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Fast wie in vivo:

Langzeit-Beobachtung von Zellen in vitro
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Das Bionas 2500 analyzing system
erlaubt durch sein einzigartiges Perfu-
sionssystem erstmals eine Langzeit-
Beobachtung von lebenden Zellen in
Gegenwart von Wirkstoffkandidaten
und damit auch die Untersuchung von
Regenerationseffekten. Eine Anreiche-
rung von Stoffwechselprodukten in der
Reaktionskammer wird durch das Per-
fusionssystem vermieden.

Das Bionas 2500 analyzing system er-
moglicht eine kontinuierliche Beobach-
tung von lebenden Zellen bis zu mehre-
ren Tagen zur pharmakodynamischen
und zytotoxischen Untersuchung von
Wirkstoffkandidaten. Bei der Technologie
werden lebende Zellen auf Siliziumchips
kultiviert, die Sensoren fiir metabolisch
relevante Parameter, wie den Sauerstoff-
verbrauch von Testzellen, die extrazellu-
lire Ansduerungsrate und die Zelladhé-
sion, enthalten. Die Chips werden bei
Micronas (www.micronas.com) mit einem
standardisierten Prozessverfahren her-
gestellt, wodurch eine reproduzierbare
Produktqualitit gewéhrleistet ist.

Die Technik ist leicht handhabbar und
ermdglicht eine nicht-invasive, labelfreie
und kontinuierliche Beobachtung des
Zellstoffwechsels in Abhéngigkeit von
Testsubstanzen. Die Technologie ist bei
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vielen verschiedenen Zelltypen und Zell-
linien einschlieBlich Primér-Zellkulturen
anwendbar. Auch Konzentrationsabhén-
gigkeiten oder Regenerationseffekte kon-
nen untersucht werden.

Bionas 2500 analyzing system

Die mit Zellen besiedelten Sensorchips
werden zur Analyse des Zellstoffwechsels
in das Bionas 2500 analyzing system ein-
gelegt (Abb. 1). Es konnen sechs Sensor-
chips parallel ausgelesen werden. Das
System verfiigt iiber eine automatische
Fluidik-Einheit, welche die Zellen in regel-
méiBigen, programmierbaren Abstinden
mit frischem Medium oder Me-

tosamplers ermoglicht und die erfassten
Daten online visualisiert. Der Autosam-
pler ermoglicht ein automatisiertes und
unbeaufsichtigtes Abarbeiten der gesam-
ten Mess-Sequenz.

Target Validierung

Das Bionas 2500 analyzing system wird
von Solvay Pharmaceuticals bereits als
wertvolle Methode fiir Target Validie-
rungs-Studien anerkannt und genutzt.
Insbesondere, dass die Targets in ihrem
physiologischen Kontext untersucht wer-
den konnen, wird von den Wissenschaft-
lern bei Solvay geschétzt.
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Auch ein phénotypisches Screening
mit Substanzen, deren Targets noch nicht
bekannt sind, ist mit dieser Technologie
moglich. Durch die Untersuchung der
Auswirkung von Substanzen auf die Phy-
siologie von Zellen kénnen wertvolle Ein-
blicke gewonnen werden, die zur Identi-
fizierung neuer Wirkstoffe gegen Krebs,
Stoffwechselkrankheiten oder Krank-
heiten die das Immunsystem betreffen,
fiihren konnen. Tumorzellen, beispiels-
weise, konnen ein verédndertes Glyko-
lyse- und Anheftungs-Verhalten zeigen,
so dass mit dem Bionas System gezielt
nach Substanzen gesucht werden kann,
die dieses abnormale Verhalten verstér-

“The Bionas system allows us

to extend and optimize target

validation studies by bringing
the targets back into their

physiological context.”

Dr. Eric Ronken, Principal Scientist at Solvay
Pharmaceuticals.

ken oder inhibieren. Ahnliches ist fiir
Substanzen denkbar, welche die Fettsdu-
reoxidation (Adipositas) oder Glykolyse
und Zellatmung (Diabetes) modulieren.

Analyse der GPCR Aktivitat

Das Bionas System kann auch zur Ana-
lyse von G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren (GPCRs) heran gezogen werden, in-
dem mit Hilfe der IDES Sensoren auf dem
Chip die Impedanzinderung infolge ihrer
Stimulierung gemessen wird. Verdnde-
rungen bei Zelladhdrenz, -morphologie
und -volumen beeinflussen den gemes-
senen extrazelluliren und transzellu-

Abb. 1: Bionas 2500
analyzing system
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liren Wechselstromwiderstand Strom.
Jede dieser physiologischen Verinde-
rungen kann durch Rezeptorstimulation
hervorgerufen und mit unserem Gerét
gemessen werden.

Auch die durch Apoptose induzierten
morphologischen Verdnderungen von
Zellen (Schrumpfen, Auflosung etc.) kon-
nen durch das Bionas System in hoher
zeitlicher Auflosung erfasst werden.

Hepatotoxizitat analysieren

Des weiteren ermoglicht Bionas 2500
Untersuchungen zur Hepatoxizitit von
Wirkstoffkandidaten in Zelltypen wie
HepG2 und humanen primédren Hepato-
zyten. Der Vorteil der online-Beobach-
tung des zelluliren Metabolismus wird
beim Vergleich von primédren humanen
Hepatozyten und primédren Rattenhepa-
tozyten deutlich. Beide Primérzelllinien
wurden in speziellem Zellkulturmedium
auf kollagenbeschichteten Sensorchips
kultiviert. Als Testsubstanz diente Para-
cetamol (Acetaminophen (AAP): IC50 19
mM), welches fiir seine Lebertoxizitéit
bekannt ist. Nach 3-4 Stunden wurde

Paracetamol hinzugefiigt (Abb. 2).
Wiéhrend bei den humanen Hepatozy-
ten nur die Atmungsaktivitit reduziert
wird, zeigen die Rattenhepatozyten deut-
lich stirkere Effekte. Nicht nur die At-
mungsrate ist schneller und stdrker re-
duziert. Auch die Ansduerungsrate ist
bei den Rattenhepatozyten schon wéih-
rend der ersten 30 min Exposi-

Primary ral hepatocyles

tion mit Paracetamol deutlich
inhibiert. AuBerdem nimmt die
Adhésion der Zellen auf der
Chipoberfliche langsam aber
kontinuierlich ab.

Abb. 2: Primare Hepatozyten aus
Mensch (a) und Ratte (b) werden mit
1 mg/ml Paracetamol (Compound)
inkubiert. Dargestellt sind die Anséu-
erungsrate (gelb), Atmungsrate (blau)
und Adhasion (griin) der primaren He-
patozyten. RM (Running Medium,
Medium ohne Testsubstanz), Stand.
Rates (standardisierte Raten), TX

(0,2 % Triton X-100 in RM) zum Abto-
J ten der Zellen und als Test, dass die

aufgenommenen Daten valide sind.

Zur Untersuchung der Regeneration
wurde danach statt Medium (+) Parace-
tamol nur Medium iiber die Zellen gelei-
tet (ab ca. 27 h, graues Feld). Wiahrend
die humanen Hepatozyten vollstindige
Regeneration zeigen, erreicht die Ansdu-
erungsrate der Rattenzellen nur 85%
und die Sauerstoffrate nur 70% der ur-
spriinglichen Aktivitit. Die Adhésion
zeigt keinerlei Regenerierung, was auf
eine dauerhafte Schidigung der Zellen
hinweist.

Die kontinuierliche Beobachtung der
Zellen zeigt den sequenziellen Einfluss
von Paracetamol auf den Zellenmetabo-
lismus, der bei einer Endpunkt-Methode
nicht erfasst worden wére. Wiahrend die
humanen Zellen noch fiir weiteren Test
verwendet werden koénnten haben die
Rattenhepatozyten durch Paracetamol
irreversibel Schaden genommen.

Lead Optimierung

Bionas 2500 analyzing system kann auch
zur Optimierung von Leitstrukturen her-
angezogen werden, die in einem Scree-
ning identifiziert worden sind. Denn die
sukzessive Optimierung dieser sogenann-
ter “Leads” mittels medizinische Chemie
erfordert eine stindige Kontrolle in Test-
zellen, um eine etwaige Toxizitdt mog-
lichst friih zu erkennen.
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