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Endpunkt-Assays eignen sich zum Screening groBBer Substanz-Bibliotheken in hohem Durch-
satz. Dynamische Methoden sind im sekundaren Screening von Wirkstoffkandidaten tiberlegen,
da sie Aussagen Uber die Aktivierung oder Hemmung des Zellstoffwechsels erlauben.
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In der priaklinischen Wirkstoffentwicklung
werden in vitro-Testmethoden eingesetzt,
um geeignete Wirkstoffkandidaten zu iden-
tifizieren. Die meisten klassischen Methoden
beruhen auf Endpunkt-Tests. Dabei werden
Testzellen mit dem Wirkstoffkandidaten ver-
setzt und nach einer definierten Zeit analy-
siert. Der zeitliche Verlauf der Wirkung —also
die Frage, was vor oder nach dem Endpunkt
in einem bestimmten Testansatz geschieht
—kann mit den klassischen Methoden nur mit
groflem Aufwand und einer Vielzahl von Test-
ansatzen erfafit werden. Die Bionas GmbH
hat ein Testsystem zur Marktreife entwickelt,

das die Effekte des Zellstoffwechsels und der
Signaltransduktion auf das umgebende Zell-
kulturmedium analysiert. Diese neuartige
Technik ist leicht handhabbar und erméglicht
eine nicht-invasive, labelfreie und kontinuier-
liche Beobachtung des Zellstoffwechsels in
Abhéngigkeit von Testsubstanzen.

Kontinuierliche Verlaufserfassung

Das neue Mef3gerét Bionas® 2500 fiir lebende
Zellen erméglicht eine kontinuierliche Ver-
laufserfassung bei der Untersuchung von
Wirkstoffkandidaten. Bionas® 2500 basiert auf

Bild 1: Neuronen auf dem Bionas® metabolic chip SC1000

Zell-Silikon-Hybriden — das heifst, lebende
Zellen werden auf Siliziumchips kultiviert
(Abb. 1) —und erfafst metabolisch relevante
Parameter, wie den Sauerstoffverbrauch von
Testzellen, die extrazelluldre Ansduerungs-
rate sowie die Zelladhédsion. Der Read-out
erfolgt kontinuierlich bis zu mehreren Tagen.
Die Technologie ist bei vielen verschiedenen
Zelltypen und Zellinien einschliefilich Pri-
maér-Zellkulturen anwendbar.

Toxizitats-Tests ohne Tierversuche

Mit Bionas® 2500 (Abb. 2) kénnen zellscha-
digende Wirkstoffkandidaten in Zellkultur
identifiziert werden, indem das die Zellen
umgebende Medium nach Zugabe der
Testsubstanzen untersucht wird. Die Zellen
werden durch die eigentliche Messung nicht
beeinfluf8t, da eine Anfarbung der Zellen
entfillt. Auch Konzentrationsabhiangigkei-
ten oder Regenerationseffekte konnen unter-
sucht werden. Auf8er bei der Wirkstoffent-
wicklung liegen andere Anwendungsgebiete
in der Krebsforschung, der Zellkulturiiber-
wachung sowie bei Toxizitdtspriifungen bei
der chemischen Industrie (REACH).

Der Zellstoffwechsel basiert darauf, daf
die Zellen Kohlenhydrate wie Glukose aus
dem Medium aufnehmen, verstoffwechseln
und die dabei entstehenden Abbauprodukte
(Lactat und CO,) wieder ausscheiden. Lactat
und CO, liegen im Medium in dissoziierter
Form vor und fiihren zu einer extrazellula-
ren Ansduerung. Fiir den Energiestoffwech-
sel bendtigen die Zellen Sauerstoff, den sie
aus dem Medium aufnehmen und der von
den Mitochondrien zur ATP-Produktion
benétigt wird. Ein wichtiger physiologischer
Parameter von adhdrenten Zellen stellt
auch das Anheftungsverhalten dar. Ist die
Zelle durch duflere Parameter gestort, so
verandert sie ihre Morphologie und ihr An-
heftungsverhalten. Auch die Permeabilitat
der Zellmembran bzw. Membranintegritat
kann durch Testsubtanzen verandert und
mit Bionas® 2500 analysiert werden.

Aktivierung des Zellstoffwechsels

Wirkstoffkandidaten kénnen den Stoffwech-
sel aktivieren oder hemmen. Eine Aktivie-
rung ist mit einem erhéhten Glukoseumsatz
und dem Verbrauch von Sauerstoff und
mit einer vermehrten Ausscheidung saurer
Abbauprodukte verbunden. Reaktionen in
der Zelle, wie die Signaltransduktionen und
die Stimulationen membrangebundener Re-
zeptoren (G-Protein-gekoppelte Rezeptoren,
Tyrosinkinase-gebundene Rezeptoren oder
Ionenkandle), erfordern Energie. Die Schritte
der zugrundeliegenden Reaktionskaskaden
sind direkt oder indirekt ATP-abhéngig. Eine
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Abb. 2: Bionas® 2500 analyzing system

Aktivierung des Stoffwechsels kann mit Bio-
nas®2500 durch die Messung der Steigerung
der Ansduerungsrate des Mediums und der
Sauerstoff-Verarmung des Mediums nachge-
wiesen werden. Die Produktion von cAMP
sowie Phosphorylierungen fithren zu einer
vergleichsweise geringen Ansduerungsrate
und Sauerstoffverbrauch.

Hemmung des Zellstoffwechsels

Eine Inhibierung des Stoffwechsels geht
mit einer Reduzierung der Ausscheidung
von sauren Abbauprodukten und meistens
mit einer Verminderung des Sauerstoffver-
brauchs einher. Zudem ist eine Inhibierung
bei adhdrenten Zellen meistens mit einer
Anderung des Anheftungsverhaltens ver-
bunden. Loésen sich die adhdrenten Zellen
von der Oberfliche ab, so ist dies ein Indiz
fiir ein Absterben der Zellen.

Bionas® metabolic chip SC1000

Die Silizium-Sensorchips verfiigen tiber
Sensoren zur Messung von pH-Anderungen,
zur Sauerstoffmessung und zur Adhési-
onsbeobachtung (Abb. 3). Als pH-Sensoren
werden ionensensitive Feldeffekt-Transisto-
ren (ISFET) verwendet. Insgesamt befinden

sich fiinf ISFETs auf einem Sensorchip. IS-
FETs bestehen aus amphoteren Materialien
wie Siliziumnitrit oder Aluminiumoxid. Je
nach pH-Wert lagern sich unterschiedliche
Ladungskonzentrationen am amphoteren
Gate-Isolator an und verschieben tiber den
Feldeffekt die Schwellspannung des Tran-
sistors!™*. Zur Messung der Sauerstoff-Kon-
zentrationsdnderung im Medium dienen
modifizierte Clark-Sensoren. Gemessen wird
der Reduktionsstrom, der entsteht, wenn
molekularer Sauerstoff auf der Clark-Elek-
trode durch den Elektronenflufs zusammen
mit H,O zu OH™-Ionen reduziert wird.

Die Adhéasionsbeobachtung erfolgt {iber
einen IDES-Sensor, der aus interdigitalen
Pd-Elektroden besteht. Zwischen beiden
Elektroden liegt ein Wechselstrom an. Durch
den Bewuchs der Elektroden mit Zellen oder
durch die Ausbreitung der Zellen auf dem
Sensor wird der Wechselstromfluf$ zwischen
den Elektroden eingeschrankt. Als Mefsgro-
e wird hierbei die Kapazitat detektiert>*.

Die Silizium-Sensorchips sind auf einer
40-Pin-Standard-Chipgrundplatte kon-
taktiert und mit einem biokompatiblen
schwarzem Kunststoff verkapselt. Die Ver-
kapselung bildet auf der Mitte der Chipober-
flache eine trogfdérmige Aussparung, in der
sich die unbeschichtete Sensoroberfliche

pH sensor

pH sensor

temperature — " »
diode /

pH sensor

Kennziffer - www.biocom.de >

befindet. Die Zellen werden direkt auf der
Siliziumoberflache im Trog ausgesét. Eine
Beschichtung der Siliziumoberflichen mit
Adhédsionsvermittlern wie Poly-L-Lysin,
Collagen, Laminin etc. ist moglich, ohne daf8
die Funktion der Sensoren beeinfluf$t wird.

Bionas® 2500 analyzing system

Zur Analyse des Zellstoffwechsels werden
die mit Zellen besiedelten Sensorchips in das
Bionas-System eingelegt. Es kdnnen sechs
Sensorchips parallel ausgelesen werden.
Das Gerit verfiigt iiber eine automatische
Fluidik-Einheit, welche die Zellen in regel-
mafiigen, programmierbaren Abstanden mit
frischem Medium oder Medium mit Testsub-
stanz versorgt. Die eigentliche MefSkammer
hat ein Volumen von 6 ul und erméglicht
daher eine sehr sensitive Detektion von ex-
trazelluliren Anderungen. Der Mefbetrieb
erfolgt im sogenannten Stop & Go-Modus.

Die Messungen der Ansduerungsrate und
des Sauerstoffverbrauches finden wéhrend
der Stop-Phase des Pumpzyklus statt (Bild
4). Wahrend der Go-Phase (mindestens 3
min bei einer Fluirate von 56 pul/min) wird
das alte Medium= Testsubstanz gegen fri-
sches Mediumz+Testsubstanz ausgetauscht.
Die Raten der Ansduerung und des Sauer-
stoffverbrauchs werden aus den Steigungen
der Stop-Phasen ermittelt. Die Messung der
Zelladhédsion ist weitgehend stromungsu-
nabhédngig und kann daher durchgehend
erfolgen.

Das Bionas® 2500 analyzing system ist mit
einer Steuer- und Auswertungssoftware aus-
gestattet, die die direkte Ansteuerung des
Systems und des Autosamplers ermoglicht
und die erfaSten Daten online visualisiert.
Der Autosampler ermdglicht ein automati-
siertes und unbeaufsichtigtes Abarbeiten der
Mef3-Sequenz mit langer walk-away-Zeit.
Der Vorteil der online-Beobachtung des zel-
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Abb. 3: Silizium-Sensorchip mit Sensoren zur Messung von pH-Anderungen, zur Sauerstoffmessung und zur Adhisionsbeobachtung
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Abb. 4: Die Ansduerungsaktivitat wird ebenso wie der Sauerstoffverbrauch (nicht gezeigt) wah-

rend der Stop-Phase des Pumpzyklus gemessen.

all rates primary human hepatocytes P1 (n=3)

140 - L = _all rates, primary rat hepatocytes (n=3)
G Tompound R T 140 Gorrpound T ]
120 T TP S S - _| | 4 |
DRYC "~ s
] b o )
h - M'»“.'\""‘-"‘a%\.4 i
o0l - | e 4 8 =
= I T + T
8 o0 I £
L0 1 1 )| | 1
| LB g
o e e W + =
€ 60 L1 -ﬂ._"(‘ [} ot - LR ] o4
= Nt [ " ¥
40 1 | S 3 4
1 mgiml AP .
. mm || i
20 +— nospiraion L ot .
i . 3 o |
R S B s s e T - T T T
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 0 4 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 X
time [hours] time: [hours]

Abb. 5: Primare Hepatozyten aus Mensch (links) und Ratte (rechts) werden mit 1 mg/ml Paracet-
amol (Compound) inkubiert. Dargestellt sind die Ansduerungsrate (rot), Atmungsrate (blau) und
Adhdsion (griin) der primaren Hepatozyten. RM (Running Medium, Medium ohne Testsubstanz),
Stand. Rates (standardisierte Raten), TX (0,2% Triton X-100 in RM).

luldren Metabolismus wird beim Vergleich
von primdren humanen Hepatozyten und
priméren Rattenhepatozyten deutlich. Beide
Testzellinien wurden in speziellem Medium
ohne Carbonatpuffer auf kollagenbeschich-
teten Sensorchips kultiviert. Als Testsub-
stanz diente Paracetamol (Acetaminophen
(AAP): IC,, 19 mM, [7]), welches fiir seine
Lebertoxizitat bekannt ist. Paracetamol ge-
hort zu der Gruppe der nichtsteroidalen an-
tiinflammatorischen und antiphlogistischen
Mittel. Der Wirkungsmechanismus erfolgt
tiber die Hemmung der Cyclooxygenase
(COX). In Abbildung 5 ist zunichst eine
Einlaufphase mit Medium ohne Paraceta-
mol gezeigt (Running medium, RM). Nach
etwa drei Stunden (3h) erfolgte die Zugabe
von 1 mg/ml Paracetamol (compound).
Dargestellt sind die Ansduerungsrate (rot),
Atmungsrate (blau) und Adhésion (griin)
der primédren Hepatozyten aus Ratte und
Mensch. Wahrend bei den humanen Hepa-
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tozyten nur die Atmungsaktivitat reduziert
wird, zeigen die Rattenhepatozyten deutlich
stiarkere Effekte. Nicht nur die Atmungsrate
ist schneller und starker reduziert. Auch
die Ansduerungsrate ist bei den Ratten-
hepatozyten schon wéhrend der ersten 30
min Exposition mit Paracetamol deutlich
inhibiert. Aufferdem nimmt die Adhé&sion
der Zellen auf der Chipoberfliche langsam,
aber kontinuierlich ab.

Reaktionen primarer Hepatozyten aus
Ratte und Mensch auf Paracetamol

Durch die kontinuierliche Verlaufserfas-
sung wird die sequentielle Beeinflussung
des Zellstoffwechsels deutlich, die mit den
Methoden der Endpunkt-Analyse nicht be-
obachtet werden kann. Zur Untersuchung
der Regeneration wurde statt Medium +
Paracetamol nur Medium tiber die Zellen
geleitet (ab ca. 27 h, graues Feld). Wahrend

die humanen Hepatozyten vollstindige
Regeneration zeigen, erreicht die Anséue-
rungsrate der Rattenzellen nur 85% und die
Sauerstoffrate nur 70% der urspriinglichen
Aktivitat. Die Adhésion zeigt keinerlei
Regenerierung, was auf eine dauerhafte
Schadigung der Zellen hinweist. Wahrend
die humanen Zellen noch fiir weitere Tests
verwendet werden konnten, haben die
Rattenhepatozyten durch Paracetamol
irreversibel Schaden genommen.

In der letzten Phase der Messung wurden
die Zellen in Medium mit 0,2% Triton X-100
abgetotet. Die Behandlung mit Triton X-100
ist ein Test fiir die Sensoren, der zeigt, daf3
die aufgenommenen Daten valide sind und
keine Artefakte darstellen.

Fazit

Bionas in vitro-Silizium-Sensorchip-Techno-
logie ist leicht handhabbar und erméglicht
eine nicht-invasive, labelfreie und kontinu-
ierliche Beobachtung des Zellstoffwechsels
in Abhédngigkeit von Testsubstanzen. Das
System liefert mehr Informationen als
herkémmliche Endpunkttests und wird
nicht durch Marker beeinflufit. So konnten
durch die kontinuierliche Verlaufserfas-
sung bei primadren Hepatozyten von Ratte
und Mensch deutliche Unterschiede in
der zeitlichen Beeinflussung des Zellstoff-
wechsels in Reaktion auf Paracetamol
gezeigt werden. Neben der Testung von
adhédrenten Zellinien oder Primérzellen mit
verschiedenen Testsubstanzen und/oder
verschiedenen Konzentrationen ist auch
der Vergleich von Zellen verschiedener
Spender moglich.
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