die Oil-Red-O Farbelosung wurde zunédchst eine 0,5 % Oil-Red-O-Losung (w/v) aus
0,5 g Oil-Red-O in 100 ml Isopropanol bei 60 °C hergestellt. Direkt vor dem Einsatz der
Farbelosung auf fixierten Zellen wurde diese frisch 3:2 mit dH2O auf eine
Endkonzentration von 0,3 % verdiinnt. Ungeldste Feststoffriickstinde wurden mithilfe
eines Filterpapiers aus der Oil-Red-O-Farbelosung entfernt und anschlieffend fiir 10 min
bei RT inkubiert. Die Farbung der fixierten Zellen erfolgte durch Inkubation bei RT fiir
15 min mit anschlielendem Waschen mit DPBS*. Die Auswertung der Farbung wurde
am inversen Lichtmikroskop durchgefiihrt.

4.2.4 Mikrobiologische Methoden

4.2.4.1 RNA-Isolation

Die Zellen wurden von Mediumriickstdnde befreit und in 400 pl TRIzol® aufgenommen
und vollstandig lysiert durch Homogenisierung mit der Pipette. In einem
Reaktionsgefafs wurde die lysierte Probe fiir 5 min bei RT inkubiert und anschliefSend
mit 80 ul Chloroform versehen. Durch 15 s intensiven Mischen und einer Zentrifugation
bei 12000 g fiir 15min, bei 4 °C erfolgte eine Separierung der wassrigen und
organischen Phase. Die transparente, wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefafs
transferiert und mit 0,2 ml Isopropanol vermischt und bei RT fiir 10 min inkubiert. Es
folgte eine Zentrifugation bei 12000 g fiir 10 min bei 4 °C. Der Uberstand wurde
anschliefend verworfen und das erhaltene RNA-Pellet wurde mit 500 pl
75 %igem EtOH durch vortexen gewaschen. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
bei 7500 g und 4 °C fiir 5 min, wonach der Uberstand verworfen wurde. Das RNA-Pellet
wurde fiir 10 min an der Luft getrocknet und anschlieffend in 40 ul RNAse-freiem
Wasser resuspendiert indem es bei 60 °C fiir 15min inkubiert wurde. Die
RNA-Konzentration wurde anschlieflend mithilfe des Nanodrops bei einer Absorption
von 260 nm bestimmt.
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4.2.4.2 DNA-Verdau

2 ug RNA wurden mit RNAse-freiem Wasser und 2 pl DNAse I (10x) Reaktionspuffer
und 2 u DNAse auf ein Gesamtvolumen von 20 ul angesetzt. Nach einer 30-mintitigen
Inkubation der Proben bei 37 °C wurden 2 ul DNAse-Stopp-Losung hinzugegeben und
zusétzlich fiir 10 min bei 65 °C erhitzt.

4.2.4.3 Reverse Transkription

Die RNA wurde mithilfe der RT-PCR in cDNA transkribiert. Dafiir wurden pro
1 ug RNA, 1ul Random Primer (200 nmol) eingesetzt und fiir 10 min bei 70 °C
inkubiert. Eine Mischung aus 3 ulnukleasefreiem Wasser, 4 pul M-MLV-Reverse
Transkriptase Reaktionspuffer, 2 uldNTPS (10mM) und 1 pl M-MLV-Reverse
Transkriptase wurde pro 1 pug RNA hinzugefiigt. Als DNA-Kontaminationskontrolle
wurde eine Probe ohne Enzym angesetzt. Die Reaktion erfolgte zunachst bei 25 °C fiir
10 min worauf eine 60-mintitige Inkubation bei 42 °C folgte. Zum Abschluss wurde die
Reaktion fiir 10 min bei 70 °C inaktiviert und die erhaltene cDNA wurde mit 100 pl
nukleasefreiem Wasser verdiinnt und bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.

4.2.4.4 Kontroll-PCR

Die Reverse-Transkription der RNA in cDNA wurde durch eine PCR mithilfe des
Haushaltsgen =~ GAPDH  iiberpriift. 3 ulcDNA  wurden auf Eis mit
4 ul (5X)-Reaktions-Puffer, 0,5 ul dNTPs (10 mM), 1ul Forward wund Reverse
GAPDH-Primer (10 pmol/ul) und 0,25 ul DNA-Polymerase gemischt und auf 20 pl mit
nukleasefreiem Wasser aufgefiillt. Anschlieffend erfolgte eine Inkubation im
Thermocycler mit in Tabelle 11 aufgefiihrten Inkubationszeiten, bei entsprechender
Temperatur.

Tabelle 11: Zeitabhangiges Protokoll fiir die thermischen Schritte der Kontroll-PCR

Anzahl der Zyklen Zeit TenEpoeCr]atur
1 2 min 95
30s 95
35 30s 60
30s 72
1 5 min 72

Die Verifizierung der cDONA-Synthese und zusammenhangend damit die Kontroll-PCR,
erfolgte mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese. Die amplifizierten DNA-Fragmente
wurden mithilfe eines 2 %igen Agarosegel mit 0,25 pug/ml Ethidiumbromid in
TAE-Puffer bei 100V nach deren Grofie aufgetrennt. Als Referenz diente ein
100 bp DNA-Marker. Die Auswertung der Amplifikation und Auftrennung der DNA
erfolgte durch die Anregung des fluoreszierenden DNA-Farbstoff im UV-Bereich
mithilfe des GelDoc Go Imaging System (Bio Rad Technologies).
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4.2.4.5 RT-qPCR

Fir die RT-qPCR wurde pro Ansatz eine Reaktionsmischung von
10 pl GoTag®qPCR Mastermix 1 pl Primer (Forward und Reverse, je 10 pmol/ul)
5 ul nukleasefreiem Wasser und 4 pul cDNA auf Eis zusammengestellt. Dabei wurde fiir
jede Probe technische Triplikate in 96-Well-PCR-Platten angesetzt. Nach dem Versiegeln
der Platte wurde fiir 2 min bei 180 g zentrifugiert und anschlieffend die RT-qPCR
quantitativ durchgefiihrt, mithilfe des in Tabelle 12 dargestellten Programm im Bio Rad
CFX96 RT-PCR Detection System. Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit der
AACt-Methode ausgewertet und auf das Referenzgen GAPDH normiert.

Tabelle 12: RT-qPCR-Programm der zeitabhangigen thermischen Inkubationen

Anzahl der Zyklen Zeit Ten;ggr}atur
1 2 min 95
30s 95
35 30s 60
30s 72
1 5 min 72

4.2.5 Peptoid-Synthese

Boc-Schiitzung von Diaminobutan

Die freien Amingruppen von N-1,4-Diaminobutan wurde mithilfe von
Boc-Schutzgruppen vor deren Einsatz in der Festphasensynthese geschiitzt. 400,2 mmol
N-1,4-Diaminobutan wurde in 240 ml Tetrahydrofuran (THF) in einem Rundkolben
vorgelegt. 60 mmol Di-tert-butyldicarbonat (Boc20, 1 Aq., 13,1 g) in THF wurden iiber
4 h zugetropft und anschlieffend iiber Nacht bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde
infolgedessen unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 100 ml kaltem
Wasser gelost. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert und dreimal mit kaltem
Wasser  nachgewaschen.  Die  wassrige  Phase  wurde  viermal — mit
50 ml Essigsaureethylester extrahiert. Die dabei entstandenen organischen Phasen
wurden vereint und zweimal mit je 30 ml Wasser und einmal mit 50 ml geséttigter
Natriumchloridlosung gewaschen. Es folgte ein Trocknungsschritt der organischen
Phase tiber Na:5O4 mit anschlieffendem Abfiltrieren des Feststoffes. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt wodurch das Produkt als klare, viskose
Fliissigkeit erhalten und anschlieflend bei 4 °C gelagert wurde. Die Synthese wurde
entsprechend der Tabelle 13 von M. Sc. Julia Rieger durchgefiihrt.

Tabelle 13: Boc-Schiitzung von N-1,4-Diaminobutan.

Edukt Aquivalente Stoffmenge Masse
[mmol] [mg]
N-1,4-Diaminobutan 6,67 400,2 35,38
Boc20 1,0 60 13,1
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Festphasensynthese der Peptoide

Die Peptoide wurden mithilfe der Festphasensynthese am Rink-Amid-Harz
durchgefiihrt, wobei 10 ml PP Reaktoren mit PE Fritte als Reaktionsgefafie dienten.
Zundchst wurden 100 mg Rink-Amid-Harz (Belegungsdichte 0,29 mmol/g) in die
Reaktoren eingefiillt und mit 1 ml Dimethylformamid (DMF) iiber Nacht gequollen. Die
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe am Harz erfolgte mithilfe 1ml
20 %iger Piperidinlosung in DMF und einer Inkubation von 5 min unter Schiitteln und
Verwerfung des Uberstands. Nach zwei weiteren, Wiederholungen folgte ein
dreimaliger Waschschritt mit jeweils 0,5ml DMF. Die Acylierung der freien
Amingruppen nach deren Entschiitzung wurde mithilfe einer frisch angesetzten
0,5 M Bromessigsaure-Losung durchgefiihrt. Dazu wurden 120,9 mg Bromessigsaure
(8,00 Aq., 0,87 mmol) in 1 ml DMF gel6st und mit DIC (8,00 Aq., 0,87 mmol, 110,1mg)
versetzt. Anschlieffend erfolgte eine 30-miniitige Inkubation bei RT, unter Schiitteln
welche mit dreimaligem Waschen mit 1,5 ml DMF beendet wurde. Die Kupplung der
Monomere wurde entsprechend der Reihenfolge in Tabelle 3, durchgefiihrt. Es wurde
0,1 M des Monomers in 1 ml DMF fiir die jeweilige Kupplung entsprechend Tabelle 14
eingesetzt. Nach einer Reaktionszeit von 1h bei RT unter Schiitteln erfolgte ein
dreimaliger DMF-Waschschritt. Fiir die Anbringung weitere Submonomere wurde wie
bereits beschrieben, eine Acylierung mit anschliefender Kupplung durchgefiihrt, bis
eine Peptoidliange bestehend aus 4 gekuppelten Aminen synthetisiert wurde.

Tabelle 14: Eingesetzte Amine in der Festphasensynthese von Peptoiden fiir eine
0,1 M Submonomerlésung

. Molare Masse
Edukt Aquivalente Stoffmenge

[mmol] [g/mol]
N-Boc-Diaminobutan 8,00 7,00 188,3
Propargylamin 8,00 7,00 55,08
Benzylamin 8,00 7,00 107,15
4-Chlorbenzylamin 8,00 7,00 141,6

Nach dem abschlielenden Waschschritt wurde das Fluorophor RhodaminB an das
Peptoid gekuppelt. Es wurden jeweils 3 Aquivalente HOBt, DIC und RhodaminB,
entsprechend Tabelle 15 in 7 ml DMF gelost und 1 ml in den Reaktor aufgezogen und
iiber Nacht, unter Schiitteln bei RT inkubiert. Nachfolgend wurde mit DMF gewaschen,
bis eine transparente Waschlosung erhalten wurde.

Tabelle 15: Kupplung des Fluorophors RhodaminB an ein Peptoid

Edukt Aquivalente Stoffmenge Molare Masse
[mmol] [g/mol]
Rink-Amid-Harz 1,00 0,29
RhodaminB 3,00 0,635 479,02
HOBt 3,00 0,635 135,12
DIC 3,00 0,635 126,20
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Infolgedessen wurde das Peptoid vom Harz abgespalten, wofiir zunachst achtmal mit
Dichlormethan (DCM) gewaschen wurde. Daraufhin wurden die Peptoide mit
3ml 90 % TFA in DCM fiir 2h bei RT vom Harz abgespalten. Die abgespaltenen
Peptoide wurden in Zentrifugenrohrchen tiberfithrt und mit Stickstoff bei RT
abgedampft. Eine 40 mM Peptoidstammldsung wurde anschlieffend mit einer
dH20O/EtOH-Mischung (1:1) angesetzt. Die Synthese der Peptoide wurde mithilfe
MALDI-ToF-Massenspektrometrie bestatigt und folgendermafsen dafiir vorbereitet.
Eine a-Cyano-Zimtsaure gelost in 50 % Acetonitril, 2 % TFA und 48 % Wasser
(1:100 CHCA/Matrixlosung) wurde als Matrix fiir die MALDI-ToF eingesetzt. Eine
Mischung aus 0,5 pl Matrix und 0,5 pl Peptoid wurden auf einer Standardprobenplatte
aufgetragen und an der Luft kristallisiert. Die Messung wurde im positiven Modus mit
dem Massenspektrometer (UltrafleXtreme, Brucker und 4800 Proteomics Analyser,
Applied Biosystems) durchgefiihrt.

4.2.6 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse dieser Dissertation wurden als Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt. Die Anzahl an unabhédngigen Stichproben wurde als n definiert. Die
Anwendung statistischer Vergleiche der Mittelwerte erfolgte mithilfe GraphPad Prism
unter Verwendung des Student’ t-Tests. Statistisch signifikante Werte wurden mit

p * fiir p < 0,05, mit ** fiir p < 0,01 und mit *** fiir p < 0,001 gekennzeichnet.
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5 Abkiirzungsverzeichnis

2D s Zweidimensional
BD s Dreidimensional
B-OHB ..o 3 Hydroxybuttersiure
AHCT............... N Acetyl DL Homocysteine Thiolacton N Acetyl DL Homocysteine Thiolacton
AMED.......ccoovrne. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicology
BOC... e Tert-Butyloxycarbonyl
BOC2O .. Di-tert-butyldicarbonat
BSA s Bovines Serumalbumin
Calcein-AM ..o Calcein-Acetoxymethylester
CD206) «.eeevrnrrereiiiiiieeiee e Cluster of Differentiation 206 / Mannoserezeptor
CDBI o Cluster of Differentiation 31
CMEDA ..ot 5-Chloromethylfluorescein-Diacetat
CO2 e Kohlenstoffdioxid
COOH ...t Carbonsiure
CYP s Cytochrom P450
CYPBAL .o Cytochrom P450 3A4
CYPAB0..c..eoeieiii s Cytochrom P450
DICM .ot Dichlormethan
AH20 e Demineralisiertes Wasser
DIC . N,N’-Diisopropylcarbodiimid
DME ..o Dimethylformamid, Dimethylformamid
DN De novo Lipogenese
DPBS ... Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
ECM oottt ee st s e Extrazelluldrer Matrix, Extra Cellular Matrix
EDC1 Ethyl 3 (3 dimethylaminopropyl) carbodiimidl Ethyl 3 (3 dimethylaminopropyl)
carbodiimid

EDTA o Etyhlendiamintetraacetat
EGM2 ..o Endothelial-Cell-Growth-Media-2
BEOH oo Ethanol
FCS s Fetales Kélberserum
FDA oo Food and Drug Administration
FINOC. it Fluorenylmethoxycarbonyl
GOP ..o Glucose-6-Phosphatase
GeIMA ..o Gelatine-Metacrylamid
GeINB.....ooii Norbornen-funktionallisierte Gelatine
GeIS ... Thiolierte Gelatine
HCT o Hydrochlorid
RIPSC .o Humane induzierte pluripotente Stammzellen
HS s Humanserum
HUVEC........... humane umbilikalen vendsen endothelialen Zellen, Human umbilical vein
endothelial cells

LG50ttt Inhibitory Concentration bei 50%
KIT e Karlsruher Institut fiir Technologie
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LAP .o Lithium Phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinat
LSEC .. Lebersinusoidale Endothelzellen
LYVE-T..oooiiiiiiiiiiiiiccc endotheliale Lymphgefifse Hyaluronrezeptor-1
MAA .o Methacrylsiureanhydrid
MAGCS ... Magnetisch aktivierte Zellsortierung
MALDI-TOF.........ccccceovuun. Matrix Assistierter Laser Dessorption lonisierung Flugzeitanalyse
MESPTL ..ot Mesoderm posterior 1 Homolog
MES-PUffer ... 2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure-Puffer
MTT-Assay....... 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5 Diphenyl Tetrazolium Bromid Toxizitit Test
INAC N-Acetylcystein
NAFLD.....ccccovviviiiiiiiiiicnne, Non Alcoholic Liver Disease, Non-alcoholic fatty liver disease
INAOH ... Natriumhydroxid
NAPQI ..o N-Acetyl-p-Benzoquinon Imin
NBCA ..o 5-Norbornen-2-Carboxylsiure
INEFA ..o Nicht-esterifizierte Fettsiuren
INHS .o N-Hydroxysuccinimd
OCDEM .....ccoviviiiiiiiiiiniciccns Oxford Centre for Diabetes, Endocrinology and Metabolism
OH e Hydroxygruppe
OPLA....eeeeeeeeee e Olsdure, Palmitinsiure, Linolsidure und a-Linolensiure
OV A s Ovalbumin
P/S s Penecillin/Streptomycin

PIPropidiumiodid
RGD .. Arginin-Glysin-Asparaginsiure
RT s Raumtemperatur
RT-qPCR oot Real Time quantitative Polymerasenkettenreaktion
SH ... Thiol
STABZ....oo Stabilin-2
TEER ... Transendothelialer elektrischer Widerstand
TEA oo Trifluoressigsiure
TG e Triacylglycerol
TGE s Transforming-Growth-Factor
THE o Tetrahydrofuran
UGTIAT s UDP-Glucuronosyltransferase 1A1
VE-Cadherin.........cccoovviiiinininiiiiiccccccccccccs vaskular endotheliales Cadherin
VEGF ..., Vascular Endothelial Growth Factor, Vascular Endothelial Growth Factor
VLDL-TG ..ot very low-density lipoprotein-Triacylglycerol
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Abbildung 98: MALDI-ToF Spektiren der synthetisierten Peptoide P171, P114 und P216.
Molekulargewichte der synthetisierten Peptoide: 954,63 g/mol (P171), 1046,41 g/mol (P114) und

1098,44 g/mol (P216). Die mithilfe MALDI-ToF erfolgreich nachgewiesen werden konnten
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