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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Adulte Stammzellen sind fur Tiere und fir den Menschen unentbehrlich zur
Aufrechterhaltung der organischen Systeme sowie fir die Regeneration von
Geweben. Aufgrund teils unterschiedlicher Wundheilungsstrategien bei Fischen und
Menschen kénnten deren adulte Stammzellen verschiedene Aufgaben bei Verletzung
oder Verlust von Gewebe Ubernehmen. So besitzen Fische ein weitaus gréBeres
Regenerationspotential als Menschen. Sie kdnnen verschiedene Organe nach
Verwundung nahezu vollstandig regenerieren, wobei Vorlauferzellen mit einem
ahnlichen Differenzierungspotential wie adulte Stammzellen eine wesentliche Rolle
spielen. Die Gewinnung solcher potenter Vorlauferzellen aus Fischen und deren
Analyse kann daher interessante Forschungsergebnisse flr die regenerative Medizin
hervorbringen. Diese Zellen kdénnten aber auch fur verschiedene andere
Anwendungen, wie zum Beispiel als Testsystem in der Gewadssertoxikologie oder als
Bestandteil in der Nahrungsmittelindustrie dienen. Da bis heute vergleichsweise
wenig Uber adulte Stammzellen und Vorlauferzellen in Fischen bekannt ist, wurden
im Rahmen dieser Arbeit nach einem modifizierten Protokoll fir Stammzellen aus der
Haut von adulten Regenbogenforellen Zellen isoliert und erfolgreich als Langzeit-
Zellkultur etabliert. Daneben konnten aus den Schuppen der Fische Primarkulturen
etabliert werden, die andere Eigenschaften aufwiesen als die Langzeit-Zellkultur. Die
gewonnenen Zellen wurden mittels molekularbiologischer und proteinbiochemischer
Analysen auf ihre Stammzelleigenschaften untersucht. Es zeigte sich, dass die
Langzeit-Zellkultur sowohl| Charakteristika ausdifferenzierter epithel- als auch
fibroblasten-dhnlicher Zellen aufwies, wobei sie zumeist ein heterogenes Gemisch
blieb. Diese Zellen wiesen in Kultur multipotente Eigenschaften auf. Durch die
Kombination von Zellen der Langzeitkultur aus der Vollhaut der Regenbogenforelle
mit Schuppenprimarzellen zeigte sich ein verbessertes Uberleben der Primarzellen.
Eine besondere Eigenschaft der Langzeit-Zellkultur war die Ausbildung von
dreidimensionalen Strukturen nach dauerhafter Kultivierung ohne Subkultivierung.
Dabei entwickelten sich organoide Strukturen, sogenannte organoid bodies (OBs),
ohne dass Einfluss auf die Zellkultur genommen wurde. Diese OBs zeigten ein

verandertes Proteinmuster im Vergleich zur zweidimensionalen Zellkultur.




1 Zusammenfassung

Die Langzeit-Kultivierung von Fischhautzellen sowie die Zusammenfihrung zweier
Zellkulturen fur ein in vitro Fischhautmodell stellen neue, interessante Optionen zur
Untersuchung spezifischer Fragestellungen dar. Dabei konnten insbesondere
Vorgange der epithelialen-mesenchymalen  Transition (EMT), die in den
Fischhautzellen mdglicherweise wahrend der in vitro Kultivierung auftritt, bei der
Beantwortung vieler Fragen in der Wundheilungs- sowie der Regenerations- und

Tumorforschung eine sehr wichtige Rolle einnehmen.

Neben der Identitdat der Zellen im Vergleich zum Herkunftsgewebe und ihrem
Differenzierungspotential in vitro wurde auch ein anwendungsbezogener méglicher
Einsatz von Fischzellkulturen als ©kotoxikologisches in vitro Testsystem geprift.
Anhand verschiedener Parameter wurde analysiert, wie die Zellen auf die Zugabe von
Kupfersulfat als Toxin reagierten. In Bezug auf Kupfersulfat war der zellbasierte
Toxizitatstest mittels Impedanzmessung nicht sensitiver als entsprechende etablierte
Testsysteme mit Saugerzellen. Dennoch konnten mit den Fischzellen vergleichbar
gute Ergebnisse hinsichtlich des IC;/EC,-Wertes erzielt werden. Der Vorteil der hier
verwendeten Fischzellkulturen liegt in ihrer einfachen Kultivierbarkeit, da sie bei
Raumtemperatur gehalten werden kénnen und somit eine ideale Plattform fur Tests
bieten. Es sind trotzdem optimierte Versuchsbedingungen erforderlich, damit

Fischzellen als effektives Testsystem eingesetzt werden kénnen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit, insbesondere das dokumentierte
Differenzierungspotential der Fischhautzellen sowie die Fahigkeit dieser Zellen zum
spontanen dreidimensionalen Wachstum zeigten, dass multipotente Zellen aus
Fischen mit Stammzell-dhnlichen Eigenschaften ein enormes Potential fur die

vergleichende und angewandte Zellforschung bergen.




1 Abstract

‘Application potential of multipotent cells from rainbow trout
skin: cell culture, cell toxicity and three-dimensional cell culture’

1 Abstract

Adult stem cells are essential for animals and human beings for maintenance of
organic systems and regeneration of tissues. Due to partly different wound healing
strategies in fish and humans, adult stem cells could take over diverse tasks after
wounding or loss of tissue. Fishes have a much bigger regeneration potential than
humans. They are able to completely regenerate different organs after wounding,
where progenitor cells, featuring a comparable differentiation potential as adult stem
cells play a fundamental role. The analyses and exploitation of such potent progenitor
cells from fish bears a huge potential for regenerative medicine. Such cells may
likewise be used for other applications, for example as a tool in water toxicology or as
component in food industry. Since little is known about adult stem cells and
progenitor cells in fishes until now cells from rainbow trout skin have been isolated
following a modified protocol for stem cells from adult tissues. These cells were
successfully established as long-term culture. Furthermore, primary cultures were
obtained from scales that showed features different from the cells of the long-term
culture. The isolated cells have been analysed regarding their stem cell characteristics
using molecularbiological and proteinbiochemical methods. It was shown that the
long-term culture exhibited characteristics of differentiated epithelial- and fibroblast-
like cells, and mostly persisted as a heterogeneous mixture. In culture, these cells
showed features of multipotent cells. By combining cells from the long-term skin
culture with primary scale cells, an improved survival of the latter cells was
demonstrated. An outstanding characteristic of the long-term cell culture was the
formation of threedimensional structures after permanent cultivation without
subcultivation. Here, organoid-like structures, so-called organoid bodies (OBs),
formed spontaneously. These OBs showed a modified protein pattern compared to

the twodimensional cell culture.

The fish skin cells presented in this work as well as the combined cell cultures that
were brought together for an in vitro skin model offer new and interesting options

for the analysis of specific questions. Here, especially processes of epithelial-
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mesenchymal transition that possibly occur during in vitro cultivation of fish skin cells
could answer important questions concerning wound healing, regeneration and

tumor research.

Besides investigating the cell identity in comparison to their origin tissue and their
differentiation potential, the possible applicability of fish cells as an ecotoxicological in
vitro test system was examined. Therefore, different cell parameters were analyzed
after addition of the toxin copper sulfate. Regarding copper sulfate, the cell-based
toxicity test using impedance measurement was not as sensitive as established test
systems with mammalian cells. However, it was possible to obtain comparable results
for the IC,/EC, values. Fish cell cultures are easy to handle during cultivation and can
be maintained at room temperature. Therefore they offer an ideal platform for low-
tech tests. Nevertheless, some optimized experiment designs are necessary before

establishing fish cells as a promising test system.

The results of this work, especially the documented differentiation potential of the
fish skin cells plus the capability of these «cells to spontaneously form
threedimensional structures showed that multipotent cells from fishes with stem cell-
like characteristics hold an enormous potential for comparative and applied cell

research.
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2.1 Evolution der Wirbeltiere (Craniota) - Phylogenese am

Beispiel von Fisch, Ratte, Maus und Mensch

Der letzte gemeinsame Vorfahre von Fischen und Saugetieren ist mehr als 420
Millionen Jahre alt und stammt aus dem erdgeschichtlichen Zeitabschnitt des Silur,
wenn Funde zu den ersten kiefertragenden Vertebraten (sogenannten
Gnathostomata) zugrunde gelegt werden (Abb. 2.1) [Schultze, 2004]. Fische haben
seit dieser Zeit eine sehr groBBe Artenvielfalt hervorgebracht. Mehr als 30.000 Arten
werden zu den Fischen gezahlt. Darunter finden sich neben den Knorpelfischen wie
den Haien und Rochen viele verschiedene Knochenfische. Erste Knochenfische traten
wahrscheinlich im Ubergang vom Obersilur zum Devon vor etwa 416 Millionen
Jahren auf [Schultze, 2004]. Zu ihnen werden auch die Chondrostei
(Acipenseriformes), also die Stére und Loffelstére mit insgesamt 27 rezenten Arten
gezahlt. Stdére weisen ein verkndchertes Exoskelett in  Form von Scuti
(Knochenplatten) auf. Ihr Endoskelett ist weitgehend knorpelig geblieben, womit sie
eine gewisse Ahnlichkeit zu Haien aufweisen. Die Teleostei, die Knochenfische im
eigentlichen Sinn, besitzen hingegen ein richtiges Knochenskelett. Sie bilden mit Gber
25.000 Arten die groBte Gruppe der Wirbeltiere [Britz, 2004] und sind
wissenschaftlich wie wirtschaftlich von enormer Bedeutung. So gehért der in der
Medizin als Modellorganismus genutzte Zebrafisch (Danio rerio) ebenso wie der aus
der Aquakultur bekannte Atlantische Lachs (Salmo salar) zu den Teleostei. Auch die in
dieser Arbeit verwendete Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) zahlt zu den
Teleostei. Sie wird bereits seit dem 19. Jahrhundert in Deutschland teichwirtschaftlich
genutzt [Mann, 1961]. Aus den ersten Knochenfischen entwickelten sich als
Subtaxon der Fleischflosser die Tetrapoda, die Landwirbeltiere, zu denen die
Mammalia, die Sdugetiere, zahlen. Den vielfaltigen Formen dieser Klasse gehoren die
Rodentia, die Nagetiere, mit etwa 1750 Arten an, beispielsweise die weltweit in den
Laboren genutzte Wanderratte (Rattus norvegicus) sowie die Europaische Hausmaus
(Mus musculus). Die jungste Evolution hat der Mensch (Homo sapiens) durchlaufen,

der zu den Primaten (ca. 250 Arten) gezdhlt wird. Obwohl Details der
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Humanentwicklung noch ungeklart sind, ist heute bekannt, dass der moderne
Mensch vor etwa 200.000 Jahren in Afrika entstanden sein muss [Tattersall, 2009].
Doch wie dhnlich sind sich Fisch und Mensch noch? Beide bewohnen
unterschiedliche Habitate (Wasser und Land) und haben sich entsprechend
angepasst. Trotz der enormen Zeitdifferenz in der Evolution haben sich einige ihrer
Organe, zum Beispiel das Pankreas, kaum, andere Organe wie die Haut hingegen
sehr verandert. Da sich die Organe evolutiv gesehen ebenfalls stetig an die
Umweltbedingungen angepasst haben, lasst sich vermuten, dass es unzahlige
Vorlaufer dieser Organe gab, sodass die heute gefundenen Strukturen nur einen
unzureichenden Einblick in das volle Spektrum der Organvariationen bieten [Rakers

et al., 2010].

“FISCHE” TETRAPODEN

Atlantischer Stér Zebrafisch Regenbogenforelle Ratte und Maus Mensch (Homo sapiens)
(Acipenser '\‘ (Danio rerio) (Oncorhynchus mykiss) (Rattus norvegicus ':
oxyrinchus hY 5 ! und Mus musculus) A
oxyrinchus) b hY ! e Herrentiere

* s L : Primates
\‘\ Karpfenfische Lachsfische Nagetiere
\ Svorink I . Rodentia
5 ypriniformes Salmoniformes
N
‘\\ | | - L
~, Knochenfische i.e.S. -
- Chiméren, \‘ “Tel Fid "\._\
| Haie | | Rochen Seekatzen A ~
Lungenfische ~
Stdre und Loffelstdre
Chondrostei Hohere
{Acipenseriformes) Saugetiere
Quastenflosser | T
Kieferlose Séugetiere
F-is.che. ’ Mammalia
Reptilien
ibi & Vigel
Tandwirbeimiere] | Amphibien |- d

| Tetrapoda

Knochenfische

Kiefertragende|
Vertebraten

Wirbeltiere
Craniota

Ordnung
Klasse

Gruppe DIVERSITAT der
m VERTEBRATEN

Abbildung 2.1 | Diversitdat der Vertebraten. Vereinfachtes und reduziertes Kladogramm des

Unterstamms Craniota (Wirbeltiere). Unter den ,Fischen” finden sich sowohl kieferlose Fische als auch
Knorpel- und Knochenfische. Von den kiefertragenden Vertebraten (Gnathostomata) sind derzeit etwa
gleich viele ,Fisch”- wie Tetrapoden-Arten bekannt [Schultze, 2004]. Kladogramm verandert nach

[Rakers et al., 2010].
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2.2 Embryogenese bei Fisch und Mensch

Einen optimalen Modellorganismus zum Studium der Embryonalentwicklung stellt der
Zebrafisch (Danio rerio) aufgrund seiner kurzen Entwicklungszeit (< 48 h) und der
durchsichtigen Eihdlle, die auBerhalb des Mutterleibes liegt, dar [siehe [Granato and
Nusslein-Volhard, 1996].  Viele  der  beim  Zebrafisch  gewonnenen
entwicklungsbiologischen Erkenntnisse lassen sich auf den Menschen Ubertragen,
weshalb im Folgenden die Embryonalentwicklung des Zebrafisches mit der des
Menschen verglichen wird. Der Vorgang der Furchung und Gastrulation verldauft bei
verschiedenen Vertebraten unterschiedlich, aber es gibt auch bestimmte, prinzipielle
Vorgange, die sie gemeinsam haben. Beim Menschen und anderen hoéheren
Sdugetieren ist die Urzelle, die Zygote, der Ursprung allen Lebens. Hier findet eine
rotierende, holoblastische (griechisch holos, ,ganz”) Furchung statt, bei der sich die
frih entstandenen Zellen langsam teilen und schlieBlich eine Blastozyste bilden.
Ausgangspunkt der Embryogenese bei Fischen ist ebenfalls die durch Befruchtung
des Eies entstehende Zygote. Bereits 40 Minuten spater setzt beim Zebrafisch die
Furchung der Keimscheibe (engl. blastodisc) ein, eine kleine dotterfreie, aus
Zytoplasma bestehende Region am animalen Pol des Eies. Da im Unterschied zum
Menschen nicht das gesamte, sondern nur ein Teil vom Ei durch die Furchung geteilt
wird, spricht man von einer discoidalen, meroblastischen (griechisch meros, ,Teil”)
Furchung. Die ersten Zellteilungen beeinflussen den umliegenden Dotter des Eies
nicht. Frihe Mehrzellstadien bilden das sogenannte Blastoderm bei der
Embryonalentwicklung des Fisches. Bei den durch Kalziumwellen initiierten
Zellteilungen [Gilbert, 2006] bleiben die Zellen sowohl bei Sdugern als auch bei
Fischen, ausgehend von der Zygote bis hin zum 8-Zell-Stadium, totipotent. Eine
totipotente Zelle ist befdhigt, somatische Zellen aller drei Keimblatter (Ektoderm,
Mesoderm, Endoderm) sowie die Trophoblastenzellen der embryonalen Plazenta
auszubilden. Folglich kann aus jeder einzelnen Zelle wieder ein vollstandiger neuer

Organismus entstehen.

Die nach den ersten Zellteilungen einsetzende Wanderung von Zellen aus
tieferliegenden Regionen des Blastoderms nach auBen ist der Beginn der als
Gastrulation bezeichneten Phase bei Fisch und Mensch. Die erste Trennung von

Zellen der inneren Zellmasse erzeugt beim Fisch wie beim Menschen zwei Schichten.
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Es entstehen eine oberflachliche Schicht, der Epiblast, und eine innere Schicht, der
Hypoblast, welches als Gesamtheit Gastrula oder Becherkeim genannt wird. Bei den
Sdugetieren enthalt die gebildete Blastozyste erste Strukturen in Form von auBeren
Zellen, den Trophoblastenzellen, und einer inneren Zellmasse, in der bereits die erste
Differenzierung begonnen hat. Die Zellen sind nunmehr pluripotent und kénnen
keinen eigenstandigen Organismus mehr bilden. Dennoch besitzen sie die Fahigkeit,
zu jeder somatischen Zelle heranreifen zu kénnen. Aus der Gastrula entsteht eine
zweiblattrige Keimscheibe, gebildet aus dem duBeren embryonalen Ektoderm und
dem nach innen gewandten embryonalen Endoderm. Die Entstehung einer dritten
Struktur, des embryonalen Mesoderms, wie sie bei den Saugern nachgewiesen
wurde, ist beim Fisch noch nicht abschlieBend geklart. Bekannt ist, dass nach etwa 9
h bei D. rerio mesodermale Zellen zwischen die beiden anderen Keimblatter
einwandern. Woher diese mesodermalen Zellen stammen, ist jedoch ungewiss. Beim
Menschen entsteht das Mesoderm in der dritten Woche der Embryonalentwicklung
durch Abschnidrung eines sogenannten Primitivstreifens aus dem embryonalen
Epiblasten [Gilbert, 2006]. Fir jedes der drei Keimblatter werden die dort gebildeten
Zellen multipotent, das heiBt ihr Entwicklungspotential beschrankt sich auf die
Ausbildung von Strukturen beziehungsweise Zelltypen des jeweiligen Keimblattes.
Auf diese Weise kommt es zur Ausbildung hochkomplexer Organe und Gewebe mit
teils stark spezialisierten Zelltypen. Die Leber oder die Lunge, das Pankreas und
andere DrlUsen werden aus dem Endoderm, das Herz, die Muskulatur und
hamatopoetische Zellen werden aus dem Mesoderm gebildet. Aus dem Ektoderm
entstehen das periphere und zentrale Nervensystem sowie die Haut samt ihrer
Hautanhangsgebilde (Haare beziehungsweise Schuppen) und bestimmte Drisen wie
die Parotis, die Ohrspeicheldrise beim Mensch, oder die schleimbildenden

Becherzellen beim Fisch.

2.2.1 Die Entwicklung der Haut

Die Erforschung der Organentwicklung bei Knochenfischen wurde mit dem sich
schnell entwickelnden Zebrafisch durchgefihrt [Gilbert, 2006, Guellec et al., 2004].
Daher soll die Entwicklung der Haut in Knochenfischen zundchst anhand dieses

Modellorganismus beschrieben und mit der Hautentwicklung im Menschen
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verglichen werden. Die Grundprinzipien der Zebrafischhautentwicklung gelten

ebenso fir die Regenbogenforelle.

2.2.1.1 Ursprung und Entwicklung

Wie in allen Vertebraten grenzt die Fischhaut mit seiner duBeren Schicht, der
Epidermis, das Individuum von seiner Umwelt ab und ist eine der entscheidenden
Kontakt- und Kommunikationsschnittstellen des Organismus mit dem externen Milieu
[Rakers et al., 2010]. Die Fischhaut ist generell ein muk&ses und kein keratinisiertes
System wie etwa beim Menschen [Moll, 1991]. Uber die Hautentwicklung im
Zebrafisch ist heute bekannt, dass sich ungefahr 24 h nach der Befruchtung eine
subepidermale Schicht zwischen der noch ektodermalen, einlagigen Epidermis und
dem mesodermalen Muskelgewebe bildet, die schlieBlich zur Dermis wird (Abb. 2.2).
Dabei werden kollagenhaltige Fasern in diese Schicht eingelagert. Gleichzeitig kommt
es zur Ausbildung einer Basalschicht im unteren Teil der Epidermis. Die Epidermis
wachst anschlieBend etwa 20 Tage lang auf insgesamt drei Zellschichten heran
[Guellec et al., 2004]. In einer friihen Phase muss es auch zur Ausdifferenzierung von
Basalzellen in schleimhaltige Becherzellen kommen, da der Fisch zum Zeitpunkt des
Schlupfes, der etwa 48 h nach der Befruchtung erfolgt, auf eine schitzende
Schleimschicht angewiesen ist. Genauere Erkenntnisse zu den
Differenzierungsvorgangen von epidermalen Zellen wahrend der Entwicklung gibt es
bislang jedoch nicht. Le Guellec et al. (2004) konnten zeigen, dass ein hoher Anteil
an Kollagen-1-alpha-2 im Zytoplasma der frihen epidermalen Zellen vorhanden ist
und epidermale Zellen somit wahrend der Differenzierungsphase in die
Kollagenproduktion involviert sind. Interessanterweise bleibt das dermale Stroma
wahrend der ersten 20 Entwicklungstage azellular. Etwa 26 Tage nach der
Befruchtung kommt es erneut zu einer aktiven Proteinsynthese in Basalzellen der
Epidermis, die gleichzeitig mit der Einwanderung von Fibroblasten in das kollagenése
Stroma und der Entwicklung der ersten Schuppen stattfindet. Die Fibroblasten sind in
die aktive Sekretion von Kollagen involviert und Gbernehmen die Kollagenproduktion
von den epidermalen Zellen. Dabei bleibt die Herkunft der Fibroblasten noch immer
ungeklart. Moglich ist eine Migration aus untenliegenden Bereichen des konnektiven

Septums. Das hieBe, sie stammten aus einer Subpopulation von Zellen der
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Neuralleiste [Guellec et al., 2004]. Weitere fibroblasten-ahnliche mesenchymale Zellen
lagern sich oberhalb der Muskelzellen ab und bilden spater das dermale Endothel,
welches die Dermis von der Hypodermis trennt. Das Zusammenspiel von epidermalen
und dermalen Strukturen Uber den Austausch von Signalmolektlen mag der
stimulierende Faktor flr die aktive Proteinsynthese der Basalzellen sein [Sire et al.,
1997]. Zum Ende der Entwicklungszeit verdichtet sich das Zytoplasma der
epidermalen Zellen zunehmend und es bilden sich Mikrofilamente wie Aktinfilamente
und Keratinfilamente aus [Guellec etal.,, 2004], ein typisches Merkmal basaler

epidermaler Zellen [Sire et al., 1997].

Die Epidermis der menschlichen Haut entwickelt sich wie beim Fisch aus
ektodermalen Zellen und bedeckt den Embryo nach der Bildung des Neuralrohrs. Die
innerste  Schicht der Epidermis, die Basalschicht, enthdlt die epidermalen
Stammpzellen, die sich permanent asymmetrisch teilen um kontinuierlich die obere
Epidermisschicht zu bilden. Innerhalb der Basalschicht liegen auch die Sinneszellen fir
Berlihrungsreize, die Merkelzellen, sowie die pigmentbildenden Melanozyten. In der
oberen Epidermis keratinisieren die Zellen, weshalb sie als Keratinozyten bezeichnet
werden [Gilbert, 2006]. Die Keratinozyten verhornen jedoch zunehmend und sterben
schlieBlich ab, weshalb sie ersetzt werden missen. Die Dermis entwickelt sich durch
Migration von mesodermalen Zellen aus dem Neuralrohr und besteht im
Wesentlichen aus Fibroblasten und aus zahleichen Blut- und LymphgefdBen. Durch
die Sekretion von léslichen Faktoren (keratinocyte growth factor, KGF, transforming
growth factor beta, TGF-B) koénnen Fibroblasten das Wachstum und die
Differenzierung von humanen und auch murinen Keratinozyten beeinflussen
[el Ghalbzouri etal., 2002, Kubo and Kuroyanagi, 2005]. Die Interaktion von
Epidermis und Dermis erzeugt an bestimmten Orten die Bildung von
Hautanhangsgebilden, je nach Art in Form von Schwei3drisen, Haaren oder
Schuppen [Gilbert, 2006]. Eine epidermale-dermale Interaktion spielt demnach in

Saugern wie in Fischen fur die Strukturierung der adulten Haut eine wichtige Rolle.
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24-72 h nach Befruchtung

72 h - 5 d nach Befruchtung

5— 20 d nach Befruchtung

>20 d nach Befruchtung

Epidermis ,Dermis”
Superfizielles Stratum Dermales Stroma Pigmentzelle
Intermediares Stratum Fibroblast Muskelzelle

\ Basales Stratum B Dermales Endothel
B Differenzierte Basalzelle

Abbildung 2.2 | Hautentwicklung beim Zebrafisch. Interpretative Zeichnungen der
Hautentwicklung beim Zebrafisch in der Zeit von 24 h bis 26 Tage nach der Befruchtung. In den ersten
Tagen nach der Befruchtung besteht die Haut nur aus einer zweilagigen Epidermis, einer basalen
Zellschicht, einem superfiziellen Epithel inklusive differenzierter Becherzellen sowie aus Muskelzellen.
Zwischen Epidermis und Muskelschicht schiebt sich nach 24 h eine subepidermale azellulare Schicht
aus kollagenhaltigem Material. Dieses bildet sich zu einem dermalen Stroma aus und vergroBert sich
nach etwa drei Tagen Uber die Bildung von Kollagenfibrillen. Nach funf Tagen entsteht ein dermales
Endothel, das die Dermis von der darunter liegenden Hypodermis und Muskulatur trennt. Erste
Fibroblasten wandern nach etwa 20 Tagen vermutlich Uber die Myosepten (my) in das dermale Stroma
ein. Gleichzeitig differenziert die Epidermis weiter aus. Es entstehen ein intermedidres Stratum aus
differenzierten Zellen und ein basales Stratum mit undifferenzierten Basalzellen. Dartber hinaus
kommt es zur Entwicklung erster Schuppen (nicht abgebildet). Veranderte Abbildung nach [Guellec
et al., 2004].




2 Einleitung

2.2.1.2 Strukturen und Zelltypen

Die Haut der meisten Fischarten besteht grundsatzlich aus zwei Lagen, einer dul3eren
Epidermis und einer inneren Dermis (Abb. 2.3). Die duBere Oberfldche eines Fisches
ist komplett von einer Schleimschicht Uberzogen, dem Fisch-Mukus, der wichtige
Funktionen wie die Abwehr von Pathogenen, die Osmoregulation und die

Verringerung des Strémungswiderstandes erfullt.

Bei der Haut der Knochenfische besteht die Epidermis aus zwei bis maximal zwolf
Schichten lebender Zellen [Schliemann, 2004, Webb and Kimelman, 2005], wobei in
allen Bereichen Mitosen stattfinden kénnen. Die Epidermis enthalt in der Regel keine
verhornten, keratinisierten Schichten oder Zellen wie die des Menschen. Die einzige
epitheliale Koharenz wird durch enge Zell-Zell-Kontakte der superfiziellen
Epithelzellen gewahrleistet [Whitear, 1986]. Dieser Zusammenhang wird von
einzelnen Becherzellen unterbrochen, die ihren proteinreichen Schleim kontinuierlich
an die Oberflache sezernieren (Abb. 2.3). Durch kleine Kanéle an der AuBBenseite des
Epithels, den sogenannten Mikrofurchen (microridges), wird der Schleim, der sich aus
Glykokonjugaten wie z.B. dem Glykoprotein Muzin zusammensetzt und
proteolytische Enzyme sowie antibakterielle Peptide enthalt, Gber die komplette
Oberflache verteilt. Die Becherzellen werden nach Abgabe des Mukus abgebaut,
wodurch es zu einem kontinuierlichen Umsatz in der Epidermis kommt. Damit Zellen
entsprechend nachproduziert werden, dienen vermutlich wie beim Menschen die
Basalzellen als Stammzellreservoir. Sie liegen im inneren Teil der Epidermis, dem
Stratum basale, und wandern durch den mittleren Teil, dem Stratum intermediate,
wo sie differenzieren, nach auBen zum Stratum superfiziale. Die Geschwindigkeit, mit
der Zellen gebildet und abgegeben werden, dauert in etwa vier Tage. Dies kann in
Abhangigkeit von Epidermisdicke, Lokalisation und hormoneller Steuerung variieren.
Basalzellen kénnen je nach Fischart in  weitere spezialisierte Zelltypen
ausdifferenzieren, darunter sensorische Zellen, Schreckstoffzellen und Chloridzellen
[Whitear, 1986].

Die Verbindung zwischen den Basalzellen der Epidermis, der Basalmembran und der
sich anschlieBenden extrazellularen Matrix der Dermis wird von Hemidesmosomen

gebildet [Friedman, 2010]. Hauptbestandteil neben der kollagenreichen Matrix, dem
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dermalen Stroma, sind die Fibroblasten, die den Grof3teil des Kollagens synthetisieren
(Abb. 2.2, 2.3). Sie wandern Uber die Verbindung von Dermis und Muskulatur, den
Myosepten, in die Dermis ein. Neben den Fibroblasten sind Melanozyten ein
wichtiger Zelltyp der Dermis der Fische. In der Regenbogenforelle sorgen sie
gemeinsam mit den Iridophoren fur das schillernd reflektierende Schuppenkleid des
Fisches. Sie dienen nicht nur der Farbgebung, sondern schitzen vor UV-Einstrahlung
in tiefere Hautschichten und sind Uber das Melanin-konzentrierende Hormon (MCH),
das als Neurotransmitter wirkt, an der neuromodulierten Nahrungsaufnahme beteiligt
[Kawauchi, 2006].

Wie beim Menschen die Haare, so stellen die Schuppen, eingebettet in die Dermis, in
der Fischhaut die einzigen Hautanhangsgebilde dar (Abb. 2.3). Die Schuppen der
Fische sind rundliche, aus dem harten Bestandteil Dentin gebildete Strukturen der
Dermis, die rundherum von einer dinnen, am freien hinteren Ende meist
becherzellreichen, mukdsen Epidermisschicht bedeckt sind. Bei den rezenten Fischen
werden vier Haupttypen unterschieden: Zahnschuppen (Plakoidschuppen),
kennzeichnend fur die meisten Knorpelfische; Schmelzschuppen (Ganoidschuppen),
die bei altertimlichen Strahlenflossern vorkommen sowie Kammschuppen
(Ctenoidschuppen) und  Rundschuppen (Cycloidschuppen) der eigentlichen
Knochenfische, die als Elasmoidschuppen zusammengefasst werden [Sire, 1989,
Westheide et al., 2004]. Die Elasmoidschuppen werden ausschlieBlich in der Dermis
ohne Beteiligung der Epidermis [Schliemann, 2004] in sogenannten Schuppentaschen
von mesenchymalen Osteoblasten, die auch als Skleroblasten bezeichnet werden,
gebildet und bestehen aus nur zwei dinnen Schichten mit unterschiedlicher
Feinstruktur und unterschiedlichem Kalkgehalt [Sharpe, 2001]. Die untere Schicht ist
aus nahezu unverkalkten, lamellenartigen Kollagenfasern aufgebaut, die obere
Schicht besteht aus spongiésem Hydroxylapatit. Die Schuppen liegen meist in
regelmaBigen Reihen und Uberdecken sich nach hinten dachziegelartig [Schliemann,
2004]. Funktionell dienen Schuppen dem mechanischen Schutz. Dartber hinaus
tragen sie aber auch dazu bei, dass die Strdmung an der Grenzschicht zwischen
Korperoberflache und umstromendem Wasser laminar bleibt, wodurch der
Stréomungswiderstand  optimal herabgesetzt wird [Schliemann, 2004]. Die

schuppenbildenden Osteoblasten (Abb. 2.3) sorgen fir ein sehr hohes
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Regenerationspotential der Schuppen [Takagi and Ura, 2007]. Bei Verlust einer

Schuppe kann in wenigen Tagen eine neue Schuppe nachgebildet werden.

IWS
bulge - (7
AWS - -7 Stammzellen | e .
L& Epidermis
Dermale .. i S Talgdrise ,
Haarpapille - . - Dermis
_l— Hypodermis

Epitheliale Zelle @ Basalzelle @ Osteoblast / Schuppe

Korneozyte <@ Fibroblast _/ Becherzelle Y Melanozyte

/ Haarfollikel

Abbildung 2.3 | Hautmodelle von Mensch und Fisch. Die humane Haut besteht aus einer
verhornten Epidermis, einer Dermis, in die Haarfollikel eingebettet sind, und einer Hypodermis. Die
wesentlichen Zelltypen der Epidermis sind Keratinozyten und epitheliale Zellen, die aus den Basalzellen
entstehen. Zwischen den Basalzellen liegen vereinzelt Melanozyten vor. Die Dermis besteht
Uberwiegend aus Fibroblasten sowie aus extrazelluldren Matrixkomponenten wie Kollagen und Elastin.
Der Haarfollikel selbst beherbergt verschiedene Stammzellpopulationen, dazu zéhlen Populationen der
hier abgebildeten Talgdrise ebenso wie Populationen im Mesenchym der Haarpapillenregion [Lako
etal.,, 2002, Kruse etal., 2006a, Tiede etal, 2007]. In der bulge-region konnten ebenfalls
Stammzellen nachgewiesen werden [Tumbar etal.,, 2004]. Die Haut der Teleostei besteht im
Wesentlichen aus einer Epidermis und einer Dermis mit subkutanem Fettgewebe. Dargestellt sind die
verschiedenen Zelltypen, die generell in allen Teleostiern vorkommen, dazu zéhlen die Epithelzellen
und die Schleim enthaltenen Becherzellen (mucus goblet cells) der Epidermis, die von Progenitorzellen
der Basalschicht gebildet werden. Basalzellen bilden zudem die Basalmembran aus, die eine
Abgrenzung zur Dermis darstellt. In der Dermis kommen Fibroblasten, Melanozyten und in die Dermis
eingebettete Schuppen vor, welche mit Epithelzellen bedeckt sind und von Osteoblasten gebildet
werden. Unterhalb der Dermis befindet sich die fettreiche Hypodermis und das Muskelgewebe,
welches Uber Myosepten den Kontakt zur Dermis héalt. IWS: innere Wurzelscheide, AWS: &ufBere

Wourzelscheide.
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2.3 Definitionen von verschiedenen Zellen und Zellkulturen

2.3.1 Primarzellen

Als Primarzellen werden diejenigen Zellen bezeichnet, die unmittelbar aus einem
Organ oder Gewebe isoliert wurden und die sich in der in vitro — Kultur nur
beschrankt vermehren lassen. Sie besitzen eine begrenzte Teilungsfahigkeit und sind

meist ausgereifte Zellen, die deshalb nur wenig proliferieren [Freshney, 2010a].

2.3.2 Zelllinien und Langzeit-Zellkulturen

Als Zelllinien werden Zellkulturen bezeichnet, die immortal, also unsterblich sind. Sie
haben diese Fahigkeit entweder durch spontane Mutation oder durch gezielte
Transformation, beispielsweise durch die Einschleusung bestimmter Faktoren,
erhalten. Zelllinien kénnen auBerdem durch Klonierung entstehen [Freshney, 2010b].
Sie sind ein wertvolles Werkzeug in biologischen und medizinischen Untersuchungen.
Zellkulturen, die nicht kloniert oder transformiert wurden, aber dennoch mehrfach

subkultiviert werden kénnen, werden auch als Langzeit-Zellkulturen bezeichnet.

2.3.3 Stammzellen

Stammzellen (engl. stem cells, SCs) weisen zwei charakteristische Eigenschaften auf.
Zum Einen besitzen sie die Fahigkeit zur Selbsterneuerung durch symmetrische
Teilung, das heil3t, dass aus einer Stammzelle nach ihrer Teilung immer wieder zwei
neue Tochter-SCs mit gleichen Eigenschaften entstehen kénnen. Zum Anderen
kénnen Stammzellen durch asymmetrische Teilung verschiedene differenzierte
Zelltypen hervorbringen und sich dabei selbst erhalten. Dadurch unterscheiden sich
die SCs beispielsweise von den Progenitorzellen, die zwar in verschiedene Zelltypen
differenzieren, aber sich nicht selbst erhalten kénnen (Abb. 2.4) [Watt and Driskell,
2010]. SCs konnen aufgrund ihrer Potenz, also der Fahigkeit der SCs, in die drei
Keimblatter (Ektoderm, Mesoderm, Endoderm) differenzieren zu konnen, und ihrer
ontogenetischen Entwicklung unterschieden werden. Zellen der inneren Zellmasse,

der Blastozyste, kénnen in vitro in Zelltypen aller drei Keimblatter inklusive der
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Keimbahn differenzieren [Thomson et al., 1998]. Keimzellen bis zum 8-Zell-Stadium,
die sowohl den Trophoblast als auch die innere Zellmasse der Blastozyste bilden
kénnen, werden als totipotent bezeichnet. Die embryonalen Stammzellen, die in
Zellen aller drei Keimblatter differenzieren koénnen, sind pluripotent und
unterscheiden sich von der Multipotenz der adulten Stammzellen, die in vivo meist
nur Zellen eines Keimblattes ausbilden kénnen [Solter, 2006]. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass adulte Stammzellen in vitro auch ein keimblattibergreifendes

Potential besitzen kénnen [Pittenger et al., 1999, Petschnik et al., 2011].

Abbildung 24 |
Stammazelle

Unterscheidungen  zwischen
[Sztzn:en::;::e / - Stamm- und Progenitorzellen.

Stammzelle) Eine Stammzelle ist eine

- Spezialisierte Zelle undifferenzierte Zelle, die sich
(z.B. Neuron) . ‘
\ Uber asymmetrische Teilung selbst

erhdlt und zusatzlich in eine
Vielzahl an spezialisierten
Zelltypen  differenzieren  kann.

Dabei bleibt eine Tochterzelle

Progenitorzelle N stets Stammzelle mit den gleichen
(2.B. myeloide Spezialisierte Zelle

Progenitorzelle) (2.B. Neutrophil) Eigenschaften und Fahigkeiten

g& wie die  Mutterzelle.  Eine

. Progenitorzelle ist nicht

Spezialisierte Zelle spezialisiert oder besitzt nur

(2.8. Erythwozyt) teilweise  Eigenschaften  einer

. differenzierten Zelle, sie kann aber

noch in unterschiedliche Zelltypen

differenzieren. Aufgefthrt ist an dieser Stelle ein Beispiel einer myeloiden Progenitorzelle, aus der sich
durch Teilung sowohl neutrophile Blutzellen als auch rote Blutkdrperchen entwickeln kdnnen.
Veranderte Abbildung nach [Winslow and Kibiuk, 2001].
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2.4 Embryonale Stammzellen bei Maus, Mensch und Fisch

Der Begriff ,Embryonale Stammzelle” (engl. embryonic stem cell, ESC) wurde erst
1981 von Gail Martin durch die Gewinnung von Zellen der inneren Zellmasse eines
Mauseembryos eingefiihrt [Martin, 1981]. Zeitgleich gelang auch der Gruppe von
Martin Evans und Matthew Kaufman die Isolierung pluripotenter ESCs [Evans and
Kaufman, 1981]. Erst 1998 waren Wissenschaftler um James Thomson in der Lage,
die ersten humanen embryonalen Stammzellen (hESCs) zu erhalten [Thomson et al.,
1998]. Dazu verwendeten sie die bei einer kunstlichen Befruchtung in vitro erzeugte
Embryonen, die nicht eingepflanzt wurden. Heute ist es in Deutschland aufgrund des
§8 des Embryoschutzgesetzes nur unter Einhaltung strikter Auflagen moglich, an
hESCs zu forschen. Weltweit sind Forschungen an hESCs hingegen sehr verbreitet.
ESCs besitzen die Eigenschaft, in der Kultur stark zu proliferieren, sodass sie sich
rasch vermehren. Zusatzlich zahlt die Bildung von Teratomen nach Injektion in vivo als
weitere Eigenschaft embryonaler Stammzellen [Takahashi and Yamanaka, 2006].
Neben der Teratombildung weist die Kultivierung von ESCs weitere Nachteile auf. Sie
ben6tigen meist sogenannte feeder layer in Form von bestrahlten Fibroblasten, die
nicht mehr proliferieren, aber noch bestimmte Wachstumsfaktoren und Zytokine
sezernieren, um gut zu wachsen. Zudem differenzieren sie relativ schnell aus [Martin
and Evans, 1975]. Aus diesem Grund wurde nach weiteren Mdglichkeiten gesucht,
pluripotente Stammzellen zu erhalten. Im Jahr 2006 wurde die Entdeckung der
induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) aus Mausfibroblasten durch
Einschleusung von vier Transkriptionsfaktoren, Oct 3/4, Sox2, c-Myc und Klf-4
beschrieben (Abb. 2.5) [Takahashi and Yamanaka, 2006]. Ein Jahr spater gelang dies
mit humanen Fibroblasten [Takahashi et al.,, 2007, Yu etal.,, 2007]. Diese Zellen
wiesen nach der Induktion Wachstumseigenschaften von ESCs auf und exprimierten
bekannte ESC-Markergene. Es wurde postuliert, dass annahernd jede somatische
Zelle umprogrammiert werden kénnte und somit den pluripotenten Status erhielte.
Zwei kirzlich veroffentlichte Studien [Gore et al., 2011, Hussein et al., 2011] zeigten
jedoch, dass verschiedene iPS-Zelllinien erhebliche Mutationen im Genom aufwiesen.
Noch ist unklar, ob diese Mutationen durch die Reprogrammierung oder wahrend der

Proliferationsphase in der Kultur auftraten.
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Abbildung 2.5 | Ursprung der Stammzellen. Die Entwicklung von totipotenten zu unipotenten
Stammgzellen verlduft von der Zygote Uber embryonale Stammzellen aus der Blastozyste bis zu adulten
Stammzellen. Die Induktion von pluripotenten Stammzellen erfolgt schlieBlich mittels Einschleusung
der vier Faktoren Oct4, Sox2, KIf4 und c-Myc, wodurch Zellen aus verschiedenen Geweben wieder
pluripotent werden. ZNS: Zentralnervensystem, [ZM: Innere Zellmasse, EK-Zellen: emybronale
Keimzellen, ES-Zellen: embryonale Stammzellen, epi-SZ: Epiblasten Stammzellen, iPS-Zellen: induzierte

pluripotente Stammzellen. Abbildung aus [Watt and Driskell, 2010].

Bereits seit etwa 20 Jahren wird mit embryonalen Stammzellen aus Fischen gearbeitet
[Gong et al., 2003, Fan and Collodi, 2006, Alvarez et al., 2007, Barnes et al., 2008,
Hong etal, 2011], nachdem die ersten Techniken aus der embryonalen
Mausstammzellforschung fir den Zebrafisch (Danio rerio) und den Medaka
(Reiskarpfling, Oryzias latipes) Ubernommen wurden [Collodi et al., 1992, Wakamatsu
et al., 1994]. Dabei setzte man ebenfalls die feeder layer ein, um die ES-Zellen zu
stimulieren. Doch auch feeder-freie Zellkulturen wurden etabliert [Hong et al., 2011].
Auf diese Weise konnten aus verschiedenen Fischen ES-Zellen gewonnen werden, zu
denen unter anderem die Dorade (Sparus aurata [Béjar et al., 2002]), der Kabeljau
(Gadus morhua [Holen et al., 2010]) oder der Steinbutt (Psetta maxima, [Holen and

Hamre, 2004]) zahlen. Neben den ES-Zellen wurden aus Fischen primordiale
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Keimzellen (engl. primordial germ cells, PGCs) gewonnen [Xu et al., 2010], darunter
auch PGCs aus der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) [Yoshizaki et al.,
2000]. Bislang wurden diese Zellen fur Reproduktionstechnologien wie Gentargeting,

Keimzell-Transplantationen oder Zellkerntransfer genutzt [Hong et al., 2011].

2.5 Adulte Stammzellen

2.5.1 Lokalisation und Aufgaben

Adulte SCs sind multipotent und ontogenetisch gesehen die sich spat entwickelnden
somatischen Zellen [Leeb et al., 2011]. Sie sind Zeit des Lebens eines Organismus im
Koérper vorhanden und beteiligen sich an der Homoostase und Regeneration von
Geweben und Organen [Weissman, 2000]. Aus den adulten SCs bilden sich
fortlaufend neue spezialisierte Zellen. Sie werden in nahezu allen Geweben vermutet
[Zhao et al., 2008, Watt and Driskell, 2010], jedoch sind es vorwiegend distinkte
Stammpzellreservoire, sogenannte Nischen (Abb. 2.6), aus denen sie in ausreichender
Zahl isoliert werden kénnen. Zu den Organen mit entsprechenden Nischen zdhlen
insbesondere das Knochenmark, die Haut sowie verschiedene Drisengewebe wie das
Pankreas, die SchweiBdrisen oder die Speicheldrisen [Lavker and Sun, 1983, Suva
et al.,, 2004, Kruse et al., 2004, Prockop, 2007, Petschnik et al., 2010, Pringle et al.,
2011]. Auch im Gehirn, der Leber und im Fettgewebe lassen sich adulte SCs finden
[Crosby and Strain, 2001, Johansson et al., 1999, Zuk et al., 2002]. Die Stammzellen
werden erst bei Bedarf, beispielsweise nach einer Verletzung oder bei Apoptose einer
terminal differenzierten Zelle, aktiviert. Die Nischen, in denen sich die
Stammzellreservoire befinden, sind vom Gewebetyp abhangig. Damit ist die jeweilige
Stammzelle spezifisch fur ihr Zielgewebe. Es gibt beispielsweise neurale Stammzellen
des zentralen Nervensystems [Johansson et al., 1999], mesenchymale Stammzellen
des Bindegewebes [Young et al., 1995], Hepatozyten-Stammzellen der Leber [Crosby

and Strain, 2001] oder hamatopoetische Stammzellen des Blutes [Baum et al., 1992].

Weitere  Unterteilungen  der  adulten  SCs  sind  hinsichtlich  ihrer
Differenzierungsfahigkeit moglich, da nicht jede adulte SC multipotent ist und in alle

Zelltypen eines Keimblattes differenzieren kann. Zudem kénnen adulte Stammzellen
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in vitro andere Eigenschaften aufweisen als in vivo. Die ersten Berichte zu adulter
Stammzell-Plastizitdt wurden in den vergangenen Jahren veroffentlicht. Jedoch sind
bis heute viele Forscher zurtickhaltend mit Aussagen zur Potenz adulter SCs. Es gibt
oligopotente SCs, die in viele, aber nicht alle Zelltypen eines Keimblattes
differenzieren kénnen und unipotente SCs, die nur einen einzigen Zelltyp
reproduzieren [Blanpain et al., 2007, Majo et al., 2008]. Méglicherweise sorgt sowohl
dieses beschranktere Differenzierungspotential als auch die geringe Anzahl adulter
SCs im Gewebe fur die Schwierigkeiten bei der Isolierung und Propagierung in vitro
im Vergleich zu ESCs [Grimaldi et al., 2008]. Vor allem ein keimblatt-tberschreitendes
Differenzierungspotential, die sogenannte Transdifferenzierung [Peran et al., 2011],
der adulten SCs ist umstritten [Bongso and Richards, 2004], auch wenn es bereits in
verschiedenen Studien [Kruse et al., 2006b, Rapoport et al., 2009b, Chaffer et al.,
2011] beobachtet wurde. Zudem gibt es einige Publikationen, in denen von
Populationen adulter SCs berichtet wird, die in vitro in Zellen anderer Keimblatter
differenzieren, folglich multi- bis pluripotent sind [Kruse et al., 2004, Seeberger et al.,
2006, Rotter et al., 2008, Kossack et al., 2009]. Zu den Geweben, aus denen solche
adulten SCs isoliert werden konnten, gehort auch das Pankreas [Kruse et al., 2004,
Seeberger et al., 2006]. Adulte SCs eignen sich hervorragend fir Anwendungen in
der Medizin, da sie sich aufgrund ihrer geringeren Neigung zur malignen Entartung
bei einer Transplantation flr eine allogene oder Zellersatz-Therapie einsetzen lassen
[Leeb et al., 2011]. Zudem ist es gegenwartig mdglich, adulte SCs Uber die Zugabe
von Differenzierungsfaktoren oder mittels Kokultur gezielt in gewinschte Richtungen
differenzieren zu lassen, sodass ein erhdhter Prozentsatz an bestimmten Zelltypen

erhalten werden kann [Petschnik et al., 2009].

Bis heute ist sehr wenig Uber adulte Stammzellen in Fischen und speziell in
Regenbogenforellen bekannt. Zu den mdéglichen Nischen von Stammzellpopulationen
in der Fischhaut zahlen die Basalmembran [Lee and Kimelman, 2002], die
Schuppentasche [Sire, 1989, Sire and Akimenko, 2004] und fibroblasten-ahnliche
Vorlauferzellen [Guellec et al., 2004]. Zellkulturen aus adulten Stammzellen sind

wenig beschrieben worden. Jingste Studien zu adulten Kopfnierenstammzellen im
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Zebrafisch griffen jedoch das Potential adulter Stammzellen und deren Erforschung in

Fischen auf [Diep et al., 2011].

physikalische Krifte

EZM

,Nischenzellen’ sezernierte Faktoren

Abbildung 2.6 | Die Stammzellnische. Stammzellen (SC) teilen sich symmetrisch in zwei neue
Stammzellen (1) oder asymmetrisch in eine Stammzelle und eine differenzierte Zelle (DC) (2). Unter
bestimmten Bedingungen kann eine differenzierte Zelle zur Stammzelle redifferenzieren (3).
Verschiedene Komponenten der Stammzellnische sind dargestellt. Dazu gehoéren die extrazelluldre
Matrix (EZM), Zellen in unmittelbarer Nahe der Stammzellen, die Nischenzellen, sezernierte Faktoren
(wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren) und physikalische Faktoren wie Sauerstoffzug, Festigkeit und
Dehnbarkeit. Veranderte Abbildung nach [Watt and Driskell, 2010].

2.5.2 Regeneration bei Mensch und Fisch

Als Regeneration wird das Ersetzen von verloren gegangenen Korperteilen
bezeichnet, wobei Masse und Funktion der Teile wiederhergestellt werden [Poss,
2010]. Es gibt zwei Arten von Regeneration: die homoostatische Regeneration
bezieht sich auf den naturlichen Ersatz von Zellen, die von Tag zu Tag durch kleinere
Wunden, Apoptose und Alterungsprozesse verloren gehen. Die fakultative oder
durch Verwundung induzierte Regeneration bezieht sich auf das Ersetzen ganzer
Gewebe nach substanziellem Trauma wie einer Amputation oder Ablation. Kein Tier
kann ohne regenerative oder selbst-erhaltende Kapazitat Uberleben. Dennoch gibt es
eine auffallende Hierarchie des regenerativen Potentials zwischen den Tieren und

deren Organsystemen [Poss, 2010]. Der Mensch bildet im Rahmen der Homoostase
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permanent Blutkdrperchen, Hautzellen oder Haare neu und ersetzt alte oder
verlorene Zellen mit Hilfe gewebespezifischer Stammzellen (siehe 2.5.1 sowie [Barker
et al.,, 2010]). Eine fakultative Regeneration findet in der humanen Leber statt, wo ein
GroBteil des Organs wieder ersetzt werden kann [Michalopoulos and DeFrances,
1997]. Die meisten seiner Organe und Extremitaten kann der Mensch jedoch nicht
rekonstruieren, d. h. nach einer Amputation gehen ganze Strukturen verloren. Bei
kleineren Verletzungen kommt es haufig zur Narbenbildung am Wundrand [Martin,
1997].

Bei Fischen ist dies anders. Viele Fische besitzen gegenlber dem Menschen ein
faszinierendes Portfolio an regenerativer Kapazitat, sodass sie viele ihrer Organe fast
vollstandig ersetzen konnen [Nechiporuk and Keating, 2002]. Sie konnen
Schwanzflossen oder Augen und verschiedene innere Organe wie das Gehirn, das
Herz, die Nieren oder das Rickenmark bis zu einem gewissen Grad vollstandig
ersetzen [Nechiporuk and Keating, 2002, Davidson, 2011]. Beispielsweise ist der
Zebrafisch in der Lage, bis zu 20 % des Herzens zu regenerieren [Poss et al., 2003].
Insbesondere die Regeneration der Extremitdten ist bemerkenswert. Viele Studien
haben sich in den letzten Jahren mit diesem Thema beschaftigt [Poss et al., 2003,
Tanaka, 2003, Kragl et al., 2009, Maki et al., 2009]. Zebrafische bilden nach Verlust
ihrer Flossen zunachst eine epidermale Schicht, die epidermale Kappe, am Wundrand
aus [Nechiporuk and Keating, 2002]. Diese epidermalen Zellen sowie mesenchymale
Zellen sezernieren Signale in Form von parakrinen Faktoren, die eine Blastema-
Bildung induzieren. Ein Blastema ist eine Masse von proliferativen Zellen, die sich am
Ort des Gewebeverlustes ansammeln und dort das Gewebe ersetzen [Poss, 2010].
Bislang wurde angenommen, dass es ausschlieBlich multipotente mesenchymale
Stamm- oder Progenitorzellen seien, die das Blastema bilden [Kragl et al., 2009, Poss,
2010, Davidson, 2011, Diep et al., 2011]. Knopf et al. (2011) konnten jedoch kirzlich
zeigen, dass auch Dedifferenzierung stattfindet und dedifferenzierte Knochenzellen
ins Blastema einwandern, um dort wieder in Knochenzellen zu differenzieren.
Ausgehend vom Blastema werden alle verlorenen Strukturen exakt wieder hergestellt.
Aus diesem Grund wird vermutet, dass eine Art rdumliches Geddchtnis existiert, nach
dem adulte Zellen die Méglichkeit besitzen, Gewebestrukturen zu rekonstruieren

[Poss, 2010]. Untersuchungen an humanen kultivierten Fibroblasten zeigten, dass
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diese sich aufgrund ihrer rdumlichen Position in vivo starker voneinander
unterscheiden, als Fibroblasten, die von gleicher Stelle, aber aus unterschiedlichen

Individuen isoliert wurden [Chang et al., 2002].

2.5.3 Adulte Stammzellen aus der Haut bei Mensch und Fisch

Die Haut stellt ein sehr besonderes Organ dar. Sie ist mit einer durchschnittlichen
Oberflache von 1,7 m2 nicht nur das groBte Organ beim Menschen, sondern besitzt
funktionell gesehen auch die héchste Vielseitigkeit. So dient sie nicht nur dem Schutz
und der Abgrenzung gegentber der Umgebung, sondern ist vielmehr ein Gewebe
zur Kommunikation, zum Fdhlen und zur Wahrung des Zellmetabolismus [Rakers
et al., 2010].

Sie Ubernimmt wichtige Stoffwechsel- und immunologische Funktionen wie
Thermoregulation, Hormonsynthese, Osmoregulation und dient der Produktion von
spezifischen Substanzen wie Pheromonen oder antimikrobiellen Peptiden (AMPs).
Uber Drisen steuert sie die Sekretion, bildet den S&ureschutzmantel und Gbernimmt
somit eine wichtige Barrierefunktion gegeniber biologischen, chemischen und
physikalischen Stressoren [Goldsmith, 1991, Proksch et al., 2008]. Es verwundert
daher nicht, dass die Haut des Menschen verschiedene Stammzellreservoire enthalt,
die in der Epidermis, in der Dermis und in der Subcutis liegen [Jones and Watt, 1993,
Toma et al., 2001, Toma et al., 2005, Gimble et al., 2007, Petschnik et al., 2010]. In
der humanen Epidermis wurden Stammzellen gefunden, die sowohl verschiedene
Epithelien als auch Keratinozyten ausbildeten [Morris et al., 2004, Morasso and
Tomic-Canic, 2005]. Aus der Dermis konnten verschiedene Stammzellpopulationen
isoliert werden, diese umfassen neben der in Abbildung 2.3 genannten bulge-Region
dermale Progenitorzellen [Bartsch etal., 2005] und sogenannte skin-derived
precursor cells [Toma etal.,, 2001] sowie multipotente Stammzellen in Form von
dermalen Fibroblasten [Chen et al., 2007]. Adipose-derived stem cells wurden aus
subkutanem Fettgewebe gewonnen [Zachar etal., 2011]. Neben diesen, aus
definierten Gewebebereichen gewonnenen Stammzellen haben Kruse et al. (2006)

eine einfache Technik entwickelt, um aus humaner Vollhaut Stammzellen zu isolieren.
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Die Haut stellt insgesamt ein sehr interessantes Organ fir die Stammzellforschung
dar, deren Vielseitigkeit auch in Fischen deutlich wird. Entsprechend werden in der
Fischhaut verschiedene Stammzellnischen vermutet [Rakers et al., 2010]. Bislang sind
jedoch keine adulten Stammzellpopulationen aus der Fischhaut beschrieben worden.
Ahnlich wie bei den humanen Haarfollikeln, kénnten jedoch die Schuppentaschen
der Fische eine Nische fur Stammzellen darstellen [Kondo etal.,, 2001]. Ebenso
kdnnen Vorlduferzellen in der Basalschicht vermutet werden, aus der sich immer

wieder mukose Becherzellen sowie epitheliale Zellen entwickeln.
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2.6 Testsysteme zur Untersuchung toxischer Substanzen

2.6.1 Akuter Fischtest, GenDarT-Test, Daphnien-Test und zellbasierte

Toxizitatstests

Fische und andere Wasserorganismen wie Plankton (Phyto- und Zooplankton) oder
benthisch lebende Invertebraten wie Krebstiere werden bereits seit einigen
Jahrzehnten fur Toxizitatstests verwendet [Agency, 2002]. Es gibt die Maoglichkeit
einen Stoff hinsichtlich seiner akuten und chronischen Toxizitat, seiner Genotoxizitat
sowie seiner teratogenen und karzinogenen Wirkungen zu bewerten. Der akute
Fischtest (OECD Richtlinie 203, DIN EN ISO 7346) galt lange Zeit als das probate
Mittel, um akute Auswirkungen von Giftstoffen im Wasser zu Uberprifen. Bei diesem
Test werden adulte Goldorfen (Leuciscus idus auratus) verschiedenen
Giftstoffkonzentrationen ausgesetzt und die letale Dosis (LD.,: Dosis, bei der 50 %
der Fische sterben) zu unterschiedlichen Zeitpunkten (24, 48 und 72 h) ermittelt
(Abb. 2.7). Bei der Untersuchung der chronischen Toxizitat werden die Fische Uber
eine Dauer von mindestens 14 Tagen dem Schadstoff exponiert und versucht, die
Konzentration ohne sichtbaren Effekt zu ermitteln. Dafir werden Parameter wie
Aussehen, Futteraufnahme und das Schwimmverhalten herangezogen. Da hierbei die
Generationszeit einen wichtigen Aspekt darstellt, kann der Test viel Zeit
beanspruchen, um Fruchtbarkeit und Entwicklung der Eier bis zum Adulttier
beobachten zu konnen [Fent, 2007].

Seit 2005 werden nunmehr keine adulten Fische daflir eingesetzt, sondern
Embryonen vom Zebrafisch, die zudem eine Ermittlung der genotoxischen Aktivitat
eines Stoffes erlauben (Early life stage test, OECD 210 und Genexpression-Danio
rerio-Embryotest, GenDarT-Test (DIN 38 415-6, ISO 15088)). Hierbei wird das
Expressionsprofil eines bestimmten Sets an Schadstoff-sensitiven Markergenen vom
Zebrafisch nach Zugabe des Toxins mit dem normalen Expressionprofil abgeglichen

und somit Veranderungen auf transkriptioneller Ebene festgestellt [Yang et al., 2007].

Eine andere Testform stellt der Daphnien-Test (Wasserfloh, Daphnia magna (OECD
202, DIN EN ISO 6341)) dar, der das Schwimmverhalten der kleinen Flohkrebse Uber

24 bis 48 h in einem definierten Medium dokumentiert. Die Testorganismen Daphnia
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magna befinden sich in einem Glascontainer oder Aquarium und werden von einer
Video-Kamera permanent beobachtet. Anderungen im Schwimmverhalten der Tiere
weisen auf die Anwesenheit von toxischen Stoffen hin (Abb. 2.7). Neben diesen
Testsystemen existieren eine Reihe weiterer Moglichkeiten, um Giftstoffe nachweisen
zu koénnen. Studien umfassen die Verwendung von Bakterien, Algen, Protozoen und

Pilzen (Hefen) sowie Zellkulturen mariner Organismen.
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Abbildung 2.7 | Toxizitdtstests in der Gewadsseriiberwachung. A) Akuter Fischtest. Goldorfen
oder andere kleine Fische werden in einem Aquarium mit einer Kamera Gberwacht. Nach Zugabe eines
Toxins wird die letale Dosis (LDso) ermittelt, bei der 50 % der Tiere sterben. B) Daphnien-Test. Kleine
Wasserflohe (Daphnien) schwimmen in einem Tank oder Aquarium. Wird ein Giftstoff eingeleitet,
andert sich das Schwimmverhalten der Tiere, das Uber Sensoren aufgezeichnet wird und
gegebenenfalls einen Alarm auslost. C) GenDarT-Test. Embryonen des Zebrafisches werden mit
Toxinen behandelt und die Auswirkungen sowohl morphologischer als auch genetischer Art
dokumentiert, um Abschadtzungen Uber die Toxizitdt eines Stoffes zu erhalten (Bildquellen: a und b:

bbe moldaenke und c: Hydrotox GmbH).

Zytotoxizitatstests werden heute vielfach bei Fragestellungen der Medizin eingesetzt,
ebenso wie in der Biotechnologie, der Gewasser- und Umweltprifung und in der
Pharmakologie. Seit Inkrafttreten der neuen EU-Chemikalien-Richtlinie REACH
(Registration, Evaluation, Authorisation of CHemicals) Anfang 2007 ist ein neuer
Bedarf an verlasslichen Testsystemen entstanden. Um alle Chemikalien laut der
REACH-Vorgabe bis zum Jahr 2018 zu testen und neu zu bewerten, wadren
geschatzte 54 Millionen Tierversuche nétig [Hartung and Rovida, 2009]. Doch
Tierversuche sind nicht nur ethisch fragwurdig und teilweise wenig aussagekraftig, sie
sind vor allem kostenintensiv. Daher werden zunehmend Initiativen gestartet, um
Alternativmethoden fir Tierversuche zu finden (z.B. [Stephens and Ward, 2010]).

Noch gibt es jedoch wenig ausgereifte Testsysteme oder zu stark spezialisierte
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Anwendungen, die einen generellen Einsatz ausschlieBen. Im Bereich der
Umwelttoxikologie existieren bereits Systeme, die als Alternativen zum akuten
Fischtest eingesetzt werden koénnen, um die Gefahrdung von Gewassern durch
Schadstoffe abzuschatzen. Dazu zahlt zum Beispiel der oben genannte Fischeitest,
der in Deutschland anerkannt und zugelassen ist. Jedoch gelten fur
Abwasserbewertungen im Gegensatz zu Chemikalien keine internationalen
Richtlinien. Ein weiteres Problem ist, dass Stoffe unterschiedlich auf Organismen
wirken. So koénnen Insektizide Invertebraten wesentlich schwerwiegender

beeinflussen als Fische oder Algen [Helfrich et al., 2009].

In den Lebenswissenschaften (engl. life science) ist das in vitro — Kultivierungsmodell
ein unersetzbares Werkzeug zur Ermittlung von Auswirkungen bestimmter Stoffe
oder zur Bestimmung von metabolischen Vorgangen, da es in Untersuchungen unter
optimal kontrollierbaren Bedingungen einen direkten Zugang zu spezifischen
Funktionen von Zellen, Geweben und Organen erlaubt [Lee et al., 2009]. Dartber
hinaus gibt es Zelllinien-basierte Toxizitats-Assays, die vorwiegend bei vorklinischen
Studien eingesetzt werden, um die Wirkung und mdgliche Toxizitat, beispielsweise
eines Arzneistoffes, zu ermitteln. Bevorzugt werden dabei Zellen von Mausen (z.B.
NIH-3T3), Ratten und Hamstern. FUr klinische Studien werden mittlerweile humane
Zellkulturmodelle (humanes Gewebe, Tumorzelllinien, Primarzellen, Stammzellen)
favorisiert, da sie die Toxizitat im Menschen bestmdglich widerspiegeln [Castafio
etal.,, 2003, Krewski etal., 2007]. Zellen bieten als primare Interaktionsflache
Moglichkeiten, die Wirkung von toxischen Stoffen im Hinblick auf ihre
mechanistischen und interaktiven Eigenschaften zu untersuchen. Auf diese Weise
kdnnen Faktoren ermittelt werden, die die Balance zwischen schitzenden und
pathologischen Prozessen kontrollieren [Segner, 1998]. Die Variabilitat der
Zellantworten, beispielsweise auf induzierten Stress, l3asst sich dabei sehr gut
reduzieren. Dies hangt damit zusammen, dass Zellen anderer Organe erst gar nicht
angesprochen werden und somit systemische Effekte minimiert werden. Aufgrund
der REACH-Verordnung ist ein groBer gesellschaftlicher und 6konomischer Druck
entstanden, mindestens einen Teil der zu testenden Stoffe in vitro zu untersuchen.

Dabei sollen sowohl spezielle Zelllinien als auch interaktive, organotypische Kulturen
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genutzt werden [Bhogal et al., 2005, Fent, 2007]. Primarzellen haben den Vorteil,
dass sie in vitro viele der Eigenschaften beibehalten, die sie in vivo besitzen und somit
die dortigen biologischen Prozesse nachbilden. Jedoch Uberleben sie nicht Uber
langere Zeit in vitro, weshalb sie dkonomisch gesehen unrentabel sind. Langzeit-
Zellkulturen lassen sich hingegen je nach Bedarf einfrieren, auftauen und ohne
starken Verlust der Wachstumseigenschaften haufig passagieren, weshalb sie schnell
verflgbar und einfach zu gebrauchen sind. Sie verlieren in der Kultur jedoch haufig
ihre Identitat, also die funktionellen, strukturellen und metabolischen Eigenschaften
ihres Herkunftsgewebes und sind deshalb nur bedingt reprasentativ [Segner, 1998].
Jede Zellkultur, ob Priméarkultur oder Langzeit-Zellkultur, erfordert spezielle
Kultivierungsbedingungen. Nach der Isolierung einer Zelle aus dem Gewebe und dem
Einbringen in Zellkulturflaschen kommt es zu Anderungen der Zelleigenschaften.
Diese sind bedingt durch die artifizielle Umgebung der in vitro Kultur und das Fehlen
von Faktoren, die die Zellintegritat im Gewebe gewahrleisten [Rapoport et al., 2009b,
Peters et al., 2009]. Die Verdanderungen kénnen morphologischer, physiologischer
oder biochemischer Natur sein. Dazu gehdren beispielsweise Verdnderungen der
Adhdsion, Permeabilitat, des Intra- und Interzelluldren Transportes sowie der
Kommunikation, Kontaktinhibition, Sekretion, Expression von Enzymen und
Antigenen. Daher ist zu beachten, dass eine Zellintegritat, wie sie im Gewebe
vorliegt, nicht in gleicher Form bei in vitro Kulturen gegeben sein muss.
Kombinationen von Zellen, die als interaktive organotypische Kulturen die Vorgange

in vivo besser widerspiegeln, waren deshalb von Vorteil.

Die Mehrheit der Zellkulturmodelle wird fur Proliferations- und Apoptosemessungen
eingesetzt, da hierbei die Wirkung einer Substanz unmittelbar Gber das Einsetzen von
Wachstumsarrest, Nekrose oder Apoptose der Zellen gemessen werden kann [Segner,
1998]. Obwohl stets zu beachten ist, dass Zytotoxizitat und Proliferation in vitro nicht
direkt vergleichbar mit der Situation in vivo sind, kdnnen zellbasierte Systeme
gleichwohl wichtige Informationen Uber die Wirkung der Substanz auf zellularer
Ebene liefern [Bols, 1991]. Fir die Ermittlung der relativen Toxizitat von Chemikalien
kénnen  Endpunktbestimmungen von  Apoptose, Viabilitat,  Funktionalitdt,
Metabolismus, Morphologie, Zellwachstum und Proliferation gehéren [Segner, 1998,

Bols etal, 2005]. Zusatzlich koénnen Faktoren wie der mitotische Index,
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Veranderungen in der Gesamtproteinkonzentration der Zellen, RNA und DNA-
Konzentrationen, Zelladhdsion und Stoffaufnahme wie Stoffabgabe wichtige

Zusatzinformationen liefern [Bols et al., 2005].

2.6.2 Fisch-Zelllinien als Werkzeuge fiir zellbasierte Testsysteme

Wie im vorherigen Kapitel erwahnt, werden Zelllinien aus Maus und Ratte bereits seit
einigen Jahren routinemaBig fir Zytotoxizitdtsmessungen eingesetzt. Das Interesse an
Zelllinien ist in den letzten Jahrzehnten stetig gestiegen. Sie stellen aufgrund der
Moglichkeit, sie jederzeit einfrieren und auftauen zu kénnen, eine praktische, stets
verfigbare Quelle dar. Bisher sind in Biobanken, wie den Zellbanken ATCC (American
Type Culture Collection) oder ECACC (European Collection of Cell Cultures) jedoch
Uberwiegend Zellen aus Ratte, Maus, Hamster oder Mensch zu finden. Der Anteil an
evolutiv einfacheren Organismengruppen wie den Fischen ist hingegen sehr niedrig.
Fischzelllinien beanspruchen in der ECACC mit 22 Zelllinien gerade einmal 2 %, in
der ATCC mit 31 von insgesamt 3400 Zelllinien weniger als 1 %, obwohl Fische mehr
als die Halfte aller Vertebraten-Arten reprasentieren. Dennoch sind seit den 1960er
Jahren viele Fischzelllinien hinzugekommen. Dabei machten Wolf und Quimby (1962)
mit der gonadalen Zelllinie aus der Regenbogenforelle, genannt RTG-2, den Anfang
der Arbeit mit Fischzellen. Aktuell existieren 283 beschriebene Zelllinien aus marinen
und StBwasserfischen [Lakra et al., 2010]. Die groBe Vielfalt, die der Ozean, die Seen
und die FlUsse an Fischarten bieten, wird zwar noch nicht annahernd erreicht, aber
immerhin sind eine Vielzahl an Fischzelllinien hinterlegt, die aus verschiedenen
Organen und Arten stammen. Dazu gehéren wirtschaftlich interessante Arten wie der
Lachs (Salmo salar) oder die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) ebenso wie
wissenschaftlich relevante Arten, z.B. der Zebrafisch (Danio rerio) oder der
Reiskarpfling (Oryzias latipes). Urspringlich fur die Detektion von Viren (z.B. viral
hemorrhagic septicemia, VHS; infectious pancreatic necrosis, IPN; infectious
hematopoietic necrosis, IHN) isoliert, werden Fischzellen heutzutage fur diverse
Anwendungen benétigt. Dazu zahlen unter anderem Fisch-Immunologie [Clem et al.,
1996, Bols et al., 2001], Toxikologie [Babich and Borenfreund, 1991, Segner, 1998],
Okotoxikologie [Fent, 2001, Castano et al., 2003], Virologie [Iwamoto et al., 1999,
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Hasoon etal.,, 2011], biomedizinische Forschung [Hightower and Renfro, 1988],
Biotechnologie und Aquakultur [Bols, 1991] sowie Strahlungsbiologie [Ryan et al.,
2008]. In erster Linie werden dabei die Zellmorphologie oder/und der
Zellmetabolismus als Bewertungskriterien herangezogen. Dabei kénnen auch additive
Effekte erfasst werden. Studien zur Zytotoxizitat in Kiemenzellen aus der
Regenbogenforelle  lieferten  eine  relativ  gute  Ubereinstimmung  der
Effektkonzentration (engl. effect concentration, EC.,; Konzentration eines Stoffes, bei
der 50 % der Zellen einen Effekt zeigen) mit der letalen Konzentration (engl. lethal
concentration, LC.,, Stoffkonzentration, bei der 50 % der Fische sterben) in vivo
[Dayeh et al.,, 2002, Dayeh et al., 2005, Schirmer et al., 2008]. Die Etablierung und
Weiterentwicklung von in vitro Testsystemen aus Fischzellen fur die schnelle
Detektion von Pathogenen oder Toxinen in Gewadssern im Bereich der Aquakultur
kénnte dazu beitragen, die Zahl der Tierversuche im Validierungsprozess einer
Gefahreneinschatzung deutlich zu vermindern. Solche Systeme kdnnten ferner in
Klarwerken als zusatzliche Bewertungsparameter fir die Verschmutzung von
Gewassern eingesetzt werden und wirden somit dazu beitragen, die Auswirkung der
Abwasser auf zelluldrer Ebene besser abschatzen zu kénnen. Eine sehr interessante
Option stellen Stammzellen dar, die sich in vitro in verschiedene Zelltypen
differenzieren lassen und somit das gewinschte Zielgewebe eher nachbilden kénnen.
Bols und Lee (1992) nahmen an, dass eine Differenzierung von Fischzellen in vitro von
extrazelluldren Matrizes abhangen kénnte. Ein Blick auf humane Stammzellen zeigt,
dass sich aus diesen, wenn sie in spezielle Matrizes eingesat werden, auch in vitro
wieder komplette Gewebe generieren lassen [Linke et al., 2007, Walles et al., 2007].
Ebenso kdnnte demnach Gewebe aus Fischen in vitro aus Stammzellen rekonstruiert

und fir dreidimensionale Testsysteme eingesetzt werden.

2.6.3 3D-Hautmodelle als in vitro Testsysteme

Rekonstruierte Hautmodelle sind fur die Humanmedizin sehr vielversprechende und
haufig genutzte Systeme. Solche artifiziellen Hautmodelle tragen dazu bei,
Tierversuche zu reduzieren, da sie nicht von lebendem Tiermaterial abhangig sind,

sondern aus bereits isolierten Zellen zusammengesetzt werden kénnen. Anhand von
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rekonstruierten Hautmodellen koénnen die Effekte von neuen Chemikalien und
Wirkstoffen in Cremes und Pharmaka auf der Haut untersucht werden, ohne sie
direkt am Menschen testen zu mussen [Ponec etal., 2002, Ponec, 2002,
el Ghalbzouri et al., 2002, Gele et al., 2011, Brohem et al.,, 2011]. Eine Vielzahl von
humanen Hautdquivalenten existiert bereits und wird aktiv vermarktet. Darunter
befinden sich EpiDerm™ von MatTek (USA) und EpiSkin™ von SkinEthic / L'Oreal
(Frankreich) als bekannteste Produkte (Abb. 2.8).

Bei den heute verfligbaren 3D-Hautmodellen wird ein sogenanntes Sandwich-
Verfahren eingesetzt. Dazu werden Fibroblasten in eine Matrix eingesat, die aus
Kollagen und/oder ahnlichen extrazelluldaren Matrixbestandteilen besteht. Auf diese
Struktur werden Keratinozyten ausgesat. Durch die mehrwdéchige Kultivierung an der
Grenzflache von Luft und Medium wird die Ausbildung und Differenzierung einer
mehrschichtigen Epidermis erzeugt. Noch existieren einige Nachteile der
Hautaquivalente, bedingt durch fehlende spezialisierte Zelltypen, wie sie in vivo
vorkommen. So wurden bislang weder SchweiBdrisen noch Haarfollikel oder
Talgdrisen in die Hautmodelle integriert. Hautaquivalente bieten deshalb vermutlich

weit weniger Barrierefunktionen als funktionelle Haut [Brohem et al., 2011].

Abbildung 2.8 | Humane 3D Hautmodelle fiir den Einsatz in der klinischen Forschung. a)
Hautaquivalent EpiDerm™ von MatTek (USA) und b) Hautdquivalent EpiSkin™ von SkinEthic / L'Oreal
(Frankreich) Bildquellen: a: MatTek und b: SkinEthic.

Ein weiteres interessantes 3D-Modell kénnte die Ubertragung der Dreidimensionalitat
auf andere Hautstrukturen wie die der Fische oder der Amphibien darstellen, sodass

ein breites Spektrum an Hautmodellen zur Verfligung stinde. Auf diese Weise
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kénnten unterschiedliche Barrierefunktionen getestet werden, da beispielweise die
Fischhaut aufgrund der erhdhten Mukusproduktion anders reagiert als die

keratinisierte humane Haut.

FUr kutane in vivo Experimente stellen Fischmutanten, ob spontan mutiert oder mit
kinstlich erzeugten definierten Hautphanotypen, eine attraktive Alternative zu
Mausmodellen dar [Rakers et al., 2010]. Die kurze Generationszeit vieler Modellfische
und die entsprechend schnelle Entwicklung der Fischhaut sind optimale
Voraussetzungen fir detaillierte Untersuchungen der konservierten Mechanismen in
der Hautentwicklung und fir Studien bestimmter Hautkrankheiten aufgrund
konservierter Signalwege [Wu et al., 2004, Cui and Schlessinger, 2006]. Hinsichtlich
der protektiven Funktion der Fischhaut zeigen sich Parallelen zum Menschen und zu
anderen Saugern, da in all diesen Wirbeltieren beispielsweise AMPs gegen
Infektionen schitzen. AMPs sind im Fisch besonders aktiv und kénnen dort sehr gut
untersucht werden [Silphaduang etal., 2006, Villarroel etal., 2007]. Die
Untersuchung der bei Fischen im Vergleich zum Menschen hohen
Regenerationsfahigkeit [Whitehead etal.,, 2005] koénnte dazu beitragen, die
Wundheilungsforschung im Menschen zu férdern. Werden die grundlegenden
molekularen Zusammenhdnge der Regeneration und der Einfluss bekannter und noch
unbekannter Faktoren auf die Regeneration verstanden, kénnte dieses Wissen fir
neue Ansdtze der Wundheilung genutzt werden. Dabei zeigt sich zudem, dass
besonders die Erforschung der bei der Regeneration beteiligten Zellen neue

Erkenntnisse liefern kdnnen [Knopf et al., 2011, Diep et al., 2011].
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2.7 Zielsetzungen der Arbeit

Bislang wurden Fischzelllinien aus malignen  Tumoren, durch spontane
Transformation oder durch onkogenetische Immortalisierung gewonnen. Durch diese
Methoden wurden unsterbliche und kontinuierlich proliferierende Zellen erhalten. In
dieser Arbeit sollte durch Modifizierung des Isolationsprotokolls fir Stammzellen aus
adulten Saugergeweben nach Kruse et al. (2004) ein Protokoll etabliert werden,
welches ermdglicht, Langzeit-Zellkulturen aus Fischen, insbesondere aus der
Fischhaut zu generieren. Diese galt es anschlieBend hinsichtlich ihrer Identitat im
Vergleich zur Identitat des Herkunftsgewebes zu Uberprifen, zu charakterisieren und
mogliche Unterschiede in den aus verschiedenen Geweben gewonnenen Zell-
Populationen zu finden. Ausgangspunkt hierfir war die Annahme, dass sich in den
praparierten Geweben Stammzellen oder Progenitorzellen befinden, die in vitro
vermehrt werden konnen. Auf diese Weise sollte es mdglich sein, Langzeit-
Zellkulturen ohne eine induzierte Immortalisierung zu erhalten. Diese Langzeit-
Zellkulturen sollten in einer Kryobank abgelegt werden. Die Etablierung der

Fischzellkulturen stand daher im Hauptfokus dieser Arbeit.

Aus den isolierten Fischzellkulturen aus der Haut der Regenbogenforelle sollte ein in
vitro Testsystem entwickelt werden, das sensitiv auf Toxine in aquatischen Testproben
reagiert. Da in Vorversuchen beobachtet wurde, dass Fischzellen schneller auf die
Zugabe von Schwermetallverbindungen reagierten als humane Zellen, sollte die
Messung der Impedanz von Zellen als Testsystem zur schnellen Detektion von
toxischen Reaktionen auf Zellebene validiert werden. Fir die Tests sollten die
etablierten Hautzellkulturen mit verschiedenen etablierten Zelllinien aus Sdugern
verglichen werden. Weitere Toxizititsassays sollten dabei zur Uberpriifung der

beobachteten Reaktionen dienen.

Eine Kombination von Zellen der Langzeitkultur aus der Vollhaut der
Regenbogenforelle  mit  Schuppenprimdrzellen  sollte  aufzeigen,  welche
Wechselwirkungen sich durch die Kontaktaufnahme verschiedener
zusammengehoriger Zelltypen ergeben. Die hieraus gewonnenen Erkenntnisse sollten

als Basis fur die Erzeugung eines dreidimensionalen Fischhautmodells dienen.
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3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 3.1 | Chemikalien, Kits und Substanzen

Steinheim

Chemikalie / Kit / Substanz Firma Lagerung | Verwendung
Sigma-Aldrich
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) Chemie GmbH, 2-8 °C Immunzytochemie
Steinheim
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)- Carl Roth GmbH +
RT Zellkult
ethansulfonsaure (HEPES) 1M Co. KG, Karlsruhe erkurur
4',6-Diamidin-2'- Roche Diagnostics 9.8 °C Immunzviochemie
phenylindoldihydrochlorid (DAPI) GmbH, Mannheim y
, . Invitrogen GmbH, R
5-ethynyl-2"-deoxyuridine (EdU) Darmstadt -20 °C Zellkultur
Aceton Carl Roth GmbH + 9.8 °C Histologie,
Co. KG, Karlsruhe Immunzytochemie
PAA Laboratories
Amphotericin GmbH, Pasching, -20 °C Zellkultur
Osterreich
Si -Aldrich
Ethyl-3-Aminobenzoat-Methansulfonsaure |gma. dric . .
o Chemie GmbH, RT Fischbetdubung
(MS-222; Tricain) L
Steinheim
PAA Laboratories
Bovines Serum Albumin (BSA) GmbH, Pasching, 2-8°C Zellkultur
Osterreich
. . Carl Roth GmbH +
Kalziumchlorid (CaCl,) Co. KG, Karlsruhe RT Zellkultur
Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Chemie GmbH, RT Zellkultur
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Carl Roth GmbH +

Essigsa RT Histoloqi
ssigsaure Co. KG, Karlsruhe istologie
Carl Roth GmbH +
Ethanol 9 all RT Zellkul
thanol 96 %, vergallt Co. KG, Karlsruhe ellkultur
Carl Roth GmbH +
i > 9 RT Zellkul
Ethanol Rotipuran® = 99,8 % Co. KG, Karlsruhe ellkultur
. . Merck KGaA, . .
Ethidiumbromid RT Molekularbiologie
Darmstadt
. . Merck KGaA,
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) ere @ RT Zellkultur
Darmstadt
Carl Roth GmbH +
Eukit Eindeckmedi RT Histologi
ukit Eindeckmedium Co. KG, Karlsruhe istologie
, . F tas GmbH, . .
GeneJET™ Gel Extraktion Kit ermentas fm RT Molekularbiologie
St.Leon-Rot
. Bioch AG,
Gentamycin loc. rom 2-8 °C Zellkultur
Berlin
Carl Roth GmbH +
I | RT Zellkult
>0propano Co. K@, Karlsruhe erkuttur
Bioch AG
Kanamycin ochrom A%, -20°C Zellkultur
Berlin
Serva
Kollagenase Electrophoresis 2-8°C Zellkultur
GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich
Kupfer(ll)-sulfat P h . .
upfer(li-sulfat Pentahydrat (CuSO, Chemie GmbH, RT Zellkultur

5H,0)

Steinheim
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. Carl Roth GmbH + . .
Mayers Hamalaun Co. KG, Karlsruhe RT Histologie

Carl Roth GmbH +
Methanol RT | tochemi
ethano Co. KG, Karlsruhe mmunzytochemie

Biochrom AG
Modified Eagle Medium B'ec;ﬁnrom ' 2-8°C | Zellkultur

. F tas GmbH, . .
PCR-Kit Fermentas ermentas um -20 °C Molekularbiologie
St.Leon-Rot

Penicillin / Streptomycin (P/S) (100-fach, PAA Laboratories

enthalt 10.000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml GmbH, Pasching, -20 °C Zellkultur
Streptomycin) Osterreich

peglab
PeqGold DNA Tissue Kit Biotechnologie RT Molekularbiologie

GmbH, Erlangen

o Carl Roth GmbH + . .
Perjodsaure Co. KG, Karlsruhe RT Histologie

Qiagen GmbH,

QlAamp DNA Investigator Kit Hilden RT Molekularbiologie

QlAxcel Alignment Marker Qiagen GmbH, . .
2-8° Molekul |

15 bp / 1000 bp Hilden 8°C olekularbiologie

QIAxcel DNA Size Marker Qiagen GmbH,

25/ 450 bp Hilden 2-8 °C Molekularbiologie




3 Material und Methoden

. . . [ GmbH, . .
QlAxcel High Resolution Kit Q.lagen m RT Molekularbiologie
Hilden
Invit GmbH
Qtracker® 525 Cell Labeling Kit nvitrogen Lmbi, 2-8°C Zellkultur
Darmstadt
. . Invit GmbH,
Qtracker® 605 Cell Labeling Kit nvitrogen m 2-8 °C Zellkultur
Darmstadt
. . . i GmbH, . .
QuantiTect Reverse Transcription Kit Silladg;ﬂ m -20 °C Molekularbiologie
. Chemometec A/S,
Reagent A100 (Lysispuffer) Allerad, Danemark RT Zellkultur
g Chemometec A/S,
Reagent B (Stabilisierungspuffer) Allerad, Danemark RT Zellkultur
: Invit GmbH, . .
RNA-Later Solution nvitrogen Hm 2-8 °C Molekularbiologie
Darmstadt
L [ GmbH, . .
RNeasy Mini Kit Q.lagen m RT Molekularbiologie
Hilden
, Carl Roth GmbH + . .
Schiffs Reagenz Co. KG, Karlsruhe RT Histologie
Sigma-Aldrich
B-Mercaptoethanol Chemie GmbH, RT Molekularbiologie

Steinheim
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Sakura Finetek
Europe B.V.,
Alphen aan den
Rijn, Niederlande

TissueTek® 2-8 °C Histologie

Sigma-Aldrich
Triton X-100 Chemie GmbH, RT Immunzytochemie
Steinheim

PAA Laboratories
Trypsin-EDTA (10-fach) GmbH, Pasching, -20 °C Zellkultur
Osterreich

Vector Laboratories
Vectashield Inc., Burlingame, 2-8°C Immunzytochemie
USA

Carl Roth GmbH +
Xylol RT Histologi
yio Co. KG, Karlsruhe Istologie

Vector Laboratories
Ziegenormalserum Inc., Burlingame, 2-8 °C Immunzytochemie
USA

3.1.2 Arbeitslésungen

Tabelle 3.2 | Arbeitslosungen. Alle Chemikalien waren von der Qualitdt p.A. und den Firmen Roth,
Merck und PAA.

Bezeichnung Zusammensetzung/Zusatze

50 ml (1,5 g Aldehydfuchsin in 200 ml 70 %-igem Ethanol)
Aldehydfuchsin-Lésung Aldehydfuchsin-Stammlésung, 150 ml 70 %-iges Ethanol, 2 ml 96-
98 %-ige Essigsdure

0,5 g Azophloxin in 100 ml Aqua dest., 0,2 ml 96-98 %-ige

Azophloxin-Lsung Essigsiure

Digestionsmedium 4 mg (0.63 PZ/mq) Kollagenase in 20 ml Isolationsmedium
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Elastin Farbeldsung nach
Weigert

5,6 g/I Chinonimin Farbstoff, 0,02 g/I Chlorwasserstoff 25 % in 500
ml Aqua dest.

Eosin Farbeldsung

600 ml 96 %-iger Ethanol, 1 g Eosin in 200 ml Aqua dest., einige
Tropfen Eisessig

Ethanol 70 %

70 ml 96 %-iger Ethanol vergallt, 30 ml Aqua dest.

HEPES-Stammlésung

2,383 g HEPES in 100 ml Aqua bidest (pH 7,6)

Isolationsmedium

32 ml HEPES-Eagle-Medium, 8 ml 5% Rinderserumalbumin, 200 pl
0,1M Kalziumchlorid

Lichtgrin-Lésung

0,2 g Lichtgriin, 0,2 ml 96-98 %-ige Essigsaure in 200 ml Aqua
dest.

Masson-Gebrauchslésung

1 g Ponceau de Xylidine, 1 g Saurefuchsin in 200 ml Aqua dest., 2
ml 96-98 %-ige Essigsaure

Methanol / Aceton

70 ml Methanol, 30 ml Aceton

Monti-Graziadei-Ldsung

2 % Glutaraldehyd, 0,6 % Paraformaldehyd in 0,1 M Cacodylate-
Puffer bei pH 7,2

Oxidationsgemisch AFG

0,5 g Kaliumpermanganat in 140 ml Aqua dest., 20 ml 5 %-ige
Schwefelsaure

80 g Natriumchlorid, 2 g Kaliumchlorid, 26,8 g

PBS 10x Dinatriumhydrogenphosphat-Heptahydrat und 2,4 g
Kaliumdihydrogenphosphat in 800 ml Aqua dest., pH 7,0
Phosphormolybdansaure- 5 g Phosphormolybdénsaure und 2 g Orange G in 100 ml Aqua

Orange G - Lésung

dest.

Pikrofuchsin-Losung

1 g/l Sdurefuchsin, 16,6 g/l Pikrinsaure in 500 ml Aqua dest.

Reduktionsmittel AFG

6 g Natriummetabisulfit in 200 ml Aqua dest.

Saurefuchsin-Ponceau-
Azophloxin-Ldsung

20 ml Masson-Gebrauchslésung, 4 ml Azophloxin-Lésung, 176 ml
Aqua dest., 0,4 ml 96-98 %-ige Essigsaure

Saures Hamalaun nach Mayer

1 g Hamatoxilin in 1 | Aqua dest., 0,2 g Natriumjodat, 50 g
Kalialaun, 50 g Chloradhydrat, 1 g Zitronensaure

TBE-Puffer 10 %

108 g Tris, 55 g Borsaure, 40 ml 0,5M Natrium-EDTA in 11 Aqua
dest.

TritonX100 0.1 %

0,1 g Triton X in 100 ml PBS

Trypsin-EDTA (10-fach)

5,0 mg/ml Trypsin, 2,2 mg/ml EDTA in PBS (ohne Ca* und Mg**)
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Trypsin-EDTA (1-fach) 10 ml Trypsin-EDTA (10-fach), 90 ml PBS (steril)

Weigerts Losung A 20 g/l Hdmatoxilin-Monohydrat in 500 ml Aqua dest.

Weigerts Lésung B
9 9 dest.

5 g/l Eisennitrat, 11,2 g/I Chlorwasserstoff 25 % in 500 ml Aqua

3.1.3 Medien und Seren

Alle Medien wurden von der Firma Invitrogen GmbH bezogen, das Serum von der

Firma PAA Laboratories.

Bezeichnung

10 % Fotales Kalberserum (FKS) -Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM)

20 % FKS-DMEM Medium (Standardkulturmedium

Fischzellen)

20 % FKS-DMEM Medium mit epithelialem
Wachstumsfaktor (EGF)

Einfriermedium

20 % FKS-Leibovitz-15 (L-15) Medium

20 %FKS-Willams Medium E (WME) Medium

EpiLife®-Medium

Zusatze

10 % (v/v) FKS, 1 % (v/v) P/S

20 % (v/v) FKS, 1 % (v/v) P/S

20 % (V) FKS, 1 % (vv) P/S, 1 % (v/v) EGF

90 % (v/v) FKS, 10 % (v/v) DMSO

20 % (v/v) FKS, 1 % (v/v) P/S

20 % (v/v) FKS, 1 % (v/v) P/S

1 % (v/v) P/S
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Bezeichnung Zusatze

Fotales Kalberserum (FKS)

HEPES-Eagle-Medium 1 % (v/v) Glutamin in Modified Eagle Medium
und 5 ml HEPES-Stammldsung

3.1.4 Verbrauchsmittel

Culture Slides (2-Kammer Kultivierungssystem) BD Biosciences Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Deckglaser (20 x 20 mm / 24 x 50 mm) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Einmalpipetten (5 ml/ 10 ml /25 ml /50 ml) BD Biosciences Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

E-Plate Mikrotiterplatte (16-Well / 96-Well) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Eppendorf ReaktionsgefaBe (1,5 ml /2 ml) Eppendorf AG, Hamburg

Glaswaren Schott AG, Mainz

Handschuhe (Peha-soft powderfree, GroBe L) Paul Hartmann AG, Heidenheim

Kandlen B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Kryordhrchen (2,0 ml) Techno Plastic Products AG (TPP),

Trasadingen, Schweiz

Menzel-Objekttrager SuperFrost Plus Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & Co.
KG, Bonn
Mikrotiterplatte (Micro-Assay-Plate, 96-Well, black, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

clear-bottom)
NucleoCassette Chemometec A/S, Allerad, Danemark

Pasteurpipetten Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Pipettierspitzen / Biosphere Filter Tips (10 pl / 100 pl / Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht

1000 pl)

ReaktionsgefaBe (15 ml /50 ml) Sarstedt AG & Co., NUrnbrecht
Skalpell B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Spritzen (verschiedene GroBen) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Zellkulturflaschen (25 cm2 /75 cm?2 / 150 cm?) Techno Plastic Products AG (TPP),

Trasadingen, Schweiz

Zellkultur-Mikrotiterplatte (6-Well / 12-Well / 24-Well) Techno Plastic Products AG (TPP),

Trasadingen, Schweiz

Zellkulturschalen (21 cm?) Techno Plastic Products AG (TPP),

Trasadingen, Schweiz

Zellschaber Techno Plastic Products AG (TPP),

Trasadingen, Schweiz
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Tabelle 3.3 | Analysierte mRNAs. Aufgelistet sind die eingesetzten mRNAs mit ihrer Gene ID und dem erwarteten Vorkommen in vivo. Die anschlieBend

designten Primer wurden bei der Firma Biomers.net GmbH, Ulm bestellt.

Gene ID nach NCBI ) Erwartete
mRNA Vorkommen Verwendete Primer . Ta
Datenbank Produktlénge
Elongation factor Ubiquitares Forward:AGCCCCTTCGTCTGCCCCTC
_ NM_001124339.1 300 bp 60 °C
alpha (Elfa) housekeeping Gen Reverse: CCTGAGCGGTGAAGGTGCCG
, Forward: ACAAGGCGAGGACGATCGCA
Kollagen Typ 1 Bindegewebe, EZM NM_001124177.1 130 bp 59 °C
Reverse: TTCGTCGCACATGACGGTGC
o Zell-Zell-Kontakte, Fokale Forward:ATTGACGAGCGGCAGCAGGA
Vinculin _ NM_001128681.1 299 bp 58 °C
Adhasionen Reverse: ATCAGCGCCAGCGCTCTCTT
. o Forward:AGCGGGGACACTGCTCACAT
Zytokeratin 18 Epitheliales Gewebe NM_001124724.1 382 bp 62 °C

Reverse:TGCGGCCCATGTTGGTGTCA
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3.1.5 Antikorper

Tabelle 3.4 | Verwendete Primarantikorper bei der qualitativen Immunchemie.

Antigen Wirt Verdiinnung | Hersteller / Bestellnummer
Aktin Maus, monoklonal 1:200 Sigma-Aldrich / A 4700

Kie7 Kaninchen, polyklonal 1:500 Abcam / ab15580

Kollagen Typ 1 Fisch | Kaninchen, polyklonal 1:40 Antikdrper Online / ABIN237021
Vigilin Kaninchen, polyklonal 1:200 C. Kruse, Lubeck

Vinculin Maus, monoklonal 1:400 Sigma -Aldrich / V9131
Zytokeratin 14 Maus, monoklonal 1:500 Santa Cruz / sc-58724
Zytokeratin 18 Maus, monoklonal 1:200 Santa Cruz / sc-51582
Zytokeratin 7 Kaninchen, polyklonal 1:500 Abcam / ab53123

Tabelle 3.5 | Verwendete Sekundarantikorper bei der qualitativen Immunchemie.

Wirt, Hersteller /
Antigen Konjugation | Verdiinnung
Isotyp Lothummer
Anti-Maus Sekundar- | Ziege, IgG .
Cy3 1:400-1:800 | Dianova /87376
Antikérper (H+L)

Anti-Kaninchen Sekundar- | Ziege, IgG
Antikérper (H+L)

FITC 1:200-1:400 Dianova / 90999
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3.1.6 Gerate

Gerat

Brutschrank (95 % Luftfeuchte, 5 %
C0,, 37 °C)

Brutschrank Hepa Class 100 (95 %
Luftfeuchte, 1,9 % CO,, 20 °C)

Farbeglaser Histologie (80 ml /200

ml)

Feinwaage Kern 770

Gefriermikrotom Cryotom Cryostar
HM 560 MV

Gefrierschrank (-20 °C)

Konfokales Laserscanningmikroskop
LSM 710

Kahlplatte Tissue Cool Plate COP 20

KUhlschrank (4 °C)

Firma

BINDER GmbH, Tuttlingen

Thermo Fisher Scientific
Germany Ltd. & Co. KG,

Bonn

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe

Kern & Sohn GmbH,

Balingen

Thermo Fisher Scientific
Germany Ltd. & Co. KG,

Bonn

LIEBHERR Hausgerate

GmbH, Ochsenhausen

Carl Zeiss AG, Jena

Medite GmbH, Burgdorf

LIEBHERR Hausgerate

GmbH, Ochsenhausen

Verwendung

Zellkultur

Zellkultur

Histologie

Zellkultur, Histologie

Histologie

Zellkultur, Molekularbiologie

Immunzytochemie

Histologie

Zellkultur, Molekularbiologie,

Histologie, Immunzytochemie
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Mastercycler Eppendorf AG, Hamburg Molekularbiologie
Microm HM355S Thermo Fisher Scientific Histologie

Germany Ltd. & Co. KG,

Bonn
Microplate Reader LB 940 BERTHOLD TECHNOLOGIES Zellkultur

GmbH & Co. KG, Bad

Wildbad
Mikromanipulator TransferMan NK2 Eppendorf AG, Hamburg Zellkultur
Micropipette Puller P-97 Sutter Instrument Co., USA  Zellkultur
Microforge MF-900 Narishige, Japan Zellkultur
Microgrinder EG-400 Narishige, Japan Zellkultur
Mikroskop Axioskop 2 Mot Plus, mit  Carl Zeiss AG, Jena Immunzytochemie

AxioCam MRc5 und ebg-Lampe

Mikroskop Axiovert 40C Carl Zeiss AG, Jena Zellkultur

Mikroskop IX81, mit CLR Farbkamera  Olympus Europa GmbH, Zeitraffer-Mikroskopie
Hamburg

Mikroskop Observer Z1, mit CCD- Carl Zeiss AG, Jena Zellkultur, Immunzytochemie

Kamera und HXP 120 - Lampe

Mikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss AG, Jena Zeitraffer-Mikroskopie

NucleoCounter® NC-100™ Chemometec A/S, Allerad, Zellkultur

Danemark
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Objekttragerstrecktisch OTS 40

Paraffin — Einbettungsautomat
Microm STP 120

pH-Meter Lab 850

Pipettierhilfe Pipetus®

QiaCube

QiaXcel

Scanning Elektronenmikroskop SEM
505

Schittler 3031

Spectrophotometer NanoDrop ND-

1000

Sterilbank Biowizard

Tiefkhlschrank (-80 °C)

Vortexer MS 2 Minishaker

Medite GmbH, Burgdorf

Thermo Fisher Scientific
Germany Ltd. & Co. KG,

Bonn

Schott AG, Mainz

Eppendorf AG, Hamburg

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Koninklijke Philips Electronics
N.V., Eindhoven,

Niederlande

Gesellschaft fur Labortechnik

GmbH, Burgwedel

PegLab Biotechnologies
GmbH, Erlangen

Kojair Tech Oy, Vilppula,

Finnland

Sanyo Sales & Marketing
Europe GmbH, Minchen

IKA® Werke GmbH & Co.
KG, Staufen

Histologie

Histologie

Zellkultur

Zellkultur

Molekularbiologie

Molekularbiologie

Zellkultur

Zellkultur

Molekularbiologie

Zellkultur

Zellkultur, Molekularbiologie,

Histologie

Zellkultur
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Wasserbad

Wasserbad

xCELLigence Real-Time Cell Analyzer
(RTCA) SP und DP

Zentrifuge 5415 R

Zentrifuge 5804 R

Zentrifuge Allegra® X-15R

Gesellschaft fur Labortechnik  Histologie
GmbH, Burgwedel

Memmert GmbH + Co. KG,  Zellkultur
Schwabach

Roche Diagnostics GmbH, Zellkultur
Mannheim

Eppendorf AG, Hamburg Molekularbiologie
Eppendorf AG, Hamburg Zellkultur
Beckman Coulter GmbH, Zellkultur

Krefeld
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3.1.7 Software

Software

AxioVision4 Rel. 4.8.

BioCalculator 3.0

DNASTAR® LASERGENE® Software

for Sequence Analysis

Image)

Primer-BLAST

RTCA Software 1.2.1

ZEN Software

3.1.8 Versuchstiere

Firma

Carl Zeiss AG, Jena

Qiagen GmbH, Hilden

DNASTAR, Inc., Madison, USA

National Institute of Health (NIH),
Bethesda, USA

National Center for Biotechnology
Information (NCBI), Bethesda, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Carl Zeiss AG, Jena

Verwendung

Analyse

Analyse

Molekularbiologie

Immunzytochemie

Molekularbiologie

Zellkultur

Immunzytochemie

Als primadres Versuchstier zur Untersuchung und Isolation von Hautstammzellen

diente die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss).

die Versuche

verwendeten Tiere wurden in Aquarien in der Fraunhofer Einrichtung fir Marine
Biotechnologie (EMB) gehaltert (Genehmigung Tierversuchs-Nr. 41/A01/09).

Die Fische entstammten Nachzuchten einer Zuchtlinie der Bundesforschungsanstalt

far Fischerei in Born/Dar3 sowie aus einer Zuchtanlage der Fischzucht Reese aus

LUtjenburg. Die Aufzucht der Tiere erfolgte unter Laborbedingungen. Die Fische
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wurden in  Glasaquarien in  rezirkulierendem  Leitungswasser bei  einer
Wassertemperatur von 18-22 °C aufgezogen. Geflttert wurde mit kommerziellem
Fischfutter (DAN-EX, Danemark) einmal wdchentlich ad libitum. Die Tétung der Tiere
erfolgte streng nach den deutschen Richtlinien des Tierschutzes. Dazu wurden die
Tiere in Tricain (MS-222) far funf Minuten betdubt. Nach einem kurzen Schlag auf

den Kopf wurden die Tiere unmittelbar dekapitiert.

3.1.9 Zellkulturen

Die in dieser Arbeit eingesetzten Zellkulturen wurden im Folgenden dann als
Primarkulturen angesehen, wenn sie sich nicht langer als eine Passage kultivieren
lieBen und typischerweise nur ein paar Tage bis wenige Wochen Uberlebensfahig
blieben. Als Langzeit-Zellkultur wurden daher nur Kulturen bezeichnet, die mehrfach
erfolgreich passagiert wurden (Subkultivierung). Der Begriff Zelllinie wurde hier nicht
verwendet, da der Nachweis der Immortalisierung nicht erbracht wurde und die

Zellen nicht aus einem Klon stammten.

3.1.9.1 Fischzellen

Fur diese Arbeit wurde eine Langzeit-Zellkultur aus Vollhautgewebe (Epidermis +
Dermis) der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) gewonnen und charakterisiert.

Sie wurde als OMYsd1x bezeichnet.

Primarkulturen stellten die aus Schuppentaschen der Regenbogenforellen (O. mykiss)
gewonnenen Zellen dar. Da diese Zellen nicht langer als eine Passage Uberlebten,

wurde keine spezielle Bezeichnung eingefihrt.

3.1.9.2 Humane Zellen

Als  humane Vergleichszellkultur ~ wurden die in der EMB isolierten
Hautprogenitorzellen aus Vollhautgeweben (Epidermis+Dermis) verwendet. Die

bereits etablierte Langzeit-Zellkultur tragt den Namen CEsd8b.
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3.1.9.3 Murine Zellen

Als murine Vergleichszellkultur wurden die gekaufte Fibroblastenzelllinie NIH-3T3 aus
Mausembryo und die in der EMB etablierte Langzeit-Rattenzellkultur RAsd85b aus

Rattenvollhautgewebe verwendet.

3.2. Zellbiologische Methoden

3.2.1 Allgemeines Arbeiten in der Zellkultur

Um Kontaminationen durch Pilze, Bakterien und andere Mikroorganismen zu
vermeiden, wurden samtliche Zellkulturarbeiten unter aseptischen Bedingungen
ausgefuhrt. Die benutzten Verbrauchsmaterialien waren steril verpackt oder wurden
bei 121 °C autoklaviert beziehungsweise bei 180 °C im Backofen sterilisiert. Sie
wurden erst unter der Sterilbank ge6ffnet. Benutzte Chemikalien entsprachen
hochster Reinheit und wurden sorgfaltig verwendet. Medien und Lésungen wurden
vor Gebrauch auf die erforderlichen Temperaturen erwarmt, sofern nicht anders
beschrieben. Die verwendeten Zellkulturen wurden in regelméaBigen Abstanden am
Phasenkontrastmikroskop kontrolliert und auf Mykoplasmen untersucht. Alle
Fotodokumentationen erfolgten mit einem Mikroskop Axiovert 40C und anschlieBend

mit einer Bildbearbeitungssoftware AxioVision Rel. 4.8.

3.2.2 Anlegen einer Zellkultur aus Fischzellen und Subkultivierung

Fur diese Arbeit wurden von verschiedenen Regenbogenforellen unterschiedlichen
Alters je 2-3 ¢m groBe Gewebeproben aus der Haut entnommen. Die Zellen der
Langzeit-Zellkultur OMYsd1x entstammten einer ein Jahr alten Regenbogenforelle (20

cm + 2 cm).
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3.2.2.1 Explantat

Mit Hilfe von Scheren und Pinzetten wurden 2-3 cm groBe Stiicke aus der Vollhaut
ausgeschnitten und kurz in Phosphat-gepuffertem Kochsalz (Phosphate buffered
saline, PBS) gewaschen. Die Haut wurde anschlieBend mit einem Skalpell von
Unterhautgewebe und Muskelfleisch befreit und in etwa 1 x 1 mm2 gro3e Stlcke
zerteilt. Diese Stlcke wurden mit der AuBenseite nach oben liegend, unter der
Sterilbank auf 6-Well Platten (9 cm?) platziert und fur etwa eine halbe Stunde
angetrocknet. Die Wells wurden danach mit 2,5 ml frischem Medium gefillt und

Antibiotika (Gentamycin und Amphotericin, jeweils 1:100) vorsorglich hinzugegeben.

Neben der Explantat-Methodik wurden auch noch zwei weitere Protokolle fur die
Isolation von Zellen aus der Haut ausgetestet. Diese waren ein Trypsin-Verdau und ein
Kollagenase-Verdau, die in der Fraunhofer EMB etabliert sind [Kruse et al., 2004],
[Kruse et al., 2006b]. Da beide Methoden jedoch fiir die Fischhaut nicht erfolgreich

waren, wird hier nicht weiter auf diese Methoden eingegangen.

3.2.2.2 Kultivierung

Die Standardkultivierung aller Fischzellkulturen von Fischen der gemafigten
Klimazone erfolgte in einem Brutschrank bei einer Temperatur von 20 °C, 1,9 % CO,
und 95 % relativer Luftfeuchte. Nach zwei Tagen waren erste Zellen am Boden der
Wells zu erkennen. Danach wurde noch etwa 5-7 Tage gewartet, ehe die
ausgewanderten Zellen in einem ersten Passagierungsschritt (bei den Hautzellen
zusammen mit den Explantaten) in gréBere Flaschen (25 cm?) Uberfihrt wurden.
Dazu wurde das Medium abgesaugt, die adhdrenten Zellen mit 2-3 ml PBS
gewaschen um das Kulturmedium vollstandig zu entfernen und anschlieBend mit 1
ml 0,05 % Trypsin fur eine Minute bei 37 °C inkubiert. Trypsin entfaltet bei dieser
Temperatur seine optimale Wirkung und |6st die Zellen von der Zellkulturplastik ab.
Bei den Saugerzellen erfolgte die Kultivierung bei 37 °C und 5% CO, sowie 95%
Luftfeuchte. Hier wurde bei Subkultivierung nach dem gleichen Schema verfahren,
allerdings wurde die Inkubationszeit aufgrund der langsameren Abtrennung auf zwei
Minuten erhoht. Tabelle 3.6 zeigt die fur jeweiligen verwendeten Mengen an

Medium, PBS, Trypsin und Einfriermedium je FlaschengréBe. Solange die Zellen nach
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der Inkubation mit Trypsin noch adharent blieben, wurden sie mit Hilfe eines
Schabers vom Boden gel6st. Durch Zugabe der dreifachen Menge an Kulturmedium
wurde der Lésungsprozess gestoppt und die Zellsuspension in einem Réhrchen bei
130 x g fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in
frischem Medium resuspendiert und in neue Flaschen ausgesat. Mit dem ersten
Mediumwechsel nach zwei Tagen wurden neben den nicht adhdrenten Zellen auch
die nicht adharenten Explante abgesaugt. AnschlieBend wurde ein Mediumwechsel
zwei Mal pro Woche durchgefiihrt. Die Subkultivierung der Zellen (Verhaltnis 1:2 bei
Fischzellen, 1:3 bei Saugerzellen) erfolgte zunachst bei Semikonfluenz (60-70 % bei
beobachteter Inselbildung der OMYsd1x — Zellen). Spater, etwa nach Passage 6,
wurde bei Konfluenz passagiert und im Verhaltnis 1:2 gesplittet. Die Subkultivierung
erfolgte wie oben beschrieben. Fir immunzytochemische Untersuchungen wurden
Zellen in 2-well Kammern in einer Konzentration von 3 x 10* Zellen/ml| 3-5 Tage vor
der Untersuchung eingesat. Fir die Versuche wurden OMYsd1x der Passagen

zwischen O bis 46 verwendet.

Tabelle 3.6 | Verwendung von Medium, PBS, Trypsin und Einfriermedium (EM) je Flaschen-

oder SchalengroBe.

Kleine | Mittlere Grof3e Petri- 2-Well
6-Well 12- 24-
Flasche | Flasche Flasche schale | Chamber
(9cm?) | Well Well )
(25 cm?) | (75 cm?) | (150 cm?) @5cm Slides
Medium 5 ml 15 ml 30 ml 2,5ml 1 ml 500 5ml 1,5ml
0,5-1 <500
PBS 2-3 ml 5-10 ml 10-15ml | 1-1,5ml 2-3 ml 1 ml
mi ul
Trypsin 1 ml 2 ml 4ml 500 pl 200 pl | 100 pl 1 ml 250 yl
EM 500 pl | 750l 1ml - - - - -

Aus samtlichen Well-Platten sowie Petrischalen wurde nicht eingefroren.
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3.2.2.3 Primérkultur

Fur die Gewinnung von Schuppenzellen wurden die Tiere mit Tricain betdubt, die
Schuppen durch vorsichtiges Schaben mit einem Skalpell direkt abgestriffen und in
PBS gewaschen. Einzelschuppen wurden unter der Sterilbank mit Hilfe eines
Mikroskops mit feinen Pinzetten herausgenommen und auf 12-Well Platten
transferiert, wo sie maximal 5 min antrocknen konnten. Pro Well wurden 5-10
Schuppen aufgebracht, wobei darauf geachtet wurde, dass die AuBenseite der
Schuppen oben lag. Nach 5 min wurde vorsichtig 1 ml frisches Kulturmedium
hinzugegeben und im Brutschrank bei 20 °C, 1,9 % CO, und 95 % relativer
Luftfeuchte kultiviert. Schuppenzellauswiichse wurden fir mindestens 2-3 Wochen
kultiviert, konnten jedoch nach der Subkultivierung nicht proliferativ gehalten werden
und wurden aufgrund dessen nur als Primarkulturen oder fur Mischkulturen (siehe
3.2.7 und 3.2.8) verwendet.

3.2.3 Zellzéhlung und Viabilitatsbestimmung

Definierte Zellzahlen wurden fir die meisten der im Folgenden beschriebenen
Versuche benétigt. Fir die Zdhlung wurden die Zellen wie bei einer Subkultivierung
(siehe 3.2.2.2) und je nach KultivierungsgefaB mit PBS gewaschen, anschlieBend mit
0,05 % Trypsin geldst und mit frischem Medium resuspendiert (siehe Tab. 3.6). 50
der Zellsuspension wurden mit 50 pl eines Lysis-Puffers (Reagent A100) durch
wiederholtes Auf- und Abpipettieren gemischt (Lysat) und dann mit 50 pl
Stabilisierungspuffer (Reagent B) versetzt (stabilisiertes Lysat). AnschlieBend wurde die
Mischung mit einer propidiumiodidhaltigen Nucleocassette (Abb. 3.1) aufgenommen.
Mit  Hilfe des Zellzdhlers  Nucleocounter® NC-100™ mit integriertem
Fluoreszenzmikroskop wurden die Zellkerne gezahlt. Dabei wurde das Signal des an
die DNA der Zellen bindenden fluoreszierenden Farbstoffs Propidiumiodid (Pl) aus der
Nucleocassette detektiert. Somit kann eine Gesamtzellkonzentration bestimmt
werden. Die von dem Nucleocounter errechnete Zellzahl/ml muss mit der
Verdinnung der Puffer und der Verdiinnung durch das Medium multipliziert werden,

um die Gesamtzellzahl zu erhalten.
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Abbildung 3.1 | Nucleocassette zur Messung von Zellzahlen. Das in die Cassette integrierte
Propidiumiodid interkaliert in die DNA der Zellen und erméglicht so eine Bestimmung der Zellzahl Gber

die Zahlung der fluoreszierenden Zellkerne. Bildquelle: ChemoMetec A/S, www.chemometec.com

Fur die Viabilitatsbestimmung und damit fir die Unterscheidung von lebenden und
toten Zellen werden normalerweise die Zahl der toten Zellen und die Gesamtzellzahl
bestimmt und die Zahl der toten Zellen von der Gesamtzellzahl subtrahiert. Aufgrund
der geringen Zellmengen konnten hier jedoch tote Zellen nicht erfasst werden. Daher
wurden 24 h nach der Einsaat nur die adharenten Zellen gezahlt und anschlieBend

mit der Zahl der ausgesaten Zellen ins Verhaltnis gesetzt.

Die Berechnung der Viabilitdt bezog sich daher auf folgende Formel:

Gleichung 1:

%AdhéSiOﬂ = (CGesz4h / CGes Einsaat)*100 %

3.2.4 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zellen wurden fir die Kryokonservierung zunadchst wie bei einer Subkultivierung
(siehe 3.2.2.2) trypsiniert, zentrifugiert und das Pellet anschlieBend in eiskaltem

Einfriermedium, bestehend aus Fotalem Kalberserum (FKS) und Dimethylsulfoxid
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(DMSO) im Verhaltnis 9:1, aufgenommen (siehe Tab. 3.6) und in 2 ml Kryoréhrchen
transferiert. Die Rohrchen wurden sofort in einer auf 4 °C vorgekihlten Isopropanol-
Box kontrolliert um 1 °C/min auf -80 °C herunter gekhlt und schlieBlich in flissigem
Stickstoff bei -145 °C gelagert. FUr das Auftauen von eingefrorenen Zellen wurde 10
ml frisches Kulturmedium auf 20 °C (Fischzellen) oder 37 °C (humane Zellen)
vorgewarmt, die Zellen im Kryoréhrchen aus dem flissigen Stickstoff geholt und in
einer Transportbox bei -20 °C ins Labor gebracht. Dort wurden die Zellen kurz bei
37 °C im Wasserbad angetaut und dann maéglichst rasch ins Kulturmedium Gberfihrt.
Das Zentrifugenréhrchen mit der Zellsuspension wurde fir 5 min bei 130 x g
zentrifugiert, anschlieBend der Uberstand verworfen, das Pellet in adaquatem
Volumen an frischem Kulturmedium resuspendiert und in die passende

FlaschengroBe ausgesat (Tab. 3.6).

3.2.5 Charakterisierung der Stammzellpopulationen

Die Stammzellen aus der Vollhaut wurden fir Genexpressionsanalysen (siehe 3.4) in
75 cm?  Zellkulturflaschen konfluent herangezogen. Fir  weitere
immunzytochemischen Untersuchungen wurden Zellen zudem in 2-well Kammern
eingesat (siehe 3.3.4). Weitere Analysen zur Zellcharakterisierung werden im

Folgenden beschrieben.

3.2.5.1 Testen unterschiedlicher Temperaturen und Medienzusétze fiir
Fischzellen
Fur die Bestimmung der optimalen Kultivierungsbedingungen der neuen
Fischzelllinien wurden verschiedene Medien und Zusdtze sowie unterschiedliche
Temperaturen des Standardkulturmediums (20 % FKS-DMEM Medium) ausgetestet.
Als Temperaturen wurden 16 °C und 20 °C anhand von Literaturdaten [Bols et al.,
1992, Lamche etal., 1998, Ossum etal., 2004] ausgewahlt. Zur Ermittlung des
Wachstumsverhaltens wurde die Zunahme der Zellzahlen pro ml ermittelt. Folgende

Medien wurden untersucht:




3 Material und Methoden

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) + 20 % FKS

20 % FKS-DMEM + 1 % Epithelialer Wachstumsfaktor (EGF)
EpiLife® Medium

Leibovitz 15 Medium (L-15) + 20 % FKS

Williams Medium E (WME) + 20 % FKS

Alle von Gibco, Invitrogen, Deutschland

vV V V V V

Ferner wurden unterschiedliche Konzentrationen (5 %, 10 % und 20 %) an FKS zum
DMEM- und WME-Medium zugesetzt und untersucht.

Zur Charakterisierung der Zellen wurden die Parameter Wachstum (Proliferation,
Verdopplungszeit) und Viabilitdt herangezogen. Dazu wurden mit dem Zellzahler die
Zellzahlen bestimmt. OMYsd1x — Zellen wurden in den Passagen 12 und 19 in 12-
Well Zellkulturplatten in einer Konzentration von 2 x 10* Zellen/ml ausgesat und nach
24 h (Tag 1) sowie nach 5, 10 und 15 Tagen geerntet und analysiert. Zur
Bestimmung der Populationsverdopplung in den Passagen wurde die Zellzahl in drei
technischen Replikaten bestimmt. Der Quotient aus der aktuellen Zellzahl und der

eingesetzten Zellzahl ergab die Vervielfachung der Zellen.

3.2.5.2 Click-it® EdU Zellproliferationsassay

Um  die Proliferationskapazitdt von  Vollhaut-abgeleiteten  Zellen  der
Regenbogenforelle (OMYsd1x) abschatzen zu kénnen, wurden 2 x 10* Zellen der
Passage 37 in ein Chamber-slide ausgesat und 10 uM 5-ethynyl-2"-deoxyuridine (EdU)
nach 24 Stunden hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von drei Tagen unter
Standardkulturbedingungen (20 °C, 1,9 % CO2, 95 % Luftfeuchte) wurden die
Zellen mit 1 ml Methanol/Azeton (7:3) mit 1 pl/ml 4',6-Diamidin-2'-
phenylindoldihydrochlorid (DAPI) fir 15 min bei Raumtemperatur fixiert. Fur die
Detektion von EdU wurde ein Reaktionsmix nach den Herstellerangaben (Invitrogen,
Deutschland, Kat. No. C10337) angesetzt. Die Zellen wurden zweimal in 3 %-igem

Rinderserumalbumin (BSA) in PBS gewaschen, dann mit dem Reaktionsmix versetzt
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und 30 min bei Raumtemperatur in einer Dunkelkammer inkubiert. Danach folgte ein
erneutes Waschen in 3 % BSA in PBS und Eindeckeln der Proben in Vectashield®
mounting medium. Die Zellen wurden mit einem Axioscope 2 Fluoreszenzmikroskop
analysiert. Die Aufnahmen entstanden mit einer AxioCam MRc5 - Kamera und

wurden mit der Software AxioVision4 (Version 4.8.1) sowie Image/ bearbeitet.

3.2.5.3 xCELLigence RealTimeCellAnalysis

Mit dem xCELLigence® RTCA System koénnen in Echtzeit Zellstatus Uber den
elektrischen Widerstand gemessen und so verschiedene Parameter wie Proliferation,
Uberleben, Zellzahl und Zellmorphologie abgeschatzt werden (Abb. 3.2). Das Prinzip
beruht auf der Messung der Anderung des elektrischen Widerstandes (Impedanz), der
durch die Adhasion der eingesaten Zellen entsteht und mit Hilfe von kleinen, in 16-
oder 96-Well Zellkulturplatten integrierten Elektroden gemessen wird. Da sich die
Zellen aufgrund der isolierenden Eigenschaften ihrer Membran wie dielektrische
Partikel verhalten, wird mit zunehmendem Bewuchs der Elektrode die Impedanz
zunehmen, bis sich eine konfluente Zellschicht gebildet hat.

Die relative Veranderung der Impedanz, bezogen auf den Zellstatus, wird durch den
dimensionslosen Parameter Zellindex (engl. cell index, Cl) beschrieben. Dieser ergibt
sich aus dem Quotienten von aktueller Widerstandsanderung (Z) abzlglich des
Wertes fur die Hintergrundmessung (Z,) und dem nominalen Widerstandswert fir die
Elektroden bei der Nutzung von PBS als Hintergrundkontrolle (bei 10 kHz Frequenz
sind es 15 Q):

Gleichung 2:

)
Es 15Q

Fur die Messungen wurden OMYsd1x — Zellen in unterschiedlichen Aussaatdichten
und mit unterschiedlichen Medien und Zusatzen (siehe oben) in eine 16-Well oder
96-Well Zellkulturplatte ausgesat. Aussaatdichten von 2,5 x 10%, 0,5 x 10%, 1 x 104, 2 x
10, 3 x 10* und 4 x 10* Zellen/0.31 cm? wurden gewadhlt. Um optimale

Wachstumsbedingungen fir die Zellen zu schaffen, wurden die unter 3.2.5.1
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genannten verschiedenen Wachstumsmedien in Form von drei technischen
Replikaten getestet. Hierzu wurden als Kontrollen jeweils 100 pl aller Medien auch
ohne Zellen getestet. Das Medium wurde einmal 24 h nach Versuchsbeginn
gewechselt. Die Impedanz der Zellen wurde alle 15 min automatisch durch das

xCELLigence® System gemessen.

Mikroelektroden-

Array eingearbeitet  Elektroden ohne Elektroden mit

in den Boden der Zellen angehefteten Zellen

Zellkulturplatte

Die Goldelektroden ( ~l ( \

bedecken 80% der P .

Bodenflache I Z ) DG @
Z=1, Z=12,

Abbildung 3.2 | Prinzip der xCELLigence® RTCA - Messungen. Die in den Boden der
Zellkulturplatten (96-Well oder 16-Well) eingearbeiteten Mikroelektroden messen kontinuierlich den
elektrischen Widerstand (Z) der Platte. Adhdrieren Zellen am Boden der Platte, so dndert sich der
relative Widerstand, der als dimensionsloser Parameter Zellindex (Cl) angezeigt wird. Bildquelle: Roche

Diagnostics, www.roche.com.

3.2.6 Zytotoxizitdat von unterschiedlichen Kupfersulfat Pentahydrat (CuSO, -5
H,0) -Konzentrationen an Fischzellen und humanen Zellen
3.2.6.1 Echtzeitbeobachtungen mit dem xCELLigence RTCA

Die Reaktion von Fischhautzellen auf die Zugabe von Toxinen sollte beobachtet und

mit anderen Saugerzellen verglichen werden, um eine Einschatzung zur Eignung der
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Zellen fUr Testsysteme vornehmen zu kénnen. Anhand des xCELLigence® RTCA kann
in Echtzeit nachvollzogen werden, ob nach Zugabe von Toxinen Anderungen der
Impedanzen auftreten, da die dreidimensionale Form tierischer Zellen mit hoher
Sensitivitat auf Veranderungen im Stoffwechsel oder auf eine chemische, biologische
oder physikalische Beeinflussung reagiert. Dabei kann es zu stoffabhangigen
Kurvenverldaufen kommen, die mogliche Anzeiger fir eine Schadigung der DNA,
gestorte Mitosen, Veranderungen des Zytoskeletts oder der Zytostatik sein kédnnen
(Abb. 3.3). Die Profile kénnen als Vorhersagemodell fir die Bewertung von
Stoffaktivitaten herangezogen werden. Fir die Messungen wurden OMYsd1x — Zellen
bei 20 °C, 1,9% CO, und CEsd8b — Zellen, Rasd85b — Zellen und NIH-3T3 — Zellen bei
37 °C, 5% CO, in einer Aussaatdichte von 1x 10* Zellen/0.31 cm? beziehungsweise
7,5x 10° Zellen/0.31 cm? (NIH-3T3) in jeweils eine 16-Well Platte wie unter 3.2.5.3
beschrieben ausgesat und fir 72 Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurde
Kupfersulfat Pentahydrat (der Einfachheit halber kinftig als CuSO, abgekirzt) in
Konzentrationen von 100 pg/ml, 200 pg/ml, 1 mg/ml und 2 mg/ml in frischem
DMEM mit 20 % FKS (beziehungsweise 10 % FKS) hinzugegeben. Fir jede
Konzentration wurden drei technische Replikate eingesetzt. Die Messung wurde dann
noch fir mindestens 92 Stunden fortgesetzt. Mit Hilfe der RTCA Software wurden
Berechnungen und Auswertungen zu Dosis-Wirkungskurven und EC., — Werten
durchgefihrt. Die Software berechnet nach Angabe der verwendeten Wells aus den
zugeordneten Impedanzen automatisch eine Dosis-Wirkungskurve. Daflr muss vom
Benutzer der Zeitpunkt der Messung festgelegt werden. Fur den durchgefihrten
Versuch wurden drei Zeitpunkte, 1 h, 24 h und 92 h nach Zugabe des CuSO,
ausgewahlt. Aus der Dosis-Wirkungskurve kann die Software zudem den EC,, - Wert
zum gewadhlten Zeitpunkt bestimmen und fdr eine statistisch abgesicherte Aussage
den R2-Wert bestimmen. Die Berechnung des EC.,— Wertes beruht auf dem
Logarithmus einer Konzentration, bei der 50% des Zellindex reduziert werden im
Vergleich zum maximalen Zellindex der Kontrolle (100%). R? gibt den Anteil der
erklarten Streuung an der Gesamtstreuung an und drlickt damit die Gute der
Anpassung der Dosis-Wirkungskurve an die Lage der Werte aus. RZ ist als
prozentualer Wert zu verstehen und liegt daher stets zwischen Null und Eins. Wird R2

gleich Eins, so wird die gesamte Streuung durch das Regressionsmodell aufgeklart —
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es besteht also ein perfekter linearer Zusammenhang. Je kleiner R2 ausfallt, desto

starker weicht der vorliegende Fall von diesem Zusammenhang ab.

7 -
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¥ w DNA-Schidigung
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$ = Zytostatisch

—— Zytoskeletal

Normalisierter Zellindex
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Abbildung 3.3 | Stoffabhidngige mégliche Kurvenverlaufe am xCELLigence® RTCA, bedingt
durch Zugabe von Toxinen. In diesem Beispiel wurden A549 Lungenkrebszellen mit
unterschiedlichen Stoffen versetzt, die charakteristische Kurvenprofile hervorrufen und somit
beispielsweise zytoskeletale Veranderungen oder Schadigungen der DNA andeuten. Diese Profile
kdnnen als Vorhersagemodell fir die Bewertung von Stoffaktivitdten dienen. Bildquelle: Roche

Diagnostics, www.roche.com.

3.2.6.2 Zeitraffer-Mikroskopie

Mittels Zeitraffer-Mikroskope kénnen Zellen in Echtzeit visuell beobachtet werden.
Dazu tragt eine spezielle Anordnung aus Mikroskop (Olympus IX81 oder Zeiss
Axiovert 200M), Inkubationskammer und Kamera bei, die optimale Bedingungen fir

die Zelldokumentation schaffen.

Fur die Aufnahmen wurden Schuppen der Regenbogenforelle mit der
Schuppentasche nach unten auf Petrischalen platziert, fir 5 min angetrocknet und
dann mit Kulturmedium Uberschichtet. Die Petrischale wurde dann im Zeitraffer-
Mikroskop platziert. Das Auswachsen von Zellen aus der Schuppentasche wurde Uber
einen Zeitraum von 100 Stunden dokumentiert. Dazu wurde mit Hilfe der Kamera

alle 15 Minuten ein Bild aufgenommen. Ebenfalls wurden OMYsd1x — Zellen in einer
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Petrischale auf ein bioresorbierbares Netz gesat, in die Inkubationskammer des
Mikroskops gestellt und das Verhalten der Zellen im Abstand von 15 min
dokumentiert. Uber einen Zeitraum von bis zu einer Woche wurden die Zellen
beobachtet. Fur die Toxizitatsversuche wurden die Zellen mit 200 pg/ml CuSO,
versetzt und die Effekte Uber einen Zeitraum von 96 Stunden beobachtet. Alle

erstellten Filme sind vollstandig im Anhang auf einer CD/DVD gebrannt.

3.2.7 Markierungstechnik durch Nanopartikel

Um festzustellen, ob und inwieweit Fischzellen fluoreszenzmarkierte Nanopartikel
aufnehmen und an ihre Tochterzellen weitergeben, wurden OMYsd1x — Zellen der
Passage 18 mit Qtracker 605® und Qtracker 525® Nanopartikeln inkubiert und nach
24, 48 und 96 Stunden die Anzahl markierter Zellen analysiert. Dazu wurde zunachst
je 1 pl der Qtracker Komponenten A und B in einem Eppendorf Reaktionsgefal3
vermischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde 0,2 ml frisches
Kulturmedium hinzugefiigt und 30 s mit einem Vortexer vermischt. 1 x 10° OMYsd1x
— Zellen in 6-Wells wurden mit der Suspension versetzt und die Probe unter
Standardkulturbedingungen im Brutschrank fir eine Stunde inkubiert. Danach
wurden die Zellen mit frischem Medium zweimal gewaschen und anschlieBend nach

den oben genannten Zeitpunkten am Mikroskop analysiert.

Zudem wurde geprUft, ob bei einer Kokultivierung von mit Nanopartikeln markierten
Schuppenzellen und Hautzellen a) die Schuppenzellen adharieren und proliferieren
und b) die verschiedenen Zellen wiedergefunden und so die Ursprungsquellen
nachgewiesen werden kénnen. Dazu wurden die Schuppenzellen mit Qtracker 525
und die Hautzellen mit Qtracker 605 nach dem oben beschriebenen Protokoll einzeln
markiert, dann trypsiniert (siehe Kapitel 3.2.2.2) und zusammen in einer neuen
Kulturschale ausgesat. Die Fluoreszenz wurde im Mikroskop beobachtet und

dokumentiert.
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3.2.8 Generierung eines 3D-Fischhautmodells

Um die unterschiedlichen Zelltypen einer Fischhaut in vitro wieder zusammen zu
bringen, wurde mit Hilfe eines Mikromanipulators eine mit OMYsd1x — Zellen
konfluent bewachsene Flache der Passage 14 partiell abgeschabt. Dazu wurde
zunachst mit dem Micropipette Puller P-97 eine Glaskanlle gezogen und diese mit
einem heien Glihdraht (Microforge) und Schleifstein (Microgrinder) in die richtige
Form gebracht. Die Glaspipette kann am Mikromanipulator in die Halterung
eingesetzt werden und so eine exakte Position fir die Entfernung der Zellen
angefahren werden. Zusatzlich wurde eine Kanile eingesetzt, die die losgeldsten
Zellen absaugte. In die frei gewordene Stelle der Zellkulturschale wurde mit Hilfe
eines Tropfens Silikon eine isolierte Schuppe der Regenbogenforelle eingesetzt und
bei 20 °C und 1,9 % CO, weiter im Brutschrank inkubiert. Das Auswachsen der

Zellen wurde im Mikroskop beobachtet und dokumentiert.

3.3 Analytische Methoden
3.3.1 Paraffin- und Kryofixierung

Um das Vorkommen von Proteinen in Geweben mit dem Vorkommen von Proteinen
in Zellen zu vergleichen, wurden von Vollhautgeweben der Regenbogenforelle
Gefrier- und Paraffinschnitte angefertigt. Die Vollhautgewebe von je ca. 2 x 2 cm?
GroBe wurden einer jungen Regenbogenforelle entnommen, fur die Kryofixierung
direkt in TissueTek® eingebettet und bei -80 °C im Tiefkihlschrank gefroren. Mit der
gleichen Methode wurden auch organoide bodies (OBs), die aus der Zellkultur
entnommen wurden, behandelt. Fur die Paraffinfixierung wurde das Gewebe im
Einbettungsautomat Uber Nacht in Formalin fixiert, dann in einer Alkoholreihe bis ins
Xylol entwassert (70 %, 80 %, 96 %, 100 %, Xylol) und dann in fltssig-heiBem
Paraffin konserviert (Tab. 3.7). Nach Entnahme aus dem Automat wurden die
Schnitte manuell in flUssig-heiBem Paraffin in Metallschalen eingebettet. Danach
wurde die Probe auf einer Kihlplatte zum Paraffinblock gekthlt und ausgehértet. Die

Blocke wurden bei Raumtemperatur gelagert.
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Tabelle 3.7 | Arbeitsschritte im Einbettautomaten

Schritt Zeit (h)
Formalin | 1
Formalin Il 1
Ethanol 70 vol % 0:30
Ethanol 80 vol % 0:30
Ethanol 96 vol % 0:30
Ethanol 100 vol % | 1
Ethanol 100 vol % I 1
Ethanol 100 vol % Ill 1
Xylol | 1:30
Xylol II 1:30
FlUssig-Paraffin | 2
Flussig-Paraffin Il 2

Von den Gefrier- und Paraffinblocken wurden im  Gefriermikrotom und
Rotationsmikrotom 8-14 pm dicke Schnitte angefertigt. Die Gefrierschnitte wurden
direkt auf SuperFrost-Plus Objekttragern aufgenommen, beschriftet und bei -20 °C
gelagert. Die Paraffinschnitte wurden in ein Wasserbad mit 40 °C Uberfihrt und aus
diesem direkt auf einfachen Objekttragern von Roth aufgezogen. Die Paraffinschnitte
wurden auf einer Heizplatte bei 50 °C vollstandig getrocknet, beschriftet und

anschlieBend bei Raumtemperatur gelagert.

3.3.2 Histologie

3.3.2.1 Entparaffinierung

Um unspezifische Hintergrundfarbungen beziehungsweise eine Inhibition der
spezifischen Farbung zu vermeiden, wurde vor jeder Farbung mit Paraffinschnitten

das Paraffin entfernt. Dazu wurden die Schnitte Gber Xylol und eine absteigende
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Alkoholreihe (100%, 96%, 80%, 70%) entparaffiniert und in Aqua dest. rehydriert.

Dieser Schritt ist in den folgenden Farbeprotokollen jeweils enthalten.

Es wurden vier verschiedene histologische Farbungen durchgefihrt: die Hamatoxylin-
Eosin-Farbung (HE-Farbung), die Aldehydfuchsin-Goldner-Farbung (AFG-Farbung), die
Perjodessigsaurefarbung (PAS-Farbung) und die Elastica van Gieson-Farbung (EvG-
Farbung). Die fur jede Farbung angegebenen Schritte sind als Eintauchen der
Objekttrager in die Chemikalie zu verstehen, sodass jeder Schnitt auf dem
Objekttrager optimal von der Farbelésung bedeckt ist. In der Regel wurden dazu

einfache Farbeglaser oder Kivetten (80 -200 ml) der Firma Roth verwendet.

3.3.2.2 HE-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist eine Ubersichtsfarbung, wobei das Hamatoxylin
(ein naturlicher Farbstoff aus dem Blauholzbaum) als basisches Hamalaun aufbereitet
wird und alle sauren beziehungsweise basophilen Strukturen blau farbt, insbesondere
Zellkerne mit der darin enthaltenen Desoxyribonukleinsdure (DNA) und das mit
Ribosomen angereicherte raue endoplasmatische Retikulum (rER). Eosin farbt alle
azidophilen beziehungsweise basischen (eosinophilen) Strukturen rot, darunter vor
allem die Zellplasmaproteine. Tabelle 3.8 gibt eine Ubersicht Uber die einzelnen

Farbeschritte.

Tabelle 3.8 | Arbeitsschritte der HE-Farbung

1. | Farben in Mayers Hamalaun 10-12 min
2. | Blduen in warmem Leitungswasser (> 35 °C) 10 min

3. | Gegenfarben in alkalischer Eosinlésung 45 s

4. | Differenzieren in Ethanol 70 vol % c.5s

5. | Entwassern in Ethanol 80 vol % 10x eintauchen
6. | 2x Entwassern in Ethanol 96 vol % 10x eintauchen
7. | 2x Entwassern in Ethanol 100 vol % 10x eintauchen
8. | 2x Inkubieren in Xylol 10x eintauchen
9. | Eindecken in Eukit
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3.3.2.3 AFG-Farbung

Die Aldehydfuchsin-Farbung, kombiniert mit der Trichromfarbung nach Goldner, ist
ebenfalls eine Ubersichtsfarbung, die sehr farbintensiv ist. Dabei werden Zellkerne
braun-schwarz, das Cytoplasma rosa-violett, die Muskulatur rot, elastisches
Bindegewebe violett und kollagenes Bindegewebe griin angefarbt. Auch mukd&ses
Sekret wird hellviolett dargestellt. Tabelle 3.9 gibt eine Ubersicht Uber die einzelnen

Farbeschritte.

Tabelle 3.9 | Arbeitsschritte der AFG-Firbung

1. | Oxidation (Kaliumpermanganat und Schwefelsaure) 2 min
2. | Reduktion (Natriummetabisulfit) 2 min
3. | Eintauchen in Aqua dest. 10x
4. | Eintauchen in Ethanol 70 vol % 10x
5. | Farben in Aldehydfuchsin-Gebrauchslésung 5 min
6. | Eintauchen in Ethanol 70 vol % 1 min
7. | Eintauchen in Aqua dest. 1 min
8. | Farben in Mayers Hamalaun 2-3 min
9. | Blduen in warmem Leitungswasser (> 35 °C) 10 min

10. | Farben in Saurefuchsin-Ponceau-Azophloxin-Gebrauchslésung | 30 min

11. | 3x Eintauchen in 1 %-ige Essigsaure 1 min
12. | Farben in Phosphormolybdansaure-Orange G-Lésung 30s
13. | 3x Eintauchen in 1 %-ige Essigsdure 1 min
14. | Farben in Lichtgrin-Loésung 2 min
15. | Eintauchen in 1 %-ige Essigsaure 5 min
16. | Eintauchen in Isopropanol 10x
17. | 2x Eintauchen in Isopropanol je 5 min

18. | Eindecken in Eukit
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3.3.24 PAS-Farbung

Diese Farbemethode dient ausschlieBlich der Darstellung von Glykolgruppen in
Gewebeproben. Positiv reagieren zum Beispiel neutrale Mukopolysaccharide, Muko-
und Glukoproteine sowie Glykogen. Neutrale Mukine und Glykogenspeicher
erscheinen in der Perjodsaure-Schiff (PAS-)-Farbung magenta-pink, die Zellkerne blau.

Der Farbegang wird in Tabelle 3.10 dargestellt.

Tabelle 3.10 | Arbeitsschritte der PAS-Farbung

1. | Hydrolyse mit Perjodsaure 1 % 10 min
2. | Blauen in warmem Leitungswasser (> 35 °C) 10 min
3. | 2x mit Agua dest. spllen 2 min

4. | Farben mit Schiffs Reagenz (Raumtemperatur) 10-25 min

5. | Mit warmem Leitungswasser (> 35 °C) waschen 5 min
6. | Kurzin Agua dest. eintauchen ca.5s
7. | Farben in Mayers Hdmalaun 5 min
8. | Bladuen in warmem Leitungswasser 10-15 min
9. | Differenzieren in Ethanol 70 vol % cas5s
10. | Entwassern in Ethanol 80 vol % 10x
11. | 2x Entwassern in Ethanol 96 vol % 10x
12. | 2x Entwassern in Ethanol 100 vol % 10x
13. | 2x Inkubieren in Xylol 10x

14. | Eindecken in Eukit

3.3.2.5 EvG-Farbung

Die Elastika van Gieson-Farbung, die sich aus Weigerts Eisenhdamatoxylin, Pikrofuchsin
nach van Gieson und der Resorcin-Fuchsin-Lésung nach Weigert zusammensetzt,
ermoglicht eine Differenzierung zwischen Kernen, Bindegewebe, Muskulatur und

elastischen Fasern. Dabei werden Kerne schwarz-braun, Bindegewebe rot,
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Muskulatur gelb, und elastische Fasern schwarz gefarbt. Das Farbeprotokoll ist in

Tabelle 3.11 dargestellt.

Tabelle 3.11 | Arbeitsschritte der EvG-Farbung

1. | Farben mit Elastin Farbeldsung nach Weigert | 10 min
2. | Spulen mit flieBendem Leitungswasser 1 min
3. | Farben mit Weigerts Loésung A & B (1:1) 5 min
4. | Spulen mit flieBendem Leitungswasser 1 min
5. | Farben in Pikrofuchsin-Lésung 2 min
6. | Differenzieren in Ethanol 70 vol % 1 min
7. | Entwassern in Ethanol 80 vol % 10x
8. | 2x Entwassern in Ethanol 96 vol % 10x
9. | 2x Entwdssern in Ethanol 100 vol % 10x
10. | 2x Inkubieren in Xylol 10x
11. | Eindecken in Eukit

3.3.3 Subzellulére Analyse

3.3.3.1 Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie wurde zur ultrastrukturellen Analyse der Schuppen und
ihrer Auswichse herangezogen. Die Proben (Schuppen, Auswiichse aus Schuppen)
wurden in Monti-Graziadei-Loésung fur 2 h fixiert und anschlieBend in einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%
und 100% Ethanol fir jeweils 15 min). Nach Trocknung wurden die Proben auf
Aluminiumplattchen platziert und anschlieBend mit Carbongold besputtert. Danach
wurden sie mit einem Scanning Elektronenmikroskop (SEM 505; Philips, Eindhoven,
Niederlande) analysiert. Die Dehydrierung und Analyse wurde bei PD Dr. Matthias
Klinger am Institut fir Anatomie der Universitat Libeck von Frau Jutta Endler

durchgefihrt.




3 Material und Methoden

3.3.3.2 Konfokalmikroskopie

FUr detailliertere  Aufnahmen bei immunzytochemischen und toxikologischen
Untersuchungen wurden einzelne Praparate mit Hilfe des konfokalen
Laserscanningmikroskops (LSM) betrachtet und dokumentiert. Die Schnitte oder
Zellen auf den Objekttragern konnten nach der Fluoreszenzfarbung (siehe 3.3.4)
ohne weitere Vorbereitungen untersucht werden. Laserlicht einer definierten
Wellenlange wird dazu genutzt, die Fluoreszenzfarbstoffe anzuregen. Dabei kann
man sich die besondere Eigenschaft des LSM zu Nutze machen, dass im Strahlengang
des detektierten Lichts eine Lochblende (englisch: Pinhole) angebracht ist, die Licht
auBerhalb der Scharfeebene blockiert und so die Scharfentiefe erheblich verringert.
Dies hat zur Folge, dass die Aufldsung entlang der optischen Achse (z-Richtung)
ansteigt, wodurch auch dickere Schnitte mit héherer Prazision aufgenommen werden

konnen.

3.3.4 Immunfluoreszenz

Die immunchemischen Untersuchungen wurden Uberwiegend mit human- und
mausspezifischen Antikdrpern durchgefihrt, da nur sehr wenig fischspezifische
Antikdrper vorlagen (siehe 3.1.5). Fir die Farbungen auf Geweben der
Regenbogenforellenhaut und bei den OBs wurden 14 pm und 8 pm dicke
Kryoschnitte angefertigt. Zellen und Schuppenkulturen wurden in 2-Well Kammern
fir maximal funf Tage unter Standardkulturbedingungen kultiviert (siehe 3.2.2.2). Die
Schnitte wurden fir 10 min getrocknet und anschlieBend drei Mal in PBS gewaschen.
Auch die Zellen wurden mit PBS gewaschen. Danach folgte die Fixierung und
Permeabilisierung des Materials in  Azeton/Aqua dest. (7:3, Gewebe) oder
Methanol/Azeton (7:3, Zellen) mit 1 pl/ml DAPI fir 10 beziehungsweise 5 min bei
Raumtemperatur. Folgend wurden alle Proben mit PBS gespult und fir mindestens 20
min bei RT in 1,65 % Ziegenormalserum inkubiert, wobei die Schnitte mindestens
eine Stunde inkubiert wurden. Gewebe sowie Zellen wurden ohne zu spilen mit den
Erstantikdrpern, die nach den Herstellerangaben in TBST mit 0,1 % BSA verdinnt
wurden (Tab. 3.4), in einer feuchten Kammer {ber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Nachdem die Proben drei Mal mit PBS gespilt wurden, kamen sie mit dem
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korrespondierenden Zweitantikdrper (Tab. 3.5) fir eine Stunde bei 37 °C in eine
feuchte Kammer. Die Schnitte oder Zellen wurden dann wieder drei Mal mit PBS
gespllt, danach ein Mal in Aqua dest. gewaschen und schlieBlich in Vectashield
mounting medium eingedeckt. Mit den Fluoreszenzmikroskopen Observer Z1,
Axioskop 2 Mot Plus oder dem LSM konnten die gefdrbten Zellen und Schnitte
betrachtet und die Ergebnisse mit der CCD- Kamera sowie der AxioCam MRc5
dokumentiert werden. Quantitative Analysen wurden durch Auszahlen von
mindestens drei reprasentativen Aufnahmen unter Zuhilfenahme des Programms

Image/ durchgefthrt.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 DNA-Isolation

Die Isolation der genomischen DNA aus der Regenbogenforelle wurde nach dem
Protokoll des QlAamp DNA Investigator Kit nach Herstellerangaben durchgefthrt. Um
die DNA aus den Gewebeproben zu isolieren, war als erstes ein Aufschluss der Zellen
durch Lyse mit Proteinase K bei 56 ©°C Uber Nacht erforderlich. Das
DNA-Isolationsverfahren des verwendeten Kits beruht auf der Bindung der DNA an
eine Silikat-Gel-Membran durch Zentrifugation und ihre Aufreinigung Uber
verschiedene Waschschritte, bevor die DNA in 50 pl ATE-Puffer eluiert wurde. Der
Gehalt der DNA wurde mit dem NanoDrop 1000 Spektrophotometer bestimmt,
woflr nur 2 pl Probe bendtigt wurden, und danach sofort verwendet oder bei -20 °C

gelagert.

3.4.2 RNA-Isolation

Um die Fischstammzellen auch molekularbiologisch naher charakterisieren zu
kénnen, wurde vorbereitend die Gesamt-RNA von OMYsd1x — Zellen der Passagen 6,
15, 19 und 21 aus jeweils einer konfluent bewachsenen 75 cm? Zellkulturflasche
(etwa 1 x 10° - 1 x 10’ Zellen) isoliert. Die RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe des QIAgen
RNeasy Plus Mini Kits nach Herstellerangaben. Das Kit ist sowohl fur Zellen als auch
fur alle Organe auBer der Milz anwendbar. Alle molekularbiologischen Arbeiten mit

RNA wurden mit RNase-freien Pipettenspitzen und Behaltern durchgefihrt.

RoutinemaBig  wurde  eine  automatisierte ~ RNA-Isolation mit  dem
Nukleinsdureaufreinigungsroboter Q/ACube, Programm RNA nach Herstellerangaben
durchgefihrt, in Einzelféllen (Schuppenzellen) wurde jedoch auch per Hand nach
Protokoll die RNA isoliert. Zunachst wurden Sdulen und Probenréhrchen vorbereitet,
um ein ztgiges Pippetieren zu erméglichen. Fir die RNA-Isolation aus den Organen
wurde zundchst das Organ (z.B. Haut) mit Schere und Pinzette aus dem Fisch
entnommen und direkt in einem Eppendorf-Reaktionsgefal bei -80 °C eingefroren.
Die gefrorenen Proben wurden dann in flissigem Stickstoff gehalten, zermérsert und

gemal den Zellen weiter behandelt. Die einzelnen Schritte umfassten die Lyse und
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Resuspendierung des Zellpellets mit 350 pl RLT-Puffer und 3,5 pl B-Mercaptoethanol,
was mit einer Kanile (0,9 mm Durchmesser) durch finfmaliges auf- und absaugen
durchgefthrt wurde. Das Lysat wurde danach auf eine gDNA Eliminator-Saule
gegeben und 30 s bei >8.000 x g zentrifugiert, um nicht erwinschte genomische
DNA zu entfernen. Es folgte die Zugabe eines Volumens (350 pl) 70 %-igen Ethanols
zum Filtrat. Die Probe wurde dann auf eine RNeasy-Saule gegeben und 15 s bei
>8.000 x g zentrifugiert, um die RNA an die Sdulenmembran zu binden und sie somit
von den anderen Zellbestandteilen zu trennen. Weitere Verunreinigungen und
Fremdstoffe sollten durch das anschlieBende Waschen entfernt werden. Dazu wurde
nacheinander mit 700 pyl RW1-Puffer und 500 pl RPE-Puffer gewaschen, nach Zugabe
wurde fir je 15 s bei >8.000 x g zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte die Trocknung
(Evaporierung des Ethanols) durch erneute Zugabe von 500 ul RPE-Puffer und 2 min
Zentrifugation bei >8.000 x g. Eluiert wurde durch Zugabe von 40 pl RNase freiem
Wasser und erneuter Zentrifugation bei >8.000 x g fur 1 min. Der Gehalt der RNA
wurde ebenfalls mit dem NanoDrop 71000 Spektrophotometer bestimmt. Die
Extinktion wurde bei 260 nm flr Ribonukleinsauren und bei 280 nm fur Proteine
gemessen. Die Ratio der beiden Messwerte (OD260/280) wird als MaB3 fur die
Reinheit der Probe herangezogen. Bei einem Wert von 1,8 -2,0 kann von einer reinen
Nukleinsaurelésung gesprochen werden. Die gemessenen RNA-Konzentrationen
waren fir die nachfolgende Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) hoch genug (siehe
Tab. 7.3 im Anhang). Nach der photometrischen Bestimmung wurden die RNA-
Proben zur anschlieBenden Bearbeitung (zB. cDNA-Synthese) auf Eis gelegt oder bei -
20 °C fiur kurze beziehungsweise -80 °C fir langere Zeit gelagert. Fur die RT-PCR

wurden immer 500 ng an RNA eingesetzt, was etwa 0.5 pl bis 5 yl Probe entsprach.

3.4.3 cDNA-Synthese

Fur die Reverse Transkription Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) wurden 500 ng RNA
des jeweiligen Gewebes eingesetzt, wobei die Konzentration stets oberhalb von 100
ng/pl lag (siehe Tab. 7.3 im Anhang). Die cDNA (engl. copied DNA) Synthese wurde
mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit entsprechend der Anleitung

durchgefthrt. Sie muss zundchst erfolgen, da generell in der RT-PCR keine RNA
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sondern DNA eingesetzt wird. Die RNA, der gDNA-Wipeout Puffer, die Quantiscript
Reverse Transkriptase (RT), der Quantiscript Puffer, der RT-Primer Mix und das RNase
freie Wasser wurden zunachst auf Eis aufgetaut. 2 pyl gDNA-Wipeout Puffer (7x) und
500 ng RNA wurden mit RNase freiem Wasser auf 14 pl aufgefillt, gemischt und fir
2 min bei 42 °C inkubiert, danach auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde ein Mastermix
auf Eis pippetiert, bestehend aus 1 pl Quantiscript RT, 4 pl Quantiscript RT Buffer (5x)
und 1 pl RT-Primermix (mit Mg?* & dNTPs) pro Probe. Je nach Probenzahl wurde ein
Mastermix n+1 angesetzt und jeweils der Mastermix fur die negativ Kontrolle (-RT).
Der Mastermix wurde dann in jedes ReaktionsgefdB zu den Proben gegeben
beziehungsweise fir die —RT mit 14 pl Wasser versetzt und ftr 30 min bei 42 °C
inkubiert. Die Quantiskript RT schreibt wahrend dieser Zeit die mRNA in cDNA um.
Danach folgte eine Inkubation bei 95 °C fur 3 min, um die Quantiskript RT zu
inaktivieren. Der 20 ul cDNA-Ansatz wurde fir den Einsatz in der PCR 1:10 verdinnt
(20 pl Probe + 180 pl Wasser) und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.4.4 Gradienten- und RT-PCR

Die Reverse-Transkriptase-Polymerasenkettenreaktion (RT-PCR) vermag
Nukleinsaureabschnitte exponentiell zu amplifizieren und dient somit dem Nachweis
der Expression spezifischer Gene in Blutserum, Zellen und Geweben. Dabei wird eine
hitzestabile DNA-Polymerase (z.B. DreamTag-Polymerase) dazu genutzt, von einem
freien 3'-OH-Ende eines kurzen doppelstrangigen DNA-Abschnitts ausgehend
einzelstrangige DNA zu duplizieren. Fir jeden PCR-Ansatz wurden jeweils 5 pl 10x
DreamTaqg-Puffer, 5 ul 5 uM Primerpaarmix der spezifischen Primer (bestehend aus 10
gl 100 pM Vorwarts-Primer, 10 pl 100 uM Rickwarts-Primer und 180 pl RT-Wasser),
5 pl 2 mM dNTP-Mix (bestehend aus je 20 pyl 100 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP und
920 pul RT-Wasser), 0,25 pl Dream-Tag-Polymerase (5 U/ul), 10 pl cDNA
beziehungsweise 0,15 pg gDNA angesetzt und mit Aqua dest. auf eine
Gesamtmenge von 50 pl aufgefillt. Je nachdem, wie viele Ansatze (n) vorlagen,
wurde ein Mastermix von n+1 angesetzt. Optional kénnen 2-5 pl 50%-iges DMSO

(entspannt sekundare Strukturen) oder bis zu 3 M Betain (unterstitzt die PCR) zum
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Ansatz zugegeben werden. Bei der Negativkontrolle wird statt der gDNA oder cDNA

Agua dest. verwendet.

Um die optimale Hybridisierungstemperatur der einzelnen Primerpaare zu finden,
wurde zu Beginn der Versuchsreihen jeweils eine Gradienten-PCR durchgefiihrt. Die
Gradienten-PCR wurde in einem Temperaturbereich von 54-62 °C gefahren. Um
festzustellen, ob die designten Primer auch binden beziehungsweise spezifisch sind,
wurde zunachst genomische DNA verwendet. Am Eppendorf Cycler wurde zur
Durchfhrung das Programm ,gradient” gewahlt. Die Annealing-Temperaturen fir
die RT-PCR sind der Tabelle 3.3 zu entnehmen.

3.4.5 Kapillargelektrophorese

Um die in der PCR gewonnenen Nukleinsdaurestrange nach ihrer molekularen GréBe
aufzutrennen, wurde eine Kapillargelektrophorese mit dem QIAXcel (Qiagen,
Deutschland) analog zur herkémmlichen Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt.
Dabei wird durch Anlegen eines elektrischen Spannungsfeldes (5kV) eine Wanderung
der negativ geladenen Nukleinsduren zum positiven Pol der mit einem Polymergel
gefillten Kapillare (QIAxcel DNA Screening Kit) erzeugt. Die klrzeren
Nukleinsaurestrange wandern schneller durch die mit Ethidiumbromid-Polymergel
geflllte Kapillare als die langeren, was von einem Fluoreszenzdetektor erkannt und
Uber einen Photomultiplier in eine elektronische Datei umgewandelt wird. Diese
wiederum kann am Computer mit Hilfe der BioCalculator Software als

Elektropherogramm und Gelbild dargestellt und bearbeitet werden.

Die Durchfihrung erfolgte nach Protokoll des QIAXcel Handbuchs. Dafir wurden
minimal 15 pl Probenvolumen eingesetzt um das Ansaugen von Luft zu verhindern.
Damit alle Probenréhrchen einer Reihe befullt waren, wurden Réhrchen ohne Proben
mit Dilutionspuffer gefillt. Durch leichtes Klopfen oder die Verwendung einer spitzen
Kandle wurden Luftblasen entfernt. Zusatzlich zu der Probenreihe wurde eine Reihe
des QX Alignment Markers 15 bp/500 bp in die vorgesehene Halterung eingesetzt.
Nachdem die Parkposition am Gerat eingestellt wurde und im Programm samtliche

Einstellungen (Benennung des Laufes und der Proben, Methodik, User ID) festgelegt
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wurden, konnte die Analyse gestartet werden. Da eine mittlere FragmentgréBe
erwartet wurde, ist die Methode AM420 im Programm BioCalculator 3.0 verwendet
worden. Als GréBenstandard wurde ein DNA-GréBenstandard (QX DNA Size Marker
pUCT18/Haelll) eingesetzt. Die Ergebnisse wurden als Gelbild und Elektropherogramm
dargestellt.

3.5 Bioinformatische Methoden
3.5.1 Primerdesign

Da auf Grund von unvollstandigen Datenbanken zwar eine betrachtliche Anzahl an
sequenzierten Genen, aber nur wenige chemisch synthetisierte sequenzspezifische
Oligonukleotide (sogenannte Primer) fir die Regenbogenforelle vorlagen, wurden fir
die mRNAs von Zytokeratin 18, Kollagen Typ 1, Elongation factor alpha (elfa) und

Vinculin selbststandig Primer entwickelt.

Fur einen Vergleich (Alignment) mit bekannten Sequenzen aus human und eine
Analyse von homologen DNA-Sequenzen der Regenbogenforelle sowie fir das
Design von Primern wurden verschiedene weitere bioinformatische Methoden
angewandt, dazu zahlen die Nutzung des Basic Local Alignment Search Tool (BLAST-)
Programm des National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) sowie die DNASTAR® LASERGENE® Software (DNASTAR,
Inc., USA). Auf diese Weise wurden spezifische mRNAs gesucht und entsprechende

Gensequenzen ermittelt (Tab. 3.3).
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4.1 Etablierung von Zellkulturen aus Fischzellen

Zu Beginn dieser Arbeit waren nur wenige Langzeit-Zellkulturen von Fischen bekannt
und im Gegensatz zu den Saugetier-Zellkulturen nur sehr wenige Zellkulturen von
Fischen Uberhaupt verfligbar. Ein wichtiges Ziel war deshalb, aus verschiedenen
Geweben und Organen von unterschiedlichen Fischarten Zellen zu isolieren und zu
kultivieren, um so ein breites Spektrum an verschiedenen Zelltypen zur Verfiigung
haben zu koénnen. Dabei wurde insbesondere versucht, Stammzellen und
Vorlauferzellen aus Fischen zu gewinnen. Zu den insgesamt elf unterschiedlichen
Fischarten zahlen der Atlantische und Sibirische Stér (Acipenser oxyrinchus oxyrinchus
und Acipenser baerii baerii), die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss), die
Meerforelle (Salmo trutta trutta), der Stocker (Trachurus trachurus), der Hering
(Clupea harengus), der Europdische Wels (Silurus glanis), die Marane (Coregonus
maraena), der Europaische Aal (Anguilla anquilla), der Atlantische Lachs (Salmo salar)
und der Zebrafisch (Danio rerio). Aus acht Organen und Geweben wie Kdrper, Haut,
Leber, Pylorus, Herz, Kopfniere, Gehirn und Pankreas wurden Zellen gewonnen und
Uber mehrere Passagen hinweg vervielfaltigt. Insgesamt konnten seit Beginn dieser
Arbeit durch den Autor 17 verschiedene Zellkulturen aus Fischen angelegt werden.
Eine Ubersicht Uber alle etablierten Zellkulturen ist in Tabelle 7.1 im Anhang

beigefigt.

Gegenstand dieser Arbeit war die genauere Charakterisierung zweier neu etablierter
Zellkulturen aus der Regenbogenforellenhaut, eine Primarkultur und eine Langzeit-
Zellkultur, die mit unterschiedlichen Methoden gewonnen wurden. Eine Quelle fur
Zellen stellten auf Zellkulturplastik explantierte Fischschuppen dar, wobei sich die
Zellen lediglich fur kurze Zeit halten lieBen und deshalb als Primarkultur verwendet
wurden. Die Langzeit-Zellkultur wurde aus Explanten der Vollhaut der
Regenbogenforelle gewonnen, benannt als Oncorhynchus mykiss Vollhaut (engl. skin
derived) 1 Explant (OMYsd1x). Beide Zellkulturen wurden charakterisiert und fur erste
Versuche zur Generierung eines dreidimensionalen Modells zusammengefthrt. Die

sich anschlieBende anwendungsspezifische Fragestellung bezlglich eines Einsatzes
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von Fischzellen fur Zytotoxizitats-Assays wurde mit der OMYsd1x — Zellkultur
bearbeitet.

4.1.1 Etablierung und Charakterisierung von Zellen der Regenbogenforelle

(Oncorhynchus mykiss) — Primarkultur Schuppenexplante

Die Isolierung der Schuppen und die damit verbundene Gewinnung von primaren,
Uberwiegend epithelialen Zellen erfolgten nach der unter 3.2.2.3 beschriebenen
Methode. Ein erstes Auswachsen von epithelialen Schuppenzellen entlang der
Schuppenrander wurde bereits nach 4-6 Stunden (h) beobachtet. Es wurden
Uberwiegend unregelmaBig geformte Epithelzellen, aber auch kreisrunde Zellen ohne
erkennbaren Kern gefunden (Abb. 4.1a). Letztere waren teils erhaben Uber den
epithelialen  Strukturen (Abb. 4.1a, Pfeilspitzen). Zellen am Rand der
Wachstumsflache waren meist abgeflacht oder bildeten Pseudopodien (Abb. 4.1b).
Wurden die aus den Schuppen ausgewachsenen Zellen nach Zeitrdumen von drei
Tagen bis drei Wochen subkultiviert, so adhdrierten sie zwar, jedoch ohne weitere
Proliferationsaktivitdt zu zeigen. Sie bildeten kleine Kolonien von groBen runden

Zellen aus (Abb. 4.1¢), die schlieBlich entweder statisch oder apoptotisch wurden und

sich vom Schalenboden |6sten. Dieser Vorgang wurde wiederholt beobachtet.

Abbildung 4.1 | Morphologie von Schuppenzellen der Regenbogenforelle (Oncorhynchus
mykiss) in der Primarkultur. a) und b) Primarkulturen in Passage 0. Unter den epithelialen
Schuppenzellen sind auch kreisrunde erhabene Zellen zu sehen (a und b, Pfeilspitzen). Zellen am Rand
der Proliferationslinie sind sehr flach (a, Stern) oder migrieren aus dem Zellverband heraus, wie an den
zahlreichen Pseudopodien zu sehen ist (b, Pfeile). ¢) Schuppenzellen nach der ersten Passage. Die
Zellen werden sehr flachig und breit und proliferieren nicht mehr. Die GroéBenbalken entsprechen a)
200 pym und b), ©) 50 pm.
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Mittels ultrastruktureller Analyse wurde sowohl die Beschaffenheit der Schuppen
nach der Explantation geprtft als auch die Oberflache der Schuppenzellen
untersucht. Dazu wurden einzelne Schuppen in Petrischalen platziert und nach dem
in Abschnitt 3.3.3.1 beschriebenen Verfahren behandelt.

Deutlich zu sehen war eine einlagige Zellschicht auf einer Seite der Schuppe (Abb.
4.2a). Diese Zellschicht bedeckte etwa ein Drittel der Gesamtoberflache der Schuppe.
Der freiliegende Teil der Schuppe war von einer markanten Ringstruktur durchzogen,
wobei die Ringe unterschiedlich starke Auspragungen und Abstande zueinander
hatten. Feine, fadenartige Fasern Uberwuchsen diese Ringe (Abb. 4.2b). Bei naherer
Betrachtung der Zellschicht konnte eine plattenférmige Epithelstruktur gefunden
werden, die als epitheliale Schicht (ES) bezeichnet wurde. Einige Zellen hatten sich
wahrend der Fixierung aus dem Verband gel6st, derweilen andere fixiert auf der
Oberflache aufsaBen (Abb. 4.2c). Es wurden zudem einzelne Zellen auBerhalb der
Schuppen gefunden (Abb. 4.2d). Diese Zellen wiesen eine auffallige

Oberflachenstruktur auf. Kleine Kanalchen (engl. microridges) waren prominent auf

der Oberflache verteilt. Es wurden mehrere solcher Zellen mit microridges gefunden.

Abbildung 4.2 | Abbildungsunterschrift siehe Seite 83.
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Abbildung 4.2 | (5.82) Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer
Regenbogenforellenschuppe. a) Gut sichtbar sind die fir Schuppen typischen Ringstrukturen (R)
und die von Zellen bedeckte Seite der Schuppe, die als epitheliale Schicht (ES) benannt wurde. b)
Ausschnitt der Ringstruktur. Feine, fadenartige Gebilde bedecken die Schuppe. c¢) Die epitheliale
Schicht besteht aus eng verkntpften Epithelzellen, wobei sich einige Zellen abgekugelt hatten. d)
Einige Zellen hatten sich aus dem Verband gel6st und lagen isoliert vor. Deutlich zu erkennen sind die
kleinen Kandlchen auf der Oberseite der Zelle, die sogenannten microridges. GrdBenbalken
entsprechen in a) 100 pm mit vergréBerten Ausschnitten in b) und c), sowie in d) 2 um. Abbildung a

aus [Rakers et al., 2011].

Das Auswachsen von Zellen aus einer explantierten Schuppe einer Regenbogenforelle
konnte mittels Zeitraffer-Mikroskopie dokumentiert werden. Diese Methode erlaubt
Aufnahmen und Beobachtungen einer Zellkultur Uber einen langeren Zeitraum, ohne
dabei die Kulturbedingungen verdndern zu mdissen. Ein Video der vollstdndigen
Dokumentation ist im Anhang auf der CD zu sehen. Ausschnitte sind in Abbildung
4.3 dargestellt. Bereits nach 4-6 h konnte eine erste Migration und Proliferation von
Zellen beobachtet werden. Diese fand ausgehend von der als epitheliale Schicht
bezeichneten Seite (Abb. 4.3, Stern) unterhalb der Schuppe statt. Die Zellen
migrierten und proliferierten zunachst entlang der Schuppe (gestrichelter Pfeil). Nach
12 h war die gesamte Unterseite der Schuppe mit Zellen bedeckt, die sich nach
weiteren 6 h auch auf der freien Zellkulturschale ausbreiteten und weiter stark
proliferierten (Pfeile). Die Geschwindigkeit, mit der sich die Zellen teilten und
migrierten, war zwischen 24 h und 30 h maximal. Ein kreisférmiger Bereich aus Zellen
wurde rund um die die Schuppe bewachsen. Die maximale GroBe dieser Zellmasse
wurde zwischen 36 h und 42 h erreicht, wobei die Flache einen Durchmesser von ca.
1 mm hatte. Davon wurden ca. 400 ym durch die Schuppe selbst eingenommen
(Abb. 7.1 im Anhang).
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Abbildung 4.3 | Zeitrafferaufnahmen von Zellauswiichsen einer explantierten
Regenbogenforellen-Schuppe liber eine Dauer von 54 h. Ausgehend von der Schuppentasche
(Stern) wachsen die Zellen unterhalb und entlang der Schuppe (gestrichelter Pfeil) bis an den Rand
(Pfeil). Nach 18 h sind die ersten adharenten Zellen auBerhalb der Schuppe zu sehen (Pfeil). Bis 36 h
nach Explantation der Schuppe teilen und vermehren sich die Zellen, ehe sich nach 42 h die ersten
Zellen aus dem Verband l6sen und so Freiflachen entstehen (Pfeile). Nach 54 h kénnen nur noch

Zellinseln beobachtet werden. Die GroBenbalken entsprechen 200 pm.




4 Ergebnisse

Nach 42 h begannen sich einige Zellen und spater ganze Zellverbande aus der
zusammenhadngenden Zellflache zu I6sen. Dadurch entstanden an einigen Stellen
Locher im Zellrasen (Pfeile), wahrend die Zellen in anderen Bereichen zunachst noch
weiter proliferierten. Die bewachsene Gesamtflache wurde deshalb unregelmaBig
(Abb. 4.3). Nach 54 h war kein einheitlicher Zellverband mehr vorhanden, sondern
Gruppen und Inseln von Zellen zu sehen. Diese formierten sich immer wieder neu,
indem sich einzelne Zellen aus den Verbanden l6sten und durch Bewegung Kontakt
zu anderen Zellen und Zellgruppen suchten. In Film 1 (Anhang) konnte dokumentiert
werden, wie sich zum Ende der Aufnahmen immer wieder Zellen und Verbande von
Zellen abldsten und im Medium aus dem Fokus gespilt wurden. Da nicht bei jedem
Schuppenexplantat die Zellen gleich schnell auswuchsen und sich auch nicht gleich
schnell wieder abldsten, wurde der Zeitpunkt der oben beschriebenen
Subkultivierung stets variiert. Es konnte jedoch keine permanente Zellkultur aus

diesen Schuppenzellen erhalten werden.

4.1.2 Etablierung und Charakterisierung von Zellen der Regenbogenforelle

(Oncorhynchus mykiss) — Langzeit-Zellkultur OMYsd1x

Die zunachst in der Primarkultur erhaltene heterogene Zellpopulation aus der
Vollhaut war ein Gemisch aus fibroblasten-dhnlichen Zellen und groBflachigen
unregelmaBig geformten bis runden Epithelzellen, die aus den Explantaten auf die
Oberflache der Zellkulturschale migrierten. Erste Zellen waren hier bereits nach 4-6 h
zu sehen. Die erste Subkultivierung wurde frihestens eine Woche nach Explantation
durchgefihrt. Zu diesem Zeitpunkt hatte sich meist ein groBflachiges Areal aus Zellen
um die Explante herum gebildet (Abb. 4.4a, ein Teil des Explantats ist am Bildrand
rechts unten erkennbar). Wahrend der ersten Subkultivierungen wurde ein langsames
Wachstum der beiden Zelltypen beobachtet. Es konnte zunadchst keine flachige
Ausbreitung beobachtet werden. Stattdessen formten sich kleinere Inseln aus Zellen,
die sich im Zentrum der Inseln langsam teilten und Ubereinander wuchsen (Abb.
4.4b, Pfeil), wodurch sich keine konfluente Zellflache ausbildete. Somit wurde in den
ersten Passagen stets bei Semikonfluenz subkultiviert, die nach etwa 20-30 Tagen

erreicht wurde. Ab etwa der siebten Subkultivierung entstand nach dem Aussden ein




4 Ergebnisse

zweidimensionaler Zellrasen auf der gesamten Wachstumsflache. Hier konnte nach
vier bis sieben Tagen subkultiviert werden. In den spadten Passagen wurde
beobachtet, dass die lang gestreckten Zellen gegenlber den runden Zellen
zunahmen. Diese Zellen lagen dicht gepackt als fibroblasten-ahnliche Zellen vor (Abb.
4.4¢). Durchschnittlich wurde bei Konfluenz eine Wachstumsdichte von etwa 3 x 10*

Zellen/cm? erreicht.

Abbildung 4.4 | Morphologie der Oncorhynchus mykiss Vollhaut 1 Explant (OMYsd1x) -
Zellen in unterschiedlichen Passagen in vitro. a) Primarkultur, rechts unten ist ein kleiner Teil des
Explantats erkennbar. Zu sehen sind sowohl runde epitheliale Zellen (Pfeilspitzen) als auch bi- bis
multipolare spindelférmige Zellen (Pfeile). b) Passage 6, spindelférmige, fibroblasten-dhnliche Zellen
lagern sich unter anderem quer Ubereinander an und bilden Zellinseln (Pfeil), wobei die Zellen am
auBeren Rand noch zu migrieren scheinen (Pfeilspitze). ¢) Passage 26, spindelférmige Zellen, die eng
beieinander liegen und die gesamte Wachstumsoberflache bedecken. Es sind kaum noch runde Zellen

zu sehen. Die GréBenbalken entsprechen 200 um.

Fur die Bestimmung der Wachstumsrate der OMYsd1x Zellen bei unterschiedlichen
Temperaturen wurden je 2 x 10* Zellen/ml der Passagen 12 und 19 in 12-Well
Kulturplatten ausgesat. Die Zdhlungen fanden an Tag 1 sowie an Tag 5, 10 und 15
statt. FUr jede Passage wurden pro Temperatur jeweils drei technische Replikate
durchgefthrt. Die in Abbildung 4.5 gezeigten Kurven reprasentieren die Mittelwerte
der Replikate zu den vier verschiedenen Zeitpunkten. Ein Tag nach der Aussaat war
die Zellzahl generell niedriger als die Ausgangszellzahl. Allerdings konnte bei einer
Temperatur von 20 °C bereits ein hodherer Prozentsatz an adharierten Zellen im
Vergleich zu einer Kultivierungstemperatur von 16 °C ermittelt werden. Hier wurden
in beiden Passagen im Mittel 1,6 x 10" Zellen/m| gezahlt. Bei 16 °C waren es im
Mittel 1,1 x 10* Zellen/ml. Es konnte zudem ein starkeres Wachstum der Zellen beider

Passagen bei 20 °C Kultivierungstemperatur gemessen werden. Dabei war die
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Proliferation der Passage 12 am héchsten. Nach finf Tagen hatte sich die Zellzahl
bereits verdoppelt und nach weiteren zehn Tagen wurde eine mittlere Zellzahl von
2,34 x 10° Zellen/ml gemessen. Die Endkonzentration bei Passage 19 mit gleicher
Kultivierungstemperatur betrug 8,22 x 10* Zellen/ml. Geringer waren die Werte fir
eine Temperatur von 16 °C. Hier konnte lediglich ein leichter Anstieg der mittleren
Zellzahl nach 15 Tagen verzeichnet werden, sie lag fur Passage 12 bei

2,54 x 10" Zellen/ml und fur Passage 19 bei 3,13 x 10* Zellen/ml.
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Abbildung 4.5 | Wachstumskurven von OMYsd1x — Zellen der Passagen 12 und 19. Die Zellen
wurden bei Temperaturen von 16 °C und 20 °C kultiviert und einen Tag nach Aussaat (Tag 1) sowie an
Tag 5, 10 und 15 gezahlt. Die Startzellzahl lag bei 2 x 10* Zellen/ml. Zellen der Passage 12 zeichnen
sich durch deutlich schnelleres Wachstum bei 20 °C im Vergleich zu 16 °C und zu Passage 19 aus.
Angegeben sind die jeweiligen Mittelwerte der technischen Replikate (n = 3) und die

Standardabweichungen.

OMYsd1x — Zellen wurden mit dem xCELLigence® RTCA auf ihre Adhasions — und
Proliferationseigenschaften untersucht (Abb. 4.6). Dazu wurde zunachst Passage 12
mit unterschiedlichen Zelleinsaatdichten getestet. Bei verdoppelter Einsaatdichte stieg
der Zellindex nachlassend an. So wurde nach 2-3 h und einer Einsaatdichte von 1 x
10* Zellen/0,31 cm? ein Zellindex von etwa 2,0 gemessen, wahrend bei 2 x 10*
Zellen/0,31 ¢cm? ein Wert von 4,0 und bei 4 x 10* Zellen/0,31 cm? ein Wert von 6,8
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ermittelt werden konnte. Besonders auffallig war ein Abfall des Zellindex nach etwa 4
h bei allen Einsaatdichten. Je mehr Zellen eingesat wurden, desto starker war dieser
Abfall (Abb. 4.6a, Pfeile). Nach 48 h wurde ein lokales Minimum erreicht. Danach
stieg der Wert des Zellindex bei allen Kurven wieder an. Am Ende der Messung fiel
der Wert bei einer Einsaatdichte von 4 x 10* Zellen/0,31 cm? wieder leicht ab,
wahrend bei 2 x 10* Zellen/0,31 cm? die Kurve ein Plateau erreichte. Hier lag der Cl
bei 5,9, gleichzeitig war dies der hdchste Abschlusswert. Die Differenz aus dem
Zellindex nach 10 Tagen (240 h) und dem lokalen Minimum nach 48 h ergab die
Ergebnisse fur die starksten Wiederanstiege, welcher fur 2 x 10* Zellen/0,31 cm2 mit
3,7 Punkten am hochsten war. Der zweitstarkste Anstieg wurde bei
1 x 10* Zellen/0,31 c¢m?2 verzeichnet, der Zellindex stieg von 1,5 auf 4,5 (Abb. 4.6a,
Pfeilspitzen). Bei geringeren Einsaatdichten stieg der Zellindex deutlich weniger stark
an.

Ein zweiter Versuch diente der Untersuchung unterschiedlicher Medien und des
Einflusses von Wachstumsfaktoren auf das Verhalten der OMYsd1x — Zellen (Abb.
4.6b). Getestet wurden neben dem Standardkulturmedium (20 % FKS-DMEM
Medium) noch DMEM Medium ohne FKS, 20 % FKS-DMEM Medium mit 1 % EGF
und ein Medium fir humane Keratinozyten- und korneale Epithelzellen, sogenanntes
EpiLife® Medium. 2 x 10* Zellen/0,31 cm2 wurden hierfir jeweils ausgesat. Insgesamt
waren die Zellindizes mit Werten zwischen 0,5 und 3,0 niedrig. Die Kurven fir das
Standardkulturmedium und DMEM Medium mit 1 % EGF verliefen parallel, wobei
das DMEM Medium mit 1 % EGF zwischen 0,3 und 0,6 Cl-Punkten unter dem
Standardkulturmedium lag (Abb. 4.6b, Stern und Pfeil). Wie bei dem ersten Test fiel
auch hier der Zellindex nach etwa 4 h bei allen Kurven ab, stieg jedoch beim
Standardkulturmedium und dem DMEM mit 1 % EGF nach etwa 84 h erneut an. Die
Kurve fur das EpiLife® Medium hatte einen wellenférmigen Verlauf mit einem
Maximalwert von 1,5 nach 168 h (Abb. 4.6b, Pfeilspitze). Ein starker Abfall des
Zellindex wurde fur reines DMEM gefunden. Hier ging der Wert bis auf 0,3 am Ende
des Versuchs zuriick, obwohl der Index nach 2-3 h noch mit 1,6 Uber dem Wert fur

das EpiLife® Medium von 1,2 lag.
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Abbildung 4.6 | Wachstumskurven der Langzeit-Zellkultur OMYsd1x der Passage 12 mit
unterschiedlichen Einsaatdichten (a) und unterschiedlichen Medien (b). Gemessen wurden
jeweils drei Replikate in einer 96-Well Platte anhand des xCELLigence® RTCA Systems. a) 4 h nach
Einsaat der Zellen wurde der hochste Zellindex bei einer Aussaatdichte von 4 x 10* Zellen/0,31 ¢cm?
gemessen (Stern). Nach 4 h konnte ein Absinken aller Kurven beobachtet werden. Je groBer die
Aussaatdichte war, desto starker war der Rickgang des Zellindex (Pfeile). Nach etwa 10 Tagen wurden
die starksten Wiederanstiege fur Aussaatdichten von 1 und 2 x 10* Zellen/0,31 c¢m? gefunden
(Pfeilspitzen). b) Bei einer Aussaatdichte von 2 x 10* Zellen/0,31 cm? wurden unterschiedliche Medien
getestet. 4 h nach Beginn des Experiments wurde der starkste Anstieg des Zellindex fur 20 % FKS-
DMEM beobachtet (Stern). Ebenfalls stieg der Zellindex bei 20% FKS-DMEM mit 1% EGF an, allerdings
blieben die Werte stets etwa 0,2-0,4 Punkte geringer. Bereits nach etwa 2 Tagen sank der Wert fir
DMEM ohne FKS auf unter 1 und bis zum Ende des Experiments auf ca. 0,2. Einen wellenférmigen
Verlauf zeigte die Kurve fir das EpiLife® Medium (Pfeilspitze). Der hochste Zellindex wurde fir 20 %
FKS-DMEM nach 252 h (etwa 10 Tagen) gefunden (Pfeil).
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Wiederholungsversuche (Abb. 7.3 im Anhang) mit verschiedenen Passagen von
OMYsd1x — Zellen wiesen hohe Zellindizes-Anstiege bei einer Einsaatdichte von 1 x
10* Zellen/0,31 cm? auf. Auch wenn fir die Passage 12 der OMYsd1x — Zellen das
Optimum an Zellwachstum bei 2 x 10* Zellen/0,31 cm? lag, wurden in den folgenden

Versuchen stets 1 x 10* Zellen/0,31 ¢cm? eingesetzt.

Ein dritter Versuch diente dazu, das Verhalten der Zellen in drei verschiedenen
Medien und mit unterschiedlichen Konzentrationen an FKS zu dokumentieren (Abb.
4.7). So sollte einerseits festgestellt werden, ob sich die Zellen einer anderen Passage
unterschiedlich zu den bislang getesteten Zellen verhalten oder ob sich Ahnlichkeiten
beziehungsweise deutliche Muster nachweisen lassen. Andererseits sollte der Einflul3
des FKS auf das Wachstum der Zellen Uberprift werden. Dazu wurden FKS-
Konzentrationen von DMEM und WME-Medium mit 5 %, 10 % und 20 % gewahlt
und mit reinem Medium sowie EpiLife®-Medium verglichen. Als Kontrolle diente
DMEM-Medium mit 20 % FKS ohne Zellen. Alle Medien wurden Uber einen Zeitraum
von 192 h getestet (Abb. 4.7a, b). Bei eingesetzten 1 x 10* Zellen/0,31 cm? lagen die
Zellindizes insgesamt bei Werten zwischen 0,5 und 5,0. Der Index fir DMEM mit
10 % FKS fiel nach Adhasion der Zellen (ca. 4-6 h nach Einsaat) zunachst ab,
wahrend der Index fir DMEM mit 20 % FKS erst langsam anstieg und nach einer
Plateauphase (30-64 h) wieder stark anwuchs. Nach etwa 72 h verliefen die Kurven
far das Standardkulturmedium und DMEM mit 10 % FKS parallel (Abb. 4.7a). Beide
Kurven erreichten nach 192 h Endwerte, die zwischen 4,6 und 5,2 Cl-Punkten lagen.
Das DMEM-Medium mit 5 % FKS wies deutlich geringere Werte auf. Hier lag der
finale Wert bei 2,7. Noch geringer waren die Zellindex-Endwerte bei reinem Medium
und bei EpiLife® Medium mit jeweils 0,9. Aufféllig war beim EpiLife® Medium der
erneut wellenférmige Verlauf der Kurve (Abb. 4.7a). Bei WME-Medien mit 10 % FKS
(Cl= 4,1) und 20 % FKS (Cl= 5,1) konnten ahnliche Schlusswerte wie bei DMEM-
Medien gemessen werden (Abb. 4.7b), jedoch fiel die Kurve fir 10 % FKS gegen
Ende der Messungen ab. Ein geringer Wert wurde bei WME-Medium mit 5 % FKS
gefunden. Er lag bei 2,0. Mit einem Zellindex von 1,4 am Schluss der Messungen
wies das WME-Medium ohne FKS den geringsten Wert auf. Weitere Versuche
wurden nach diesen Ergebnissen mit 20% FKS-DMEM Medium durchgefiihrt.
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Abbildung 4.7 | Wachstumskurven der Langzeit-Zellkultur OMYsd1x der Passage 37 mit
unterschiedlichen Medien und FKS-Konzentrationen. a) DMEM-Medium und EpiLife® Medium. b)
WME-Medium. Die Zellen wurden mit einer Einsaatdichte von 1 x 10* Zellen/0,31 cm2 in eine 96-Well
Platte mit unterschiedlichen Konzentrationen an FKS in je drei Replikaten eingesat. Zu EpilLife®
Medium wurde kein zusatzliches FKS zugesetzt. Dabei wurden starkste Anstiege des Zellindex fur
10 % und 20 % FKS-Zusatz gemessen, wahrend geringe Werte fir 5 % FKS-Zusatz und das EpiLife®

Medium gemessen wurden. Medien ohne FKS-Zusatz hatten ebenfalls geringe Indizes.

OMYsd1x—Zellen wurden nach dem beschriebenen Verfahren (3.2.4) ohne Probleme
eingefroren und nach unterschiedlich langer Lagerungszeit bei -196 °C im
Stickstofftank wieder aufgetaut. Nach dem Auftauen zeigte sich in den frihen
Passagen zundachst ein erkennbar langsameres Wachstums als bei Zellen, die nicht
eingefroren wurden. Dazu trug insbesondere die in 4.1.2 beschriebene
Zellinselbildung in frihen Passagen bei. In spateren Passagen, ab etwa Passage 12,

war diese Verlangsamung nicht mehr so deutlich. OMYsd1x-Zellen konnten in
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DMEM mit 20 % FKS weiterkultiviert werden, ohne dass Zellinselbildungen auftraten.
Dabei hatten aufgetaute Zellen eine dhnliche Wachstumsgeschwindigkeit wie Zellen,
die nicht eingefroren waren.

Um abschatzen zu koénnen, wie viabel die OMYsd1x—Zellen nach einer
Subkultivierung sind, wurde die Rate der adhdrierten OMYsd1x—Zellen 24 h nach
Subkultivierung der Passage 29 ermittelt (Tab.4.1). Hier konnte eine durchschnittliche
Adhasionsrate von 76 % gemessen werden. Dabei lag die Standardabweichung der

technischen Replikate bei 19 %.

Tabelle 4.1 | Viabilitatsbestimmung anhand der Passage 29 der Langzeit-Zellkultur OMYsd1x.

Einsaat von je 8 x 10* Zellen/ml und anschlieBende Zahlung nach 24 h.

Eingesetzte Zellen/ml Zellzahl/ml nach Adhasionsrate in
24h %
80.000 51.000 64
80.000 62.400 78
80.000 90.000 113
80.000 57.000 71
80.000 65.400 82
80.000 51.900 65
80.000 70.200 88
80.000 38.700 48
Mittelwerte:Standardabweichung 60.825+15.320 7619
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4.2 Vergleich der Schuppenzellen und OMYsd1x — Zellen

Durch einen Vergleich der aus Schuppen und Vollhaut der Regenbogenforelle
verwendeten Explantate und den daraus in vitro ausgewachsenen Zellen sollte
gepruft werden, ob sich die unterschiedlichen Kulturen hinsichtlich spezifischer
Eigenschaften charakterisieren lassen. Dabei sollten Eigenschaften wie Identitat mit
dem Herkunftsgewebe, Gen- und Proteinexpression spezifischer Marker sowie
Zellproliferation untersucht werden. Dazu wurde zundchst an histologischen
Schnittpraparaten der Fischhaut ermittelt, welche Charakteristika die Fischhaut in vivo
aufweist. Die Abbildung 4.8 verdeutlicht anhand vier verschiedener Farbetechniken

die Struktur der Regenbogenforellenhaut in vivo.

Deutlich unterscheidbar waren bei der HE-Farbung die Bereiche Epidermis und Dermis
sowie die daran angrenzende Hypodermis, deren fetthaltiges Gewebe durch eine
Reihe schwarzer Melanozyten von der Dermis abgegrenzt wurde (Abb. 4.8a). Die
Epidermis war aus mehreren Lagen von Epithelzellen aufgebaut, in die einzelne, mit
schleimhaltigen  Substanzen gefillte Becherzellen integriert waren (Pfeile).
Abgeschlossen wurde die Epidermis von einer Basalmembran (Abb. 4.8a, gestrichelte
Linie) mit Basalzellen, undifferenzierten kubischen Epithelzellen mit zentral liegendem
Nukleus. Die Dermis enthielt neben den Fibroblasten auch erkennbar schwarze
Melanozyten. Nicht explizit angefarbt oder erkennbar waren die in den
Schuppentaschen vermuteten schuppenbildenden Osteoblasten. Die AFG-Farbung
wie die EvG-Farbung hoben besonders die kollagenhaltige Dermis hervor (Abb. 4.8b,
d). Die EvG-Farbung markierte die elastischen Fasern der Dermis mit blau-violetter
Farbe (Abb. 4.8d). Bei der AFG-Farbung wurde kollagenhaltiges Mesenchym der
Dermis griin angefarbt. Ebenso deutlich waren hier die Becherzellen anhand ihrer
violetten Fdrbung erkennbar (Pfeile). Zudem war eine deutliche Muskelschicht
sichtbar und Schuppen fehlten, da dieser Schnitt aus einem Bereich in der Nahe des
Kopfes der Regenbogenforelle stammte und die Dermis und die Hypodermis nicht
sehr ausgepragt waren (Abb. 4.8b). Die PAS-Farbung zeigte, wie Becherzellen an der
Oberflache der Epidermis ihren Inhalt nach aulBen abgaben (Abb. 4.8c, Pfeil).
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Abbildung 4.8 | Histologische Farbungen von Kryoschnitten der Regenbogenforellenhaut (O.

mykiss). a) HE-Farbung. Die Epidermis ist dunkelrosa — rot gefarbt. Zellkerne blau. Gut erkennbar sind
zudem die Mukus sezernierenden Becherzellen (Pfeile) und als schwarze Flecken die Melanozyten
innerhalb der Dermis sowie zwischen Dermis und Hypodermis (Pfeilspitzen). Die Schuppen liegen
deutlich abgegrenzt in der Dermis. b) AFG-Farbung. Hier ist die rétlich angefarbte Epidermis deutlich
von der grinlich angefarbten Dermis zu unterscheiden. Auffallig sind die mit Schleimsubstanzen
gefullten Becherzellen (blau-violett). Da an dieser Stelle Haut aus der Nahe des Kopfes verwendet
wurde, sind einerseits keine Schuppen zu sehen, andererseits sind die Dermis und die Hypodermis
(Pfeilspitze) nicht stark entwickelt. ¢) PAS-Farbung. Magenta-pink angeférbt sind die mukusreichen
Becherzellen (Pfeil) in der Epidermis. Die Zellkerne sind blau angefarbt. d) EvG-Farbung. Gut erkennbar
ist die rosa eingefdrbte Dermis, wahrend die Epidermis ungefarbt bleibt. Abklrzungen: d: Dermis, e:

Epidermis, h: Hypodermis, m: Muskulatur, sc: Schuppen. Die GréBenbalken entsprechen 20 um.
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4.2.1 Nachweis von Glykokonjugaten in der Zellkultur

Um spezifische Zellformen wie Becherzellen in der Zellkultur nachweisen zu kénnen,
wurde eine PAS-Farbung nach Protokoll (siehe 3.3.2.4) durchgefihrt.

Bei Primarkulturen der Schuppenauswiichse konnten einzelne Zellen mit einer
deutlich magenta-pinken Farbung nachgewiesen werden (Abb. 4.9b). Diese Zellen
waren von runder Form, die im Mikroskop betrachtet, teils erhaben zwischen nicht
positiven Zellen mit blaulich gefarbten Zellkernen sal3en. Eine Farbung von OMYsd1x

— Zellen der Passage 46 ergab, dass hier keine Glykokonjugate vorhanden waren.

Samtliche Zellkerne waren schwach blau angefarbt.

Abbildung 4.9 | PAS-Farbungen a) bei Vollhaut in vivo, b) bei Schuppenauswiichsen und c)
bei OMYsd1x — Zellen der Passage 46 in vitro. \Wahrend in der Primarkultur der Schuppen (b) PAS-
positive Zellen (magenta-pink: Pfeile und kleines Bild) zu sehen sind, kénnen in der Zellkultur der
Vollhautzellen (c) keine PAS-positiven Zellen gefunden werden. Die zur Kontrolle gefarbte Vollhaut
zeigt, dass PAS-positive Zellen in Form von Becherzellen in der Epidermis liegen (a, Pfeile). Stern:
Schuppe, Zellkerne in blau. Die GroBenbalken entsprechen 50 um (a und b, Ausschnitt), 400 pm (b)
sowie 200 pym (c).
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4.2.2 Genexpression von Zytokeratin 18, Vinculin und Kollagen Typ 1 in

Schuppenzellen und OMYsd1x - Zellen

Um die Populationen der Schuppenzellen und der OMYsd1x — Zellen hinsichtlich ihres
Differenzierungspotentials zu untersuchen, wurde die Expression der Marker
Zytokeratin 18 (engl. cytokeratin, CK18), Kollagen Typ 1 und Vinculin analysiert. Als
Kontrolle wurde das Housekeeping-Gen elfa (engl. elongation factor 1-alpha)
gewahlt (Abb. 4.10a). Es wurde in allen Proben deutlich detektiert, auch wenn die
Menge der PCR-Produkte leicht variierte. Eine Negativkontrolle ohne die Reverse
Transkriptase (-RT) ergab keine Bande und zeigte somit an, dass keine

Verunreinigung durch DNA in den Proben vorhanden war (Abb. 4.10).

Die Ergebnisse der RT-PCR zeigten deutliche Banden fur CK18 in allen getesteten
Proben. Sowohl in isolierten Schuppenzellen als auch in OMYsd1x — Zellen
verschiedener Passagen wurde CK18 gefunden, mit Banden in Hohe von 410
Basenpaaren (bp) allerdings um 28 bp hoher als erwartet (Abb. 4.10b). Vinculin
konnte in Schuppenzellen deutlich nachgewiesen werden, die Detektion von Vinculin
in den OMYsd1x — Zellen war hingegen nur schwach zu sehen. Kollagen Typ 1 (Abb.
4.10d) hingegen konnte auf mMRNA Ebene in Schuppen sehr schwach nachgewiesen
werden. Nur schwache Banden traten in den Passagen 6, 15 und 21 der OMYsd1x —
Langzeit-Zellkultur auf, wahrend in Passage 19 eine deutliche Bande zu sehen war
(Abb. 4.10d).
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Abbildung 4.10 | Nachweis der Expression von elfa (a) , Zytokeratin 18 (b), Vinculin (c) und Kollagen Typ 1 (d) in der Schuppen-Primérkultur und in
verschiedenen Passagen der Langzeit-Zellkultur OMYsd1x. Dargestellt sind die durch Kapillargelelektrophorese aufgetrennten Produkte der Reversen
Transkriptase — PCR, durch die CK18 und Vinculin in verschiedenen Passagen von OMYsd1x und Kollagen 1 in Passage 19 nachgewiesen werden konnten. Als
interne Kontrolle diente der elongation factor alpha (elfa). Die Negativkontrolle ist die Template-RNA ohne Quantiskript RT. Fur die Uberprifung der

FragmentgroBe wurde ein DNA-GroBenstandard verwendet.
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4.2.3 Analyse des Protein-Expressionsprofils

Ein Vergleich von Gewebeschnitten, Schuppenexplanten und Zellen der OMYsd1x —
Langzeit-Zellkultur sollte Aufschluss Uber epidermale oder dermale Eigenschaften der
Zellen geben. Die Charakterisierung der verschiedenen Zelltypen aus der
Regenbogenforellenhaut wurde mittels Immunzytochemie unter Anwendung
verschiedener Antikérper durchgefuhrt (Abb. 4.11). Nachgewiesen werden konnte
CK18, ein saures Keratin, welches primar in Epithelien auBer dem Plattenepithel
gefunden wird und in Kombination mit dem basischen Keratin 8 eines der haufigsten
Intermediarfilamente bildet. In den Gewebeschnitten wurde es in einigen
Epithelzellen rund um die Schuppen und in epidermalen Zellen gefunden (Abb.4.11a,
Pfeile). Es wurde sowohl in 99 % der Zellen der Schuppenexplante als auch in den
meisten Zellen des Vollhautderivats OMYsd1x gefunden (Abb.4.11b-c). Weiterhin
wurde Zytokeratin 7 (CK7) gefarbt, ein niedermolekulares Zytokeratin, welches
ebenfalls nur in Epithelien sowie in Tumoren existiert und einen typischen Marker far
ektodermale Strukturen darstellt. Im Gewebe wurde es Uberwiegend entlang der
Schuppen sowie in den Myosepten der Dermis gefunden (Abb.4.11d, Pfeile). In den
Schuppenzellkulturen wurde es nicht oder nur selten vereinzelt detektiert (Abb.4.11e,
Pfeil), in den OMYsd1x-Zellkulturen war CK7 nicht detektierbar.

Der dritte Antikdrper war gegen Kollagen Typ 1 gerichtet, welches meist in faserigem
Gewebe wie Sehnen, Bandern und Haut vorhanden ist und daher als spezifisch fur
mesodermale Strukturen angesehen wird. Im Gewebe farbte es die Dermis und
eingebettete Schuppen deutlich an, wahrend die Epidermis ungefarbt blieb
(Abb.4.11g). Ebenfalls negativ war die Farbung der Schuppenzellen, wahrend es in
OMYsd1x — Zellen wiederholt detektiert werden konnte (Abb.4.11h, f+i).

Vigilin, ein ubiquitar vorkommendes Multi-(KH)-Domane Protein, das eine aktive
Proteinbiosynthese nachweist, wurde als vierter Antikdrper eingesetzt. Es konnte
sowohl in epidermalen als auch in dermalen Strukturen der Haut nachgewiesen
werden, wobei die Detektion in der Epidermis starker war als in der Dermis
(Abb.4.11k). In den Zellkulturen konnte Vigilin nicht nur in den Schuppenzellen,

sondern auch in den OMYsd1x — Zellen nachgewiesen werden (Abb.4.11l-m).
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Ein weiterer eingesetzter Antikdrper war Vinculin, das bei Zell-Zell-Kontakten und der
fokalen Adhasion von Zellen eine Rolle spielt. Dieser Antikérper wurde lediglich auf
den OMYsd1x — Zellen sowie im Gewebeschnitt in der Epidermis (nicht gezeigt)
nachgewiesen (Abb.4.11i). Tabelle 7.2 im Anhang fuhrt alle benutzten Antik&rper

und die Detektion ihrer Antigene in den untersuchten Geweben und Zellen auf.

Gewebeschnitte Schuppenzellen OMYsd1x Zetien

Kollagen 1

Kollagen 1 Kollagen 1

- .

Vigilin Vigilin™

Abbildung 4.11 | Abbildungsunterschrift siehe S.100.
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Abbildung 4.11 | (5.99) Immunfluoreszenz-Farbungen von Regenbogenforellenhaut (a, d, g,
k), primaren Schuppenzellkulturen (b, e, h, I) und OMYsd1x-Zellen (c, f, i, m). Reihe a-c zeigt
den immunzytochemischen Nachweis von Zytokeratin 18 (CK18, rot). In den Gewebeschnitten kann
CK18 in der Epidermis entlang der Schuppen und in der Hypodermis detektiert werden (Pfeile).
Ebenfalls positiv ist CK18 in Schuppen- und OMYsd1x — Zellen. d-f: Expressionsmuster von Zytokeratin
7 (CK 7, rot). In Gewebeschnitten sind Zellen entlang der Schuppen und in den Myosepten positiv
gefarbt. Im Gegensatz zu den Farbungen des Gewebes wird CK7 in den primaren Zellkulturen der
Schuppen nur vereinzelt (e, Pfeil) und in den Langzeit-Zellkulturen der Passage 18 nicht gefunden.
Zusatzlich zu CK7 wird bei der Analyse der Langzeit-Zellkulturen Kollagen Typ 1 markiert (griin) und
bestatigt damit die folgende Farbung. g-i: Markierung von Kollagen Typ 1. Kollagen Typ 1 wird
deutlich in der Dermis und um die Schuppen des Gewebeschnitts detektiert, ebenso bei den OMYsd1x
— Zellen zusammen mit Vinculin (i, rot). Vinculin wurde gefarbt, um fokale Kontakte der Zellen der
Langzeit-Zellkultur  zur  Wachstumsoberflache zu demonstrieren. In  den ausgewachsenen
Schuppenzellen kann kein Kollagen Typ 1 detektiert werden, wohingegen die Schuppe selbst positiv
markiert ist. Reihe k-m zeigt die Detektion von Vigilin. Vigilin kann im Gewebe sowie in beiden
Zellkulturen nachgewiesen werden. Die GroBenbalken entsprechen 50 pm (a, ¢, g, k, m), 100 um (f, i)
und 200 pm (b, d, e, h, ).

Die Proliferation beider Zellkulturen der Regenbogenforelle sollten ebenfalls
immunzytochemisch Gberprift werden. Hierbei kann insbesondere noch genauer auf
den Status jeder Einzelzelle eingegangen werden. Die Proliferation der
Schuppenzellen wurde mit einem Ki67-Antikorper detektiert, die der OMYsd1x —
Zellen aus Passage 37 mit dem Click-it® assay (EdU-Markierung) bestimmt. Die Ki67-
positiven Zellkerne von Zellen aus den Schuppenexplanten machten 97 % + 3% aller
Zellen (n=3) aus. Mit der EdU-Markierung konnten durchschnittlich 66 % + 8%
positive Zellkerne bei OMYsd1x — Zellen (n=4) gezahlt werden. Die Intensitat der
Granfluoreszenz war unterschiedlich stark, je nach Expressionsstarke von Ki67 oder

ob wenig oder viel EAU eingebaut wurde (Abb. 4.12).
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OMY Schuppe PO OMYsd1x P37

Abbildung 4.12 | Proliferationsanalyse von Fischzellen mittels Farbung von Ki67 und dem
EdU-Assay. a) Primadre Schuppenzellkultur, gefarbt mit dem Proliferationsmarker Ki67. Sehr viele
Zellen, durchschnittlich 97 %, sind positiv, jedoch nach Expressionsstarke unterschiedlich gefarbt
(Pfeile, blaugrin bis griin). b) OMYsd1x — Zellen der Passage 37. Durchschnittlich 66 % der Zellen sind
positiv fir EAU (griin), mit schwacher bis starker Fluoreszenz, je nach Einbau des EdU (Pfeile). Die

GroBenbalken entsprechen 50 pm.

Um die Expressionsmuster der positiv getesteten Marker CK18 und Kollagen Typ 1
noch genauer zu untersuchen, wurden Zellauswichse aus Vollhautexplantaten der
Regenbogenforelle zu zwei verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Dabei zeigte sich,
dass CK18 drei Tage nach der Explantation kaum detektiert werden konnte, nach
weiteren drei Tagen jedoch viele Zellen eindeutig positiv waren (Abb. 4.13a, b).
Kollagen 1 konnte zu beiden Zeitpunkten in 99 % der Zellen detektiert werden,
jedoch in unterschiedlichen Auspragungen. So war Kollagen Typ 1 an Tag 3 in den
Zellen gleichmaBig schwach im Zytoplasma verteilt. An Tag 6 jedoch konnten
schwach und diffus fluoreszierende, Plattenepithel-ahnliche Zellverbande von stark

fluoreszierenden Fibroblasten-ahnlichen Zellen unterschieden werden (Abb. 4.13c, d).
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OMYsd x PO nach 3 Tagen OMYsd x PO nach 6 Tagen

Abbildung 4.13 | Immunfluoreszenz-Farbungen von OMYsd -Zellen aus Explantaten in der
Primarkultur (P0). a) und b) zeigen den immunzytochemischen Nachweis von Zytokeratin 18 (CK18).
CK18 — positive Zellen (rot, Pfeile) werden nach 3 Tagen kaum, jedoch nach 6 Tagen eindeutig
gefunden. ¢) und d) zeigen die positive Detektion von Kollagen Typ 1 (grin) an beiden Tagen.
Allerdings wird Kollagen Typ 1 nach 6 Tagen in einigen Zellen am Rand des Auswuchses deutlich
starker angefarbt (Pfeile) wahrend es in Epithel-dhnlichen Zellen schwacher und diffus verteilt

angefarbt wird (Stern, d). Die GréBenbalken entsprechen 200 pum.
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4.3 Versuche zur Generierung eines 3D-Fischhautmodells

Die Bildung dreidimensionaler Strukturen konnte durch fortlaufende Kultivierung
Uber den konfluenten Status hinaus erreicht werden, sodass sich ein ,Hautchen” aus
der Zellmasse bildete (Abb.4.14a). Dieses konnte nach wenigen Wochen mit Hilfe
eines Schabers vom Schalenboden abgeldst und mit Pinzetten vorsichtig angehoben
werden (Abb.4.14b). Das Hautchen war sehr elastisch, was durch die starke
Formveranderung nach Anheben und Ziehen des Hautchens deutlich wurde

(Abb.4.14¢).

Abbildung 4.14 | Langzeitkultivierung von OMYsd1x - Zellen - Bildung eines Hautchens. a)
Drei Monate nach Einsaat der Zellen hat sich ein dichter Zellrasen gebildet, der makroskopisch schon
durch die Bildung von ersten organoid-dhnlichen Strukturen zu erkennen ist (Pfeile). b) und c) Lost
man die Zellen mit einem Schaber vorsichtig vom Schalenboden ab, so kann man sehen, dass sie ein
zusammenhangendes Hautchen bilden, das mit Pinzetten angehoben werden kann. Das Hautchen ist

sehr elastisch.

Wurden OMYsd1x — Zellen fur einen ldngeren Zeitraum (> 1 Monat in einer
Petrischale) Uber den konfluenten Zustand hinaus kultiviert, konnte beobachtet
werden, dass die Zellen sich selbststandig vom Schalenboden ablésten und gréBere
Aggregate in Form von organoid bodies (OBs) bildeten (Abb. 4.15). Die Entstehung
dieser OBs konnte in Timelapse-Aufnahmen dokumentiert werden (siehe Film 2 im

Anhang).
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Abbildung 4.15 | Langzeitkultivierung von OMYsd1x - Zellen - Bildung von 3-dimensionalen
Strukturen. Verschiedene Formen von Aggregaten, die sich nach monatelanger Kultivierung ohne
Subkultivierung ausbilden. a) Runde, organoid-dhnliche Aggregate, b) lang gestreckte, gewebeartige

Aggregate, ¢) nach Ubersetzen in neue Schale angewachsenes Aggregat.

Weiterhin wurde beobachtet, dass die OBs, die sich in den Schalen haufig vom Boden
ablodsten, beim Umsetzen in neue Schalen wieder anwuchsen. Um zu untersuchen, in
welchen Bereichen dieser 3-dimensionalen Gebilde eine Proliferation stattfand,
wurden OBs mit EdU markiert, anschlieBend in TissueTek® fixiert und Kryoschnitte
angefertigt. Immunfluoreszenzaufnahmen zeigten EdU-markierte Zellen im
Randbereich der OBs an (Abb.4.16a). Im inneren Teil des OBs waren hingegen nur
wenige Zellen positiv fur EdU. Weitere immunzytochemische Analysen mit
spezifischen Markern ergaben positiv markierte Zellen fur CK7, CK14 und CK18
sowie fur Kollagen 1 (Abb. 4.16b-e). Dabei waren fast alle Zellen positiv fur CK18
und Kollagen Typ 1, wobei letzteres die in Abbildung 4.14 gefundene Elastizitat
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bestatigt. Fir CK7 konnten schdtzungsweise mehr als 80% positive Zellen detektiert

werden und fir CK14 waren nur vereinzelte Zellen positiv.

Abbildung 4.16 | Immunfluoreszenz-Farbungen von OMYsd1x - OB- Kryoschnitten.
a) Proliferation von OMYsd1x — Zellen am Rand der OBs. AuBere Zellen sind vielfach positiv fir EJU, im
inneren Teil des OBs sind nur wenige Zellen EdU-positiv. b) Viele Zellen sind positiv fir CK7. ¢) CK14 ist
in wenigen Zellen positiv angefarbt (Pfeilspitzen). d) Filamentare Strukturen von CK18 sind in nahezu
allen Zellen sichtbar angefarbt. e) Kollagen Typ 1 ist stark positivim Zytoplasma der Zellen angefarbt. f)

DAPI-Kontrolle ohne Priméarantikorper. GréBenbalken entsprechen 20 pm (b-e) und 40 pm (a und f).

4.3.1 Kombination von OMYsd1x- und Schuppenzellen

Ausgehend von der Beobachtung der spontanen Ausbildung dreidimensionaler
Strukturen entstand die Idee, in einem ersten Ansatz aus den zwei unterschiedlichen
Zelltypen der Regenbogenforellenhaut ein dreidimensionales Fischhautmodell zu
entwickeln, welches sich der in vivo —Situation noch naher anpasst als eine einfache
zweidimensionale Zellkultur. Dazu wurde zunachst ein effektives System zur
Markierung und Nachverfolgung der Zellen entwickelt, bei dem unterschiedlich

fluoreszierende Nanopartikeln der Firma Eppendorf verwendet wurden.

Jeweils 5 nM Nanopartikel QTracker 605 (rote Fluoreszenz) beziehungsweise 5 nM
QTracker 525 (grine Fluoreszenz) wurden mit OMYsd1x —Zellen und primaren

Schuppenzellen der Regenbogenforelle inkubiert und zunachst beobachtet. Nach
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wenigen Tagen wurden die Zellen zusammen in einer neuen Petrischale ausgesat.
Sowohl die OMYsd1x —Zellen als auch die Schuppenzellen wiesen vor der
Zusammenflihrung eine leicht heterogene Verteilung der Nanopartikel auf (Abb.
4.17a, b). Es konnte beobachtet werden, dass einige Zellen mehr Nanopartikel
aufgenommen hatten als Nachbarzellen, wodurch es an einigen Stellen in der Kultur
zu starkerer Fluoreszenz kam (Pfeile). Wenige andere Zellen wiederum nahmen keine
Nanopartikel auf (Pfeilspitzen). Nach Zusammenfihrung der Zellen wurde ebenfalls
eine heterogene Verteilung gefunden. Grin markierte Schuppenzellen (Pfeilspitzen)
und rot markierte OMYsd1x — Zellen (Pfeile) waren jeweils konzentriert an wenigen
Stellen zu finden, wobei der Anteil nicht-markierter Zellen stark anstieg (Abb. 4.17c
und Ausschnitt). Bedingt durch die heterogene Verteilung der Nanopartikel konnte
folglich ein GrofBteil der Zellen nach der Zusammenfihrung nicht mehr erfasst

werden.

Abbildung 4.17 | Nanopartikel auf Fischzellkulturen. a) Markierung von OMYsd1x — Zellen der
Passage 22 mit 5 nM QTracker 605 (rot). Ca. 90 % der Zellen nehmen die Nanopartikel auf.
b) Markierung von Primarkulturen der Schuppenzellen der Regenbogenforelle mit 5 nM QTracker 525
(grun, Flache umrandet). ¢) Nach Zusammenfiihrung beider Zellkulturen kénnen sowohl rot markierte
OMYsd1x — Zellen (Pfeile) als auch primdre Schuppenzellen (grun, Pfeilspitzen) wiedergefunden

werden, wobei rot markierte Zellen dominieren. GréBenbalken entsprechen jeweils 200 pm.

4.3.2 Integration von Schuppenzellen in die OMYsd1x-Langzeit-Zellkultur

Zur Etablierung eines ersten komplexen Hautmodells aus Fisch musste eine neue
Methode entwickelt werden, da sich die in 4.3.1 beschriebene Kombination von
Schuppenzellen und OMYsd1x — Zellen mit Hilfe von Nanopartikeln als nicht effizient
genug darstellte. Um die Zusammenfihrung zweier Zelltypen effektiv und in Echtzeit

beobachten zu koénnen, wurde deshalb ein konfluenter Zellrasen aus OMYsd1x —
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Zellen der Passage 14 mit Hilfe einer sehr feinen Glaskapillare sowie einer Pipette
bearbeitet (Abb. 4.18). Dazu wurde ein kleines Stiick der Zellkulturplastik von Zellen
befreit und in diese Freiflache eine Schuppe explantiert. Beide Zellkulturen konnten
anhand der in 4.1.1 und 4.1.2 beschriebenen Morphologie gut unterschieden

werden.

Abbildung 4.18 | Mikromanipulation. Beispiel fir die Schaffung einer Freiflache auf einer mit
Fischhautzellen (OMYsd1x P14) konfluent bewachsenen Zellkulturplastik durch Schneiden mit Hilfe
einer ultrafeinen Glaskapillare (rechts im Bild) und anschlieBendem Absaugen mit einer kleinen Pipette
(links im Bild).

Durch den Eingriff kam es zunachst zum Absterben einiger OMYsd1x — Zellen,
sichtbar durch Ablésen und Abkugeln einiger Zellen an den Schnittrandern (Abb.
4.19a). Aus der explantierten Schuppe wuchsen jedoch bereits nach 4 h die ersten
Zellen aus (Abb. 4.19a). Die Zellen proliferierten stark, sodass nach drei Tagen bereits
eine betrachtliche Flache von Schuppenzellen bedeckt war (Abb. 4.19b). Bei den

OMYsd1x — Zellen konnte zundchst keine Proliferation festgestellt werden. Nach 11
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Tagen wurde beobachtet, dass die Schuppenzellen in unmittelbarem Kontakt zu den
OMYsd1x — Zellen standen (Abb. 4.19¢).

= L

Abbildung 4.19 | Schuppenintegration I: OMYsd1x — Zellen der Passage 14 mit eingesetzter
Schuppe. a) nach 4 h wachsen erste Zellen aus der Schuppe aus (Pfeile). b) nach drei Tagen (3 d) hat
sich bereits ein groBer Zellrasen rund um die Schuppe entwickelt, teils bilden die Zellen migratorische
Auslaufer (Pfeile). Es ist noch kein Kontakt zwischen Schuppenzellen und OMYsd1x — Zellen (oberer
Bildrand) sichtbar. ¢) nach 11 Tagen (11 d) haben Schuppenzellen und OMYsd1x — Zellen direkten
Kontakt (Pfeile). GroBenbalken entsprechen 200 um.

Eine Aktin-Antikérperfarbung wurde durchgefihrt um einerseits Zellmotilitat zu
zeigen und andererseits zu prufen, ob Zellen, die aufeinandertreffen, verstarkt
Aktinfasern ausbilden. Viele Proteine, die fur Zell-Zell-Kontakte sorgen, sind an Aktin
gebunden und kénnen so indirekt nachgewiesen werden. Aktin, das intrazellular
mannigfaltige Strukturen mit verschiedensten Bindungsproteinen eingeht, somit
Hauptbestandteil des Zytoskeletts ist und deshalb das am haufigsten vorkommende
Protein in eukaryotischen Zellen darstellt, ist an der Migration von Zellen beteiligt. So
kénnen Bewegungen der stabilen, eher eckigen Zellformen der epithel-dhnlichen
Zellen von der spindelféormigen Gestalt der fibroblasten-dhnlichen Zellen
unterschieden werden (Abb. 4.20). Es konnte gezeigt werden, dass beide Zelltypen
verstarkt Aktinfasern ausbildeten, besonders in den Bereichen, an denen beide
Zelltypen in unmittelbarer Nahe zueinander standen (Pfeile) als auch zwischen den
epithel-ahnlichen Zellen (Abb. 4.20). Insbesondere die epithel-ahnlichen Zellen
bildeten Lamellipodien aus (Abb. 4.20b).
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Abbildung 4.20 | Schuppenintegration II: Aktin-Farbung von OMYsd1x - Zellen der Passage
14 mit aus Schuppen ausgewachsenen Epithelzellen. a) Es bilden sich langere Auslaufer der
OMYsd1x — Zellen, die bis an die Epithelzellen reichen (Pfeile). b) Starkere VergréBerung eines anderen
Bereiches der Kontaktstellen (Pfeile) von OMYsd1x — Zellen und Schuppenzellen. MaBstabsbalken
entsprechen 200 pm (a) und 50 pm (b).
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4.4 Testung der Zytotoxizitat von unterschiedlichen Kupfersulfat

(CuS0O4) -Konzentrationen an Fischzellen und Saugerzellen

Die Sensitivitat von Fischzellen auf Kupfersulfat im Vergleich zu Saugerzellen (murine
und humane Zellen) sollte ermittelt werden um zu evaluieren, inwieweit Fischzellen
eine alternative Quelle fir Zytotoxizitatstestsysteme darstellen. Dazu wurde die hier
etablierte OMYsd1x — Langzeit-Zellkultur gewahlt und mit drei weiteren Langzeit-
Zellkulturen verglichen. Diese stammten aus humaner Vollhaut, benannt mit CEsd8b,
sowie aus Rattenhaut, benannt mit RAsd85b, die beide ebenfalls in der Fraunhofer
EMB etabliert wurden [Kruse et al., 2006b], und aus einem Mausembryo, welche als
kommerziell erhdltliche Zelllinie NIH-3T3 vorlag. Kupfersulfat-Pentahydrat (CuSO, - 5
H,O, im Folgenden der Einfachheit halber nur CuSO, genannt) wurde in den
Konzentrationen von 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 1 mg/ml und 2 mg/ml eingesetzt. Als
Positivkontrolle dienten Zellen, die nur mit Standardkulturmedium versorgt wurden.
Als  Mediumkontrollen ohne Zellen wurden 20% FKS-DMEM (Fischzellen)
beziehungsweise 10% FKS-DMEM (Sdugerzellen) eingesetzt.

4.4.1 Echtzeitmessungen

Um eine Echtzeitmessung durchfihren zu kénnen, wurde fir die ersten Tests das
xCELLigence® RTCA System genutzt. 1 x 10* Zellen/0,31 cm? wurden eingesat und

nach 72 h CuSO, in den entsprechenden Konzentrationen zugegeben.

Zunachst wurde bei den OMYsd1x — Zellen beobachtet, dass ahnlich den in 4.1.2
erzielten Ergebnissen bei etwa 4 h ein lokales Maximum des Zellindex von ca. 5,5
erreicht wurde (Pfeilspitze), wonach der Wert jedoch wieder auf etwa 4,0 abfiel (Abb.
4.21). Diese mit der Passage 24 ermittelten Werte lagen damit 2,5-mal so hoch wie
die Werte der Passage 12 (vgl. 4.1.2). Die Kurvenverlaufe blieben jedoch ahnlich.
Nach 56 h folgte ein erneuter Anstieg des Zellindex, der nach 72 h bei 5,0 lag. Durch
Zugabe des CuSO, nach 72 h konnten je nach Konzentration sehr unterschiedliche
Zellindizes gemessen werden. Bei einer hohen Konzentration von 2,0 mg/ml CuSO,
wurde ein unmittelbarer Abfall auf unter 0,5 festgestellt. Dieser Wert dnderte sich in

der Folge auch nicht mehr und deutet daher auf ein Absterben der Zellen hin. Fir
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1,0 mg/ml CuSO, war die Situation ahnlich. Hier kam es zunachst zu einem kurzen
Anstieg des Index, bevor nach 74 h der Index ebenfalls auf Werte unterhalb von 0,5
abfiel. Weniger stark war der Abfall bei 0,2 mg/ml CuSO,, wo der Index nach kurzem
Anstieg auf 5,7 kontinuierlich bis auf einen Wert von 1,0 am Ende des Versuches
sank. Bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml CuSO, konnte kein deutlicher
Unterschied zur Positivkontrolle ohne CuSO, (20 % FKS-DMEM) gefunden werden.
Nach einem kurzen Anstieg auf einen Wert von 5,2 fiel die Kurve auf 4,0 ab und
stieg dann nach 102 h kontinuierlich auf einen Endwert von 5,9 (0,1 mg/ml CuSO,).

Die Positivkontrolle fiel auf 3,6 ab und stieg etwas starker auf 6,5 am Ende an.
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Abbildung 4.21 | Effekt von Kupfersulfat (CuSO,) auf OMYsd1x — Zellen der Passage 24.
Dargestellt ist der Plot der Mittelwerte dreier Replikate aller iber das xCELLigence RTCA System
aufgenommener Zellindizes. Die Markierungen zeigen die Maxima nach Einsaat (Pfeilspitze links) und
nach Zugabe des Toxins (Pfeil rechts) an. Besonders schnell war ein Zusammenbruch des Cl fur 1-
2 mg/ml CuSO, zu beobachten, wahrend der Index bei 0,2 mg/ml langsamer sank. Sowohl fur

0,1 mg/ml CuSOQ, als auch fur die Kontrolle wurden nach kurzem Abfall Anstiege des Cl verzeichnet.

Der Vergleichstest mit den CEsd8b aus Passage 20 (Abb. 4.22) ergab ein ahnliches
Resultat zu den vorher getesteten OMYsd1x — Zellen. Es wurden 1 x 10* Zellen/0,31
cm? eingesat und nach 72 h CuSO, in den beschriebenen Konzentrationen

zugegeben. Das erste Maximum wurde nach 4 h erreicht, wobei der Wert des
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Zellindex bei maximal 5,75 lag. Die Kurven fielen danach deutlich auf Werte um 2,5
ab. Nachdem kein erneuter Anstieg erfolgte, wurde CuSO, in den beschriebenen
Konzentrationen hinzugegeben, woraufhin ein direkter Rickgang auf 0,5 bei 2
mg/ml CuSO, erfolgte. Zeitlich versetzt fiel auch der Wert fir 1,0 mg/ml CuSO, auf
0,3. Fir 0,2 mg/ml CuSO, wurde ein kurzer Anstieg verzeichnet, danach sank die
Kurve auf einen Index von 2,7 ab, stieg nach 85 h fir ca 10 h wieder leicht an und
fiel schlieBlich kontinuierlich bis auf einen Endwert von 0,7. Eine Konzentration von
0,17 mg/ml CuSO, im Medium hatte einen umgekehrten Effekt. Hier stieg der
Zellindex nach Zugabe an und erreichte am Ende des Versuchs mit einem Zellindex
von 4,0 einen sehr viel hoheren Wert als die Positivkontrolle (10 % FKS-DMEM) mit
2,2.

Effekt von CuSO, auf CEsd8b P20 (1 x 10 Zellen/0.31 cm?)
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Abbildung 4.22 | Effekt von CuSO, auf CEsd8b - Zellen der Passage 20. Dargestellt ist der Plot
der Mittelwerte dreier Replikate aller Gber das xCELLigence RTCA System aufgenommener Zellindizes.
Die Maxima nach Einsaat und nach Zugabe des Toxins werden durch Pfeilspitze und Pfeil gezeigt. Fur
Konzentrationen von 1-2 mg/ml CuSO, fiel der Cl nach Zugabe sofort auf ein Minimum. Bei einer
Konzentration von 0,2 mg/ml wurde zundchst ein abwechselnd leichtes An- und Absteigen
verzeichnet. Nach etwa 95 h sank der Index dann kontinuierlich ab. Fiir 0,1 mg/ml konnte am Ende ein

sehr viel hdherer Wert ermittelt werden als fur die Positivkontrolle ohne CuSO,.

Ein weiterer Test mit RAsd85b-Zellen der Passage 8 ergab im Vergleich zu OMYsd1x
und CEsd8b ein anderes Gesamtbild (Abb. 4.23). Bei gleicher Zellzahl von 1 x 10*
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Zellen/0,31 cm? war das erste Maximum nach 4 h mit einem Zellindex von 3 erreicht.
Die Kurven fielen danach leicht auf Werte um 2,5 ab. Es folgte ein starker Anstieg auf
einen Zellindex von 4,5, bei dem nach 72 h CuSQO, in den Konzentrationen von 2 -
0,1 mg/ml hinzugegeben wurde. Bei 2 mg/ml und 1 mg/ml CuSO, erfolgte ein
direkter Abfall des Index auf 0. Nach kurzem Abfall des Zellindex bei 0,2 mg/ml und
0,1 mg/ml stieg er 30 h nach Zugabe des Toxins jeweils starker an als der Index fur
Zellen ohne Toxin. Bei 0,2 mg/ml CuSO, wurde ein Index von 6,1 am Ende des
Versuches gemessen, der Wert fir 0,1 mg/ml CuSQO, lag bei 5,3. Der Vergleichswert
der Positivkontrolle (10 % FKS-DMEM) ohne Toxin erreichte am Ende 4,4 Punkte.

Effekt von CuSO, auf RAsd85b P8 (1 x 10% Zellen/0.31 cm?)
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Abbildung 4.23 | Effekt von CuSO, auf RAsd85b — Zellen der Passage 8. Dargestellt ist der Plot
der Mittelwerte dreier Replikate aller Uber das xCELLigence RTCA System aufgenommener Zellindizes.
Die Maxima nach Einsaat und nach Zugabe des Toxins werden durch Pfeilspitze und Pfeil gezeigt. Fur
Konzentrationen von 1-2 mg/ml CuSQ, fiel der Cl nach Zugabe sofort auf Null. Bei einer Konzentration
von 0,2 mg/ml wurde zunachst ein leichter Rickgang verzeichnet, danach stieg die Kurve
kontinuierlich bis auf einen Wert von 6,1 an. Einen etwas schwacheren, jedoch sehr &hnlichen
Kurvenverlauf hatte die Konzentration von 0,1 mg/ml. Fir 0,1 mg/ml konnte am Ende ein h&herer
Wert (5,3) ermittelt werden als fur die Positivkontrolle ohne CuSO,, deren Kurvenverlauf ab 72 h um
4,4 pendelte.

NIH 3T3 - Zellen der Maus, Passage 43, wurden aufgrund der hohen

Proliferationskapazitat der Zellen nur mit 7,5 x 10° Zellen/0,31 c¢m?2 eingesat (Abb.
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4.24). Zunachst wurden nur sehr geringe Zellindizes gemessen, die nach 4 h bei etwa
0,5 lagen. Die Indizes stiegen jedoch sehr schnell an, sodass bei Zugabe von CuSO,
nach 72 h bereits Werte von 2,6 — 3,4 erreicht waren. Bei 1 mg/ml, 0,2 und 0,1
mg/ml CuSO, erfolgte ein gestaffelter Abfall des Index auf 0. Bei Tmg/ml CuSO, fand
ein direkter Abfall statt, zeitlich verzégert passierte dies bei 0,2 mg/ml ebenfalls. Fur
0,1 mg/ml CuSO,wurde zunachst ein kurzer Anstieg beobachtet und etwa 14 h nach
Zugabe des Toxins ein starker Abfall der Kurve. Bei 2 mg/ml CuSO, im Medium wurde
ein direkter Abfall beobachtet, allerdings war dieser nur gering und die Kurve sank
danach kontinuierlich auf 1,5 ab. Der Vergleichswert der Kontrolle (DMEM 10 %)
ohne Toxin stieg auf einen Cl von 6 mit einem kleinen Einbruch zum Ende der

Messungen, der vermutlich auf die Konfluenz des Wells zurtickzufthren ist.

Effekt von CuSO, auf NIH 3T3 P43 (7,5 x 10° Zellen/0.31 cm?)
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Abbildung 4.24 | Effekt von CuSO, auf NIH 3T3 - Zellen der Passage 43. Dargestellt ist der Plot
der Mittelwerte dreier Replikate aller Uber das xCELLigence RTCA System aufgenommener Zellindizes.
Die Maxima nach Einsaat und nach Zugabe des Toxins werden durch Pfeilspitze und Pfeil gezeigt. Bei
der hochsten Konzentration an Kupfersulfat konnte ein direkter Abfall auf einen Cl von 1,7
beobachtet werden, der dann langsam weiter bis auf 1,5 sank. Geringere Konzentrationen fielen
allesamt auf einen Cl von 0 ab, allerdings zeitlich versetzt und in Abhangigkeit zur eingesetzten CuSO,
Konzentration. Die Positivkontrolle ohne Kupfersulfat stieg bis auf einen Cl von 6 an und fiel nach

etwa 150 Stunden vermutlich aufgrund der Konfluenz des Wells auf 5,5 ab.
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Abbildung 4.25 | Dosis-Wirkungskurven und EC;, - Werte nach Zugabe von CuSO, zu
OMYsd1x - Zellen der Passage 24. Die Bestimmungen der Dosis-Wirkungskurven anhand der
Messungen der Impedanz der Fischhautzellen erfolgten zu verschiedenen Zeitpunkten mit Hilfe des
xCELLigence RTCA und wurden als Logarithmus der Konzentrationen in g/ml gegen die Basislinie des
Zellindex aufgetragen. ECy, — Werte sowie die R2-Werte wurden vom Programm errechnet.ECg, —
Werte 1 h (rot), 24 h (grtin) und 92 h (blau) nach Zugabe des CuSO,.

Die Berechnung der Dosis-Wirkungskurven und des EC., — Wertes fir die OMYsd1x —
Zellen der Passage 24, gemessen 1 h, 24 h und 92 h nach Zugabe des Toxins, ergab
Werte fir den ECs, cus0s VON etwa 1,3 x 10" g/ml CuSO, nach 1 h, 3,1 x 10 g/ml
CuSO, nach 24 h und 8,2 x 10° g/ml CuSO, nach 92 h. Die R2-Werte lagen zwischen
0,75 und 0,96, weshalb stets ein unmittelbar linearer Zusammenhang bestand.
Deutlich wurde vor allem ein Unterschied im Verlauf der Dosis-Wirkungskurven zu
den verschiedenen Zeitpunkten. Nach 1 h verlief die Kurve steil abfallend, nach 24 h
nahezu linear und nach 92 h flach abfallend (Abb. 4.25). Das bedeutet, dass bei einer
akuten Toxizitat innerhalb von 24 h ein deutlicher Effekt zu beobachten ist, der sich

bei langerer Exposition zunehmend abschwacht.

Der Vergleich der Dosis-Wirkungskurven aller verwendeten Zelllinien und Zellkulturen
zeigte deutliche Unterschiede der EC.,-Werte zwischen den Zellkulturen (Abb. 4.26).

Dabei lag der R2-Wert nur nach 1 h bei allen Kulturen Uber 0,8, sodass zu diesem
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Zeitpunkt von einem linearen Zusammenhang der Varianz ausgegangen werden
konnte. Allerdings hatten die Fischzellen nach 1 h einen um den Faktor 1000
hoheren Wert. Die gréBte Ahnlichkeit nach 1 h wiesen die beiden murinen
Zellkulturen auf, mit EC., - Werten von 3,2 x 10° g/ml CuSO, bei RAsd85b und 2,0 x
107 g/ml CuSQO, bei NIH 3T3. Nach 24 h war keine Ahnlichkeit der EC., - Werte von
NIH 3T3 mit den anderen Zellkulturen mehr gegeben. Zu diesem Zeitpunkt und nach
92 h zeigten die humanen Zellen CEsd8b und die Fischzellen OMYsd1x ahnliche
Kurvenverlaufe und jeweils eine starke Korrelation mit R2-Werten von 0,7 — 0,8. Die
EC.,-Werte fur die OMYsd1x — Zellen lagen mit 8,2 x 10 > g/ml CuSO, etwas hdher
als fur die CEsd8b —Zellen mit 7,1 x 10° g/ml CuSQ,, entsprechend war die Kurve
etwas steiler abfallend. Der EC.,-Wert fUr die RAsd85b — Zellen lag wiederum
niedriger bei 6,2 x 10° g/ml CuSQ,. Die Kurve fir die NIH 373 - Zellen zeigte einen
anderen Verlauf und wies mit 6,9 x 10* g/ml CuSO, einen extrem hohen EC,, - Wert
auf (Abb.4.26).
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Dosis-Wirkungskurven nach Zugabe von CuSO,

Nach1lh Nach 24 h Nach92 h
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Abbildung 4.26 | Dosis-Wirkungskurven und EC;, - Werte der getesteten Zellkulturen zu
verschiedenen Zeitpunkten. Aufgetragen ist der Logarithmus der Konzentrationen in g/ml gegen
die Basislinie des Zellindex. Die Bestimmungen zur Dosis-Wirkungskurve mit den Zelllinien CEsd8b der
Passage 20, RAsd85b der Passage 8, NIH-3T3 der Passage 43 und OMYsd1x der Passage 24 ergaben
unterschiedliche ECc, — Werte nach 1 h, 24 h und 92 h. Nach 1 h zeigten alle Zellkulturen noch sehr
unterschiedliche EC, - Werte mit der gréBten Ahnlichkeit von RAsd85b und NIH 3T3, dort lag die
halbe inhibierende Konzentration bei 3,2 x 102 g/ml beziehungsweise bei 2,0 x 102 g/ml. Zu spateren
Zeitpunkten wurden die gréBten Ahnlichkeiten zwischen den humanen Zellen und den Fischzellen

gefunden. Hier zeigte die Referenz-Zelllinie NIH 3T3 starke Abweichungen.
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4.4.2 Zeitraffer-Mikroskopie

Nach den Ergebnissen der xCELLigence® - Versuche sollte geprift werden, was mit
den Zellen im Hinblick auf ihre Morphologie und ihr Verhalten nach Zugabe von
Kupfersulfat passiert. Dazu wurde fur die Zeitraffer-Aufnahmen die Konzentration
von 0,2 mg/ml CuSO, ausgewahlt und diese OMYsd1x —Zellen der Passage 32 in
konfluentem Zustand zugesetzt. Die Kulturschale wurde unter kontrollierten
Bedingungen (20°C, 1,9% CO,) Uber einen Zeitraum von zwei Tagen mit einem
Zeitraffermikroskop beobachtet. In den ersten Stunden nach der Zugabe konnte kein
auffalliger Effekt seitens der Zellmorphologie oder des Zellverhaltens gefunden
werden. Nach 8 h schrumpften vermehrt die ersten Zellen, kugelten sich ab oder
|6sten sich vollstandig vom Schalenboden. In den folgenden Stunden nahm die Zahl
der zusammengezogenen oder abgekugelten Zellen zu, bis nach 20 h geschatzte
95 % der Zellen zusammengeschrumpft waren (Abb. 4.27). Nach dieser Zeit
verharrten die Zellen im geschrumpften oder abgekugelten Zustand oder wurden

vom Mediumstrom weggespult (siehe Film 3 im Anhang).

Abbildung 4.27 | Zeitraffer-Aufnahmen von OMYsd1x -Zellen der Passage 32 nach Zugabe
von 0,2 mg / ml Kupfersulfat. Nach 1 — 4 h sind rein morphologisch keine Veranderungen der Zellen
zu sehen. Ein dichter Zellrasen bedeckt die Kulturschale. Nach 8 h kugeln sich erste Zellen ab (Pfeile)
und 18sen sich nach weiteren 4 h vom Schalenboden. Nach 20 h haben sich schatzungsweise 95 %

der Zellen abgekugelt oder zusammengezogen.
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5 Diskussion

5.1 Etablierung von primaren und Langzeit - Zellkulturen aus

Fischzellen

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, aus der Haut der Regenbogenforelle zwei
verschiedene Zellpopulationen zu isolieren und in vitro zu vermehren. Es wurde ein
Protokoll etabliert, mit dem hochproliferative Zellpopulationen aus der Fischhaut
isoliert werden konnten, die sich durch eine hohe Expression an Zytokeratin 18 und
eine kontinuierliche, jedoch variable Expression an Kollagen Typ 1 auszeichneten.
Zusatzlich konnten Primarkulturen aus Schuppenauswichsen generiert werden, die
Eigenschaften von epithelialen Zellen aufwiesen. Die beiden Zellpopulationen
konnten in vitro wieder zusammengefihrt werden und durch die Ko-Kultivierung
zeigte sich eine erhohte Vitalitat der Primarkultur. Damit konnte ein erster Ansatz fur

die Konstruktion eines dreidimensionalen Fischhautmodells geschaffen werden.

Neben den beiden Zellpopulationen aus der Haut konnten weitere Zellkulturen aus
verschiedenen anderen Geweben wie dem Gehirn, dem Pylorus oder dem Pankreas
von Fischen isoliert und als Langzeit-Zellkulturen etabliert werden. Aus einigen
Organen, wie der oben beschriebenen Haut der Regenbogenforelle oder dem
Pankreas des Atlantischen Stors, konnten Zellen gewonnen werden, die fir Perioden
von teilweise mehr als drei Jahren in Kultur gehalten wurden, ohne dass die
Proliferationsfahigkeit abnahm. Durch das etablierte und standardisierte Protokoll
konnten beispielsweise fur die Haut-abgeleiteten Zellen der Regenbogenforelle
Passagenzahlen groéBer 80 erreicht werden. Ein Grof3teil dieser Zellen wurde in der
Deutschen Zellbank fur Wildtiere , Alfred-Brehm” hinterlegt [Lermen et al., 2009].
Fischzellen werden fir verschiedenste Anwendungen verwendet, dazu zahlen
toxikologische Analysen, die Untersuchung auf Virus-Anfalligkeit, Karzinogenese und
Genexpressionstudien sowie Untersuchungen zur DNA Replikation und Reparatur
[Burkhardt-Holm, 2001, Castafo etal.,, 2003, Bols etal., 2005, Fent, 2007].
Fischzellkulturen sind aufgrund des steigenden kommerziellen Interesses an
Aquakulturen sowie der marinen und SiBwasser-Umwelttoxikologie populdr

geworden [Lee et al., 2009]. Wie einleitend erwahnt (siehe 2.6.2) sind jedoch nur
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sehr wenige Zellkulturen und -linien aus Fischen frei verfligbar. Seit dem Jahr 1994, in
dem Fryer und Lannan das erste Review zu Fischzelllinien verdffentlichten, wurden
124 neue Fischzelllinien verschiedenster Arten etabliert, wahrend es beispielweise fir
die Wanderratte mehr als 300 Zelllinien gibt (ATCC). Aus der Regenbogenforelle sind
zwei Linien aus der Leber, zwei Linien aus den Gonaden und eine Linie aus den
Kiemen verflgbar (vgl. mit [Wolf and Quimby, 1962, Bols etal., 1994, Fryer and
Lannan, 1994]). Neben diesen Zelllinien wurden weitere, nicht-abgelegte Zelllinien
aus der Regenbogenforelle beschrieben. Hierzu gehdren z.B. RTS-34st aus der Milz
[Ganassin and Bols, 1999], RTL-W1 aus der Leber [Lee et al., 1993] oder RTP-2 aus
der Hypophyse [Bols et al., 1995]. Weitere Gewebe wurden von Lakra et al. (2010)
genannt, darunter Embryo, Kieme, Leber, Pronephros, Milz, und Haut. Die erste
Primarkultur aus epidermalen Hautzellen der Regenbogenforelle wurde von Lamche
et al. (1998) beschrieben. Ossum et al. (2004) berichteten erstmalig von
Langzeitkulturen aus fibroblasten-ahnlichen Zellen, die sie aus der Hypodermis isoliert
hatten. Mit der Etablierung von Vollhautzellen wird in dieser Arbeit folglich eine

LUcke geschlossen.

In der Fischhaut existieren Zelltypen verschiedenen Ursprungs. Es gibt sowohl
mesenchymale Zelltypen wie Fibroblasten, Osteoblasten, endotheliale Zellen sowie
Blut- und Nervenzellen mesodermalen Ursprungs, als auch Zellen ektodermaler
Herkunft wie epitheliale Zellen und Becherzellen (mucus goblet cells) [Whitear, 1986].
Wenn ein solch komplexes Gewebe durch Explantate in die Kultur eingebracht wird,
ist es moglich, eine heterogene Zellpopulation von verschiedenen Zelltypen zu
erhalten [Bols etal., 2005]. Durch die Kulturbedingungen kann aber auch ein
einzelner Zelltyp, zum Beispiel Fibroblasten, besonders zur Proliferation angeregt
werden, zum Nachteil anderer Zellformen, beispielsweise epithelialen Zellen [Mauger
et al., 2009]. Eine weitere Moglichkeit ist, dass eine Population von Zellen, sei sie
zunachst heterogen oder homogen, durch die in vitro Bedingungen in der Zellkultur
beeinflusst wird. Dabei kénnten Prozesse wie Dedifferenzierung, Redifferenzierung

oder Transdifferenzierung eine wichtige Rolle spielen.
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Obwohl die Physiologie und die Bestandteile im Blutplasma der Fische denen der
Sdugetiere sehr dhneln, kénnen die Bedingungen, in denen Saugerzellen kultiviert
werden, nicht gleichermaBen fir Fischzellen Gbernommen werden [Lakra et al.,
2010]. Ein wichtiger Unterschied sind die andersartigen Temperaturbedingungen fur
Fischzellen, da Fische als poikilotherme (wechselwarme) Tiere eine geringere
Koérpertemperatur aufweisen als homootherme (gleichwarme) Saugetiere. Eine
Besonderheit ist, dass Fische sich Gber Kompensation an ein neues Temperaturniveau
anpassen koénnen [Heldmaier and Neuweiler, 2004]. Zunachst passt sich der
Energieumsatz der veranderten Temperatur an. Bei einer Erniedrigung der
Temperatur sinkt der Umsatz (akute Reaktion), steigt jedoch innerhalb von Tagen
oder Wochen wieder auf das urspringliche Niveau an (Akklimatisation). Diese
Anpassung ist relevant far Fische aus polaren Gewadssern, die im Vergleich zu
tropischen Fischen trotz niedriger Wassertemperaturen ahnlich hohe Energieumsatze
aufweisen [Heldmaier and Neuweiler, 2004]. Die homoioviskose Anpassung der
Zellmembranen durch den Einbau von Fettsauren ist eine wichtige Voraussetzung fur
diese sogenannte genetische Kompensation. GleichermaB3en kénnen die Fischzellen
in vitro einen deutlich weiter gefassten Temperaturbereich tolerieren [Lakra et al.,
2010]. Auch Tsugawa und Lagerspetz (1990) beschreiben fur Goldfischzellen in vitro
eine homoioviskose Anpassungsfahigkeit. Dennoch gibt es fur jede Fischzellkultur ein
Temperaturoptimum mit bestmoglichem Wachstum der Zellen. Die ideale
Kultivierungstemperatur fir Zellen der Regenbogenforelle allgemein wurde bereits in
frheren Studien mit 18-22 °C angegeben [Bols et al., 1992], wobei das optimale
Wachstum von Hautzellen der Regenbogenforelle bei 20-21 °C liegt [Ossum et al.,
2004]. In dieser Arbeit wurde fir die isolierten Hautzellen eine Temperatur von 20 °C
ebenfalls als bessere Kultivierungstemperatur im Vergleich zu 16 °C ermittelt. Dies
deckt sich mit dem thermischen Optimum der Regenbogenforellen, das ebenfalls bei
20 °C liegt. Regenbogenforellen sind stenotherme Fische, haben also einen geringen
Toleranzbereich. Insbesondere sind sie empfindlich gegentber zu hohen

Temperaturen.

Neben der Temperatur ist das Wachstum der Zellen in der Kultur stark abhangig von
diversen Faktoren wie Nahrstoffverfigbarkeit, Aussaatdichte oder Adhdsionsfahigkeit

[Lamche etal., 1998]. Weniger wichtig fur die Etablierung einer Fischzellkultur
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scheinen eine den physiologischen Bedingungen angepasste Osmolaritat und die Art
des Puffersystems fur einen stabilen pH-Wert zu sein [Fernandez et al., 1993]. Somit
unterscheiden sich Zellkulturen der Salzwasserfische nicht wesentlich von denen der

SUB- und Brackwasserfische.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zu den Sdugerzellkulturen
die CO, Konzentration der Fischzellkulturen auf 1.9 % angepasst werden musste. Die
gewahlte Konzentration von 1.9 % CO, simulierte die Bedingungen der Zellen in
vivo. Hier liegt der physiologische pCO, Wert bei 10 mmHg oder weniger im
Vergleich zu 30-40 mmHg bei Saugern [Lamche et al., 1998, Graham, 2006]. Wie
oben bereits erwahnt, ist die Art des Puffersystems nicht entscheidend, weshalb
HEPES-gepuffertes DMEM eingesetzt wurde. Die niedrigere CO,-Konzentration hat in
Form des Hydrogencarbonats aus der chemischen Bindung von CO, einen direkten
Einfluss auf die Stabilitdt des pH-Wertes im DMEM-Zellkulturmedium. Fischzellen
setzen durch die geringere CO,-Konzentration weniger H+-lonen frei, wodurch das
Medium langsamer angesduert wird. Eine Konzentration von 5 % CO, hatte zu einer

zu schnellen Versauerung des Mediums gefihrt.

Aufgrund der hier beschriebenen Optimierungsarbeit ist es im Rahmen dieser Arbeit
gelungen, proliferative Fischzellkulturen zu etablieren. Diese wiesen eine hohere
Verdopplungszeit auf, als es fur Sdugerzellen bekannt ist. Sie konnten aber bei einer
Subkultivierung mit einem Faktor von 2-3 verdtnnt werden. Fischzellen kénnen daher
mit vergleichsweise wenig Aufwand Uber einen langeren Zeitraum in einer
Kulturflasche belassen werden, fur die weiteren Versuchsplanungen mussten die
geringeren metabolischen Aktivitdten jedoch bericksichtigt werden. Die Ergebnisse
zeigten allerdings auch, dass bereits von einer Passage zur nachsten erhebliche
Unterschiede im Wachstumsverhalten zu sehen waren. Je geringer die Temperatur,

desto weniger waren die Unterschiede zwischen den Passagen zu erkennen.

5.1.1 Charakterisierung der Schuppen-abgeleiteten Zellen

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Explantate aus der Haut der

Regenbogenforelle eingesetzt. Einerseits Vollhautgewebe, das sowohl die Epidermis
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als auch die Dermis umfasste, und andererseits isolierte Schuppen, die von der Haut
abgeschabt wurden. Die Priméarkulturen aus Schuppenexplantaten hatten den Vorteil,
dass sie als frihe Stadien der in vitro Kultur noch stark dem Herkunftsgewebe
glichen. Daher ware es denkbar, diese Zellen als nutzliches in vitro-Modell zur
Simulation der in vivo Gegebenheiten zu verwenden. Allerdings werden sie aufgrund
ihrer starken Heterogenitat in der Zellkultur fur spezifische Anwendungen als
ungeeignet angesehen [Bols etal., 1994]. Auch die Reproduzierbarkeit ist bei
Primarkulturen durch die Unterschiede wahrend der Initiilerung haufig unzureichend
[Bols et al., 1994]. In den hier durchgefihrten Studien wurde allerdings hinsichtlich
Reproduzierbarkeit anderes beobachtet. So konnte in der Schuppenexplantatkultur
stets eine schnelle Migration und Proliferation der epithel-ahnlichen Zellen
beobachtet werden. Bereits nach etwa drei Tagen war die Flache der adharenten
Zellen dreimal so groB wie die urspriingliche Flache (Abb. 7.1, Anhang). Da in den
Schuppenexplanten ausschlieBlich CK18-positive und keine Kollagen Typ 1—positiven
Zellen gefunden wurden, kann angenommen werden, dass aus den Schuppen einzig
epitheliale Zellen migrierten. Nur wenig spater |6sten sich diese Zellen von der
Kulturplastik ab, was darauf hindeutet, dass apoptotische Vorgange stattgefunden
haben. Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten, dass die aus den Schuppen
migrierenden und  proliferierenden  Zellen  strukturelle  Eigenschaften von
oberflachlichen Epithelzellen, wie z.B. kleine Kanalchen, die microridges, aufwiesen.
Diese aktin-reichen Strukturen verteilen den von den Becherzellen produzierten Fisch-
Mukus Uber die Oberflache der Epithelzellen [Webb etal., 2008]. Die kleinen
Kanélchen sind zudem ein Charakteristikum flr die Polaritat, also die spezifische
Ausrichtung epidermaler Zellen [Lamche et al., 1998]. In der Fischhaut werden solche
Zellen aufgrund von Abrieb kontinuierlich ersetzt, weshalb die Lebensdauer dieser
Zellen in vivo meist nur wenige Tage betragt [Whitear, 1986]. Nach der ersten
Subkultivierungen in vitro konnten Zellen gefunden werden, die zuerst noch
adhdrierten, aber nach kurzer Zeit statisch wurden oder sich wieder abldsten.
Ahnliche Eigenschaften wiesen die terminal differenzierten Becherzellen auf. Sie
waren mit mukésem Schleim gefillt und konnten mittels PAS-Farbung in der Kultur
nachgewiesen werden. In der Primarkultur (PO) noch deutlich sichtbar als runde,
prominent gelegene Zellen, wurden sie nach der Subkultivierung nicht mehr

gefunden. Interessant ist, dass trotz des FKS-haltigen Kulturmediums die Proliferation
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der Epithelzellen beschrankt blieb. Diese Ergebnisse bestarken die Annahme, dass die
terminal differenzierten Epithelzellen in der Kultur ohne Zugabe von speziellen
Wachstumsfaktoren wie EGF oder anderen, proliferationsférdernden Substanzen
nicht Uber einen langeren Zeitraum Uberleben koénnen. Eventuell hat auch der
Initiierungsvorgang der Apoptose einer einzelnen Zelle unmittelbare Effekte auf die
benachbarten Zellen. In den Zeitraffer-Aufnahmen war zu erkennen, dass sich
zunachst einzelne Zellen aus dem Verband heraus |6sten, wobei die Locher durch
Proliferation und Migration von benachbarten Zellen wieder gefillt wurden. Danach
|6sten sich jedoch genau in diesem Bereich ahnlich einem Domino-Effekt immer mehr
Zellen ab. Verbliebene Zellen waren nicht mehr in der Lage, die freigewordenen
Flachen durch Zellteilung zu besetzen. Solche Effekte wurden auch fur epitheliale
Saugerzellen beobachtet [Gordon et al., 2000]. Eine weitere Moglichkeit, die dazu
beigetragen haben kénnte, dass diese Zellen nicht langer kultivierbar waren, ist der
Verlust der Polaritat. In humanen epidermalen Keratinozyten fihrt ein solcher
Polaritatsverlust, hervorgerufen durch einen Defekt des Kindlin-1 Gens, zur Reduktion
der Proliferation bis hin zur Apoptose [Herz et al., 2006]. Kindlin-1 ist in humanen
epidermalen Keratinozyten an der dermalen-epidermalen Grenze lokalisiert, wo es in
fokalen Adhdsionen mit Integrin B1 und Integrin B3 interagiert und ein wichtiges
Protein fur die Verbindung von Aktin mit der Extrazelluldaren Matrix (EZM) darstellt
[Herz et al., 2006]. In den immunzytochemischen Untersuchungen (Abb. 4.11) zeigte
sich, dass Kollagen Typ 1, ein Protein der EZM, in vivo deutlich erkennbar entlang der
Schuppen angefarbt wurde, an den Schuppenrandern in vitro hingegen nicht. Dies
kénnte darauf hinweisen, dass epitheliale Zellen, moglicherweise durch den Verlust
des Kontaktes mit der EZM, Kindlin-1 nicht mehr exprimieren und dadurch ihre
Orientierung verlieren [Lamche etal., 1998]. Darldber hinaus nimmt ihre
Proliferationsaktivitdt ab. Ohne die EZM haben die aus den Schuppen migrierenden
Epithelzellen folglich eine nur sehr begrenzte Lebensdauer. Bereits Li et al. (2005)
zeigten fUr humane epitheliale Hornhautstammzellen aus dem Auge, dass eine
Beschichtung der Zellkulturschale mit verwandtem Kollagen Typ IV die Isolation und
Anreicherung dieser Zellen begUnstigt hat. Auch Petschnik et al. (2011) konnten mit
Hilfe von Kollagen Typ IV beschichteten Schalen Nestin-positive Zellen aus humanen

Schwei3driisen isolieren und etablieren. Fir die epithelialen Schuppenzellen der
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Fische ware deshalb eventuell eine Beschichtung der Kultivierungsflache mit Kollagen

Typ 1 forderlich.

5.1.2 Charakterisierung der Vollhaut-abgeleiteten Zellen

Neben den Schuppen-Explantaten konnte aus Fischvollhautexplantaten eine Langzeit-
Zellkultur gewonnen werden. Ebenfalls getestete Isolierungsversuche durch
enzymatischen Verdau des Gewebes mit Kollagenase oder Trypsin erwiesen sich als
weit weniger effektiv als die Explantat-Methodik. Bei diesen Ansdtzen wuchsen
wesentlich weniger Zellen an und es konnten keine Zellkulturen etabliert werden. Ein
moglicher Grund sind die Enzyme selbst. Kollagenase trennt die Basallamina von dem
extrazelluldren Netzwerk, das aus Kollagen | und Il sowie Fibronektin besteht [Lodish
et al., 2001] und somit Epithel von Mesenchym. Dies kénnte sich nachteilig auf die
Etablierung ausgewirkt haben, da epidermale Epithelzellen zwar zundchst gut
adhdrieren [Lamche etal, 1998], jedoch auch hier maoglicherweise ein
Polaritatsverlust aufgrund der fehlenden EZM auftrat. Parallel koénnen die
mesenchymalen Zellen schlechter adhdrieren und waren deshalb eventuell nicht in
ausreichender Zahl fir eine Startpopulation vorhanden. Trypsin hingegen wird als
Verdauungsenzym von den Azinuszellen des Pankreas” synthetisiert und dient in vivo
der Zerkleinerung der Peptide im Dinndarm. In vitro wird Trypsin unter anderem
eingesetzt, um Zellen zu vereinzeln. Eine UbermaBig lange Inkubation mit Trypsin
kann dazu fahren, dass durch enzymatischen Verdau von Membranproteinen die
Zellen selbst geschadigt werden. Eine Reduktion der aggressiven Trypsinbehandlung
der Zellen kénnte vermutlich dazu beitragen, das Uberleben der Zellen nach der
Subkultivierung zu erhdhen. Der Verdau zur Isolierung der Zellen aus dem Gewebe
musste einerseits mindestens zwei Minuten durchgefihrt werden, um aus dem
Gewebe Uberhaupt Zellen |16sen zu kénnen. Dies kdénnte andererseits zumindest

teilweise zur Zerstérung von Oberflachenproteinen der Zellen gefihrt haben.

In der Kultur wurden zundchst sowohl Zellen mesodermalen als auch ektodermalen
Ursprungs vermutet. Das Ziel war, unter diesen isolierten Fischzellen die Zellen mit
Stammzelleigenschaften zu finden. Sie sollten nicht nur hochproliferativ sein, sondern

moglichst eine Multipotenz aufweisen und in verschiedene Zelltypen differenzieren
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kénnen. Dazu wurde mittels Explantation von Vollhaut versucht, mdéglichst viele
Zellen in  Kultur zu bringen. Die Zellkultur der Vollhaut-abgeleiteten
Regenbogenforellenzellen wuchs zwar zundchst langsam, aber schlieBlich
kontinuierlich Uber einen langen Zeitraum. Auf diese Weise konnten die Zellen
expandiert, eingefroren und ohne dramatische Verluste aufgetaut werden [Rakers
etal., 2011].

Der Explantatansatz wurde optimiert, indem einerseits mindestens eine Woche nach
dem ersten Auswachsen von Zellen mit der ersten Subkultivierung gewartet wurde,
und andererseits die Explantate beim Trypsinieren zunachst mit in die neue Flasche
genommen wurden. Dadurch konnte ein verbessertes Anwachsen der Zellen erreicht
werden. Da nach einigen Passagen die Zellkulturen eine stark fibroblasten-ahnliche
Morphologie zeigten (Abb. 4.4), kann vermutet werden, dass die fibroblasten-
ahnlichen Zellen entweder die epithelialen Zellen Gberwuchsen oder die Epithelzellen,
wie bei den Pimarkulturen der Schuppen beobachtet, schon nach den ersten
Subkultivierungen aufhérten sich zu teilen. Das starke Wachstum der fibroblasten-
ahnlichen Zellen fuhrte sogar zur Bildung von organoid-ahnlichen Kérpern, den OBs,
wenn die Kulturen nach Erreichen der Konfluenz nicht subkultiviert wurden (siehe
4.3). Auf der anderen Seite wurde das Wachstum durch eine zu geringe
Aussaatdichte stark verzdgert. Es kam zur beobachteten Inselbildung bis hin zu
statischen Zellkulturen. Daher war besonders die Initiierungsphase der Langzeit-
Zellkultur auBerst schwierig und die Wahl des richtigen Zeitpunkts der
Subkultivierung wichtig. Die Wahl des Mediums spielte eine ebenso wichtige Rolle.
Die Zellen zeigten zwar sowohl mit DMEM als auch mit WME ein gutes Wachstum,
allerdings veranschaulichte der Vergleich der Medien per Impedanzmessung, dass
spezielle Medien wie EpiLife nicht forderlich waren. Sowohl die Kurven fur dieses
Medium als auch die Kurve von WME mit nur 5 % FKS zeigten einen wellenférmigen
Verlauf, der als eine Inhibition der Mitoseaktivitdt der Zellen interpretiert werden
kann. So wird EpiLife, ein serum-freies Medium, speziell fr primdre Keratinozyten
hergestellt und verhindert die Mitose von Fibroblasten [Bayar et al., 2011]. Zunachst
wurden folglich die fibroblasten-ahnlichen Zellen am Wachstum gehindert. Die

langsam wachsenden epithel-ahnlichen Zellen erhéhten dann erst nach einigen
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Tagen den Zellindex. Bei Zugabe von 5% FKS trat ein dhnlicher anti-mitotischer Effekt
ein, wobei vermutlich generell zu wenige Zellen durch die Wachstumsfaktoren
stimuliert wurden. Eine Zugabe von 20 % FKS zeigte unabhangig vom Basalmedium
die hochsten Impedanzanstiege. Jedoch erwies sich die zusatzliche Zugabe von 1%
EGF nicht als férderlicher als die ausschlieBliche Verwendung von 20% FKS (siehe
Abb. 4.6 und 4.7). In dem hier durchgefiihrten Medienversuch konnten parallel zum
Zellindex keine morphologischen Befunde ermittelt werden. Deshalb kann nur
spekuliert werden, warum die Impedanzen fur 20% FKS-DMEM mit 1% EGF geringer
waren als fur 20% FKS-DMEM. EGF stimuliert nicht nur die Proliferation von
epithelialen Zellen, es wirkt ebenso foérderlich auf die Migration von Fibroblasten
[Gobin and West, 2003] und hat Auswirkungen auf die EZM [Colige et al., 1988].
Eventuell war die Proliferationsaktivitat der Fibroblasten daher zugunsten ihrer

Motilitat und der Produktion von Komponenten der EZM erniedrigt.

In der Langzeit-Zellkultur kénnte die Proliferationsfahigkeit der Fischzellen nach
langerer Kultivierung auch durch Seneszenz der Zellen beeinflusst werden.
Beobachtungen zur Seneszenz von Zellen wurden zundchst an Sdugetieren gemacht
und sind bekannt als sogenanntes Hayflick-Phdnomen, nach dem humane
Fibroblasten nach etwa 50 Zellteilungen seneszent werden, wahrend es bei der Maus
gerade einmal 14-28 Zellteilungen sind [Hayflick, 1979, Hayflick, 2000, Cristofalo
et al., 2004, Campisi, 2005]. In humanen Zellen wird die Seneszenz zum Teil durch
Telomer-Verkirzungen bei der Replikation der DNA bedingt. Diese replikative
Seneszenz spielt eine wichtige Rolle bei der Unterdriickung von Tumorentwicklungen
in langlebigen Organismen [Gorbunova and Seluanov, 2010]. Bei Mausen kommt
dies nicht vor, sie exprimieren Telomerase im Gewebe [Gorbunova and Seluanov,
2010]. Kleine, kurzlebige Mduse haben keine ausgefeilten Mechanismen evolviert,
um sich vor Tumorentwicklungen zu schitzen [Seluanov et al., 2008], da sich ihre
Zellen weniger haufig teilen und schnell seneszent werden. Entsprechend klein ist bei
Mausen das Hayflick-Limit. Kultiviert man Mausfibroblasten jedoch bei 3 %
Sauerstoff, werden sie immortal [Gorbunova and Seluanov, 2010]. Nach Freshney
(2010b) tritt Seneszenz bei Fischzellen in vitro nach 20 bis 80 Verdopplungen auf. Die
OMYsd 1x — Zellen konnten jedoch weitaus langer kultiviert werden. Bei einer

Verdopplungszeit von max. 7 Tagen und einer Gesamtkultivierungsdauer von Uber
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1100 Tagen (abzlglich kurzer und langerer Kryokonservierungen) sind rein
rechnerisch mittlerweile Gber 150 Populationsverdopplungen erreicht. Vermutlich
kommt es bei Fischzellen zu einer spontanen Immortalisierung, weshalb die OMYsd
1x — Zellen noch lange Zeit proliferieren. Spontane Immortalisierung beziehungsweise
unbegrenztes Wachstum von Fischzellkulturen wurde haufig beobachtet [Bols et al.,
2005].

Nicht nur die morphologischen Kriterien sowie das Wachstumsverhalten der Zellen
sind relevant fir die Charakterisierung einer Zellkultur, wie noch von Bols et al.
(2005) beschrieben, sondern insbesondere die Proteinexpressionsmuster einer Zelle,
nachgewiesen durch Antikérper, und die Expression entsprechender Gene,
dokumentiert durch PCR. Die Md&glichkeiten zur immunzytochemischen Markierung
in Fischgeweben sind jedoch limitiert. Es existieren lediglich wenige Antikérper am
Markt, die speziell gegen Fisch gerichtet sind und eine spezifische Kreuzreaktion von
gegen Sauger gerichteten Antikdrpern in Fischen ist selten eindeutig gegeben. Nur
der in dieser Arbeit fir Kollagen Typ 1 verwendete Antikdrper war gegen das
entsprechende Fischprotein gerichtet, weshalb hier die Spezifitat gesichert war. In
dieser Arbeit wurde daher zundchst die Kreuzreaktivitat verschiedener Antikdrper an
OMYsd1x — Zellen getestet (siehe Tab. 7.2 im Anhang). Solche
immunzytochemischen Untersuchungen sind im Gegensatz zu anderen Zelllinien aus
Fischen [Servili etal, 2009, Ciba etal., 2008] bislang nicht an
Regenbogenforellenzellen durchgefihrt worden. Die &hnliche Lokalisation der
Antikérper in den fur ihre Antigene typischen Gewebeschichten auf den
Hautschnitten und die Ubereinstimmende subzelluldre Lokalisation lieBen darauf
schlieBen, dass die Antikorper spezifisch an ihr homologes Ziel banden. Dennoch
gehdren beispielweise die Zytokeratine einer groBen Familie von intermediaren
Filamenten an, deren Aminosauresequenzen einander stark dhneln. So konnte Uber
eine BLAST (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) -Suche festgestellt werden, dass
69 % der Aminosduren von Zytokeratin 18 aus O. mykiss identisch mit ihrem
humanen Homolog sind. GleichermalBen zeigt aber auch Typ | Keratin E7 eine 66 %-
ige und Typ | Zytokeratin 13 eine 65 %-ige Ahnlichkeit. Aus wenigen urspriinglichen

Keratinen hat jede Vertebratenklasse eine Vielfalt an gewebespezifischen Keratinen
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entwickelt, wahrend sich die Abstammungslinien weiter verzweigten [Mauger et al.,
2009]. Dies gilt sowohl zwischen verschiedenen Arten als auch auf Ordnungs-,
Familien- und Gattungsebene [Schaffeld and Markl, 2004]. Daher sind die meisten
der humanen Keratine vermutlich nicht ortholog zu den Keratinen im Fisch. Es kann
nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob der gegen das humane Protein gerichtete
Zytokeratin-Antikdrper CK18 ausschlieBlich  Zytokeratin 18 in  Geweben der
Regenbogenforelle farbt oder méglicherweise auch andere Zytokeratine. Aus diesem
Grund wurden zusatzlich RT-PCR-Analysen mit fir das CK78-Gen spezifischen
Primern durchgefihrt, die eine Expression der CK18 mRNA in den Langzeit-

Zellkulturen belegten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass bereits in der Primarkultur der Vollhaut-
Explantate signifikante Verdanderungen in den Zellen stattfanden (siehe Abb. 4.13).
Die Zellen exprimierten in den ersten Tagen noch wenig CK18. Nach sechs Tagen
jedoch wurde CK18 verstarkt in den Zellen gefunden, insbesondere am
Wachstumsrand der Zellpopulation. Im Verlauf der Kultivierung der OMYsd1x — Zellen
konnten durch den Einsatz dieses spezifischen Markers ektodermal abstammende
Zellen nachgewiesen werden. Aber auch Zellen mesodermalen Ursprungs konnten
durch Kollagen Typ 1-positive Zellen gezeigt werden. Interessanterweise wurden
Kollagen Typ 1 und Zytokeratin 18 in der Langzeit-Zellkultur meist gleichzeitig und in
nahezu 100% der Zellen Uber Antikdrperfarbungen nachgewiesen. Die Ergebnisse
der RT-PCR hingegen zeigten, dass die Expression des Kollagen Typ 1 - Gens stark
variierte, wahrend CK18 stets gleichmalBig stark exprimiert wurde (Abb. 4.10). Eine
gleichzeitige Expression dieser Marker wurde in anderen Studien bislang nicht
gezeigt. So wird davon ausgegangen, dass eine Protein-Expression von CK18 nur in
mehr ausdifferenzierten, epithelialen Zellen vorkommt [Markl and Franke, 1988,
Tschentscher et al., 1997], wahrend Kollagen Typ 1 vor allem in Bindegewebszellen
exprimiert wird [Guellec etal.,, 2004]. Es ist ferner bekannt, dass sich das
Expressionsmuster von Zytokeratinen in der Regenbogenforelle von denen in héheren
Vertebraten unterscheidet [Markl and Franke, 1988]. Wahrend CK18 in humanen
und anderen tetrapoden Geweben typisch fir epitheliale Zellen [Tschentscher et al.,

1997], insbesondere fiur interne Epithelien der Leber und des Darms ist [Schaffeld
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et al.,, 2003, Mauger et al., 2009], kommt es in Fischen auch in externen Epithelien
wie der Epidermis vor [Markl and Franke, 1988]. Allgemein wird CK18 in vielen
Epithelien gefunden und kann daher als Marker fur differenzierte Epithelien
angesehen werden. In humanen Fibroblasten wirde man CK18 hingegen nicht
vermuten, nur bei spontaner Transformation der Zellen [Markl and Franke, 1988].
Verschiedene Untersuchungen suggerieren jedoch, dass die Expression von CK18 mit
Stammzelleigenschaften von in vitro kultivierten Zellen aus adulten Geweben hdherer
Vertebraten assoziiert werden kann [Ciba et al., 2009]. Dazu gehéren zum Beispiel
auch aus Speicheldrisen gewonnene Zellen [Matsumoto et al., 2007]. Es wurde
auBerdem festgestellt, dass Keratine wie die CK8/18-Filamente als Vermittler von

Resistenzen gegen Apoptose fungieren [Townson et al., 2010].

Kollagen Typ 1 hingegen wird in héheren Organismen im Bindegewebe gebildet und
in die EZM eingebaut. Es wird von Fibroblasten gebildet, die jedoch bislang noch sehr
schlecht charakterisiert sind. So existiert beispielsweise eine groBe Variabilitdt von
humanen Fibroblasten-Phdanotypen [Werner et al., 2007]. Mesenchymale Zellen wie
Adipozyten koénnen in Fibroblasten de-differenzieren, wahrend dermale Fibroblasten
einen neuen Differenzierungsstatus erhalten kénnen und in Myofibroblasten
differenzieren [Werner etal., 2007]. In jungen Zebrafischen kann wahrend der
Entwicklung der Haut Kollagen in Form von Prokollagen aber auch von epithelialen
Zellen gebildet werden [Guellec etal., 2004], was vermuten lasst, dass diese
Moleklle zunachst Uber Exozytose aus den Zellen in den subepidermalen Raum
verfrachtet werden. Diese Fragen konnten jedoch bislang noch nicht beantwortet
werden. Sobald jedoch Fibroblasten in die Dermis eingewandert sind, Ubernehmen
sie die Kollagenproduktion von epidermalen Zellen [Guellec et al., 2004]. Es ist

bislang nicht erforscht, ob dies ebenso fur die Zellkultur gilt.

Die hier gefundenen Resultate sprechen ebenso fir Zellen, die myoepithelial (Marker
waren Zytokeratine oder alpha-SMA) oder myofibroblastar (Marker waren Kollagen
Typ 1 oder Vimentin) differenziert sind. Alpha-SMA und Vimentin wurden jedoch
beide in OMYsd1x — Zellen gefunden (Abb. 7.2 im Anhang). Es war folglich sehr
schwer, die bekannten Expressionsmuster von Proteinen in vivo mit denen in vitro in
der Langzeit-Zellkultur zu korrelieren. Die Ergebnisse suggerieren jedoch, dass einige

Zellen einen intermediaren Status erhalten, der stammzell-ahnliche Eigenschaften
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aufweist. Dieser Zelltyp kénnte eine Progenitorzelle mit multi- oder gar pluripotenten
Eigenschaften sein, die einerseits in Epithelzellen, andererseits in Fibroblasten
differenzieren kann (Abb. 5.1). Fur Fischzellen kann aufgrund der fehlenden
Stammzell-/Progenitorzellmarker dartber jedoch nur spekuliert werden. Bislang
konnte  man in Fischen durch Transplantation  GFP-markierter  Zellen
Stammzellpopulationen, beispielsweise in der Niere, nachweisen [Diep et al., 2011].
Da in der humanen Haut verschiedene Stammzellpopulationen belegt wurden,
darunter bulge SCs mit ausgewiesenem keimblatt-unabhangigen, pluripotenten
Stammzellpotential [Zouboulis et al., 2008], kann auch fir die Fischhaut vermutet

werden, dass sich dort Stammzellpopulationen befinden.

In vitro haben sowohl der Verdauungsprozess bei der Isolierung der Zellen aus dem
Gewebe als auch die Kultivierung auf einer Plastikoberflache starke Auswirkungen,
sodass die Zellen offenbar in einen Zustand versetzt werden, der sich vom Zustand
des Herkunftsgewebes unterscheidet. Verschiedene weitere Bedingungen in der
Kultur koénnen zu Veranderungen der Population fihren. Dazu zdhlen
Aussaatdichten, subkonfluente oder konfluente Kultivierung Gber die Zeit und
abiotische Parameter wie pH, Temperatur [Kondo and Watabe, 2004] und CO,. Auch
eine defizitdre Nahrstoffversorgung in der Zellkultur sollte vermieden werden, da sie
zu Stressreaktionen fUhren kann. Die beobachtete Inselbildung der Zellen in den
ersten Passagen deutet ebenfalls auf einen Prozess hin, der zunachst epithelialen
Zellen die Adhdasion an die Zellkulturplastik erméglicht und anschlieBend aufgrund
der geringen Proliferation dieses Zelltyps zu einem Vorteil fir die starker
proliferierenden fibroblasten-ahnlichen Zellen flhrt. Diese bilden in spateren
Passagen einen konfluenten Zellrasen. Neben einer solchen Entwicklung ist ebenfalls
eine Transdifferenzierung von Zellen wahrend der in vitro - Kultivierung denkbar. In
der Zellkultur konnten die Zell-Zell-Kommunikation zwischen den Zellen oder
Transdifferenzierungen von einzelnen Zellen zu Verdnderungen einzelner
Zelleigenschaften  fuhren. Eine Transdifferenzierung epithelialer  Zellen in
mesenchymale Zellen ist bekannt und von [Mauger etal., 2009] als epithelial-
mesenchymal transition (EMT) beschrieben. Sie tritt normalerweise in frihen

Entwicklungsstadien von Vertebraten auf. Mauger et al. (2009) zeigten, dass
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Fibroblasten, die sie aus Goldfischflossen isolierten, positiv fir CK18 waren, wahrend
epitheliale Zellen kein CK18 exprimierten. Da auch sie bei der Explantation der
Goldfischhaut eine Veranderung der Anteile von epithelialen und fibroblasten-
ahnlichen Zellen beobachteten, diskutieren sie das Auftreten einer EMT als moglichen
Grund [Mauger etal.,, 2009]. Ein solcher Prozess erfordert jedoch spezifische
extrazelluldre Aktivatoren. Die EMT wird von miteinander interagierenden Signalen
wie |6slichen Wachstumsfaktoren (TGFB, FGF, EGF und SF/HGF) sowie Komponenten
der EZM wie Kollagen und Hyaluronsdure ausgeldst. In erwachsenen Organismen
wurde eine EMT bislang nur unter pathologischen Umstanden hervorgerufen [Thiery
and Sleeman, 2006]. Bei der Wundheilung in vivo spielt die EMT ebenfalls eine
wichtige Rolle. So unterliegen humane Keratinozyten einer Serie von Wechseln
hinsichtlich Polaritdt, Alterationen im Actinzytoskelett, Unterbrechung von Zell-Zell-
Kontakten oder mobilen Fahigkeiten. Keratinozyten erhalten aber auch epitheliale
Charakteristika wahrend der Re-Epithelialisierung zurtick [Thiery and Sleeman, 2006].
Unter Umstanden ist der Effekt der Einbringung der Zellen in die in vitro — Kultur
jedoch ein vergleichbar , schwerer” Einschnitt, da die Zellen nicht langer im Gewebe
integriert sind und ihnen Signale zu ihrer Identitat fehlen. Wie an den Explantaten
gezeigt, kommt es nach wenigen Tagen bereits zu einer Hochregulation des CK18 in
einigen Zellen (Abb. 4.13). Diese Verdnderungen lassen Raum fur Spekulationen Gber
eine mogliche Transdifferenzierung der Zellen in der Kultur. Auch bei Molch-
Augenlinsen kommt es bei kultivierten Explanten zu einer Transdifferenzierung
[Grogg et al., 2005]. Eine grundliche Analyse von Aktivatoren, wie bestimmter
Zytokine (SNAI1, TGFB1), kénnte den Nachweis einer EMT in der in vitro Kultur
erbringen. Zudem wadrden real-time PCR — Daten Erkenntnisse liefern, wie hoch die

Expressionslevel von Zytokeratinen oder Kollagenen einer jeden Passage sind.
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Abbildung 5.1 | Szenario einer méglichen epithelialen Zellplastizitdt der in vitro Kultur von
Regenbogenforellen-Hautzellen im Zuge der epithelialen-mesenchymalen-Transition (EMT).
Das Diagramm zeigt den Zyklus von Ereignissen, wahrend derer epitheliale Zellen in mesenchymale
Zellen transformiert werden koénnen und vice versa. Die verschiedenen Stufen der EMT und der
umgekehrte Prozess der mesenchymal-epithelialen Transition (MET), der allerdings noch kaum
erforscht und in der Fischzellkultur bislang nicht dokumentiert wurde, werden von Effektoren
moduliert, die sich gegenseitig beeinflussen kénnen. Wichtige Ereignisse wie der Verlust von tight
junctions oder Desmosomen wahrend der EMT werden angedeutet. Eine Dedifferenzierung der
epithelialen Zellen zu Vorlduferzellen, die dann in mesenchymale Zellen differenzieren, kann ebenso
vermutet werden, wie eine direkte Transformation. Eine Anzahl Marker wurde bereits als EMT-
charakteristisch identifiziert, wobei in der Fischzellkultur neben E-cadherin und Zytokeratin 18 als
Vertreter der epithelialen Marker glattes Muskelaktin, Vimentin und Kollagen Typ 1 als mesenchymale
Marker gefunden wurden. E-cadherin: epitheliales Cadherin; EZM: extrazelluldre Matrix; MFs:

Mikrofilamente. Modifiziert nach [Thiery and Sleeman, 2006].

5.1.3 Selbsterneuerung, Regenerationsfahigkeit und Wundheilung im
Fischzell-Modell

Die Moglichkeit, dass der EMT-Prozess dazu beitragt, die Selbsterneuerungsfahigkeit
von Zellen zu vermitteln, wurde von Mani et al. (2008) in Betracht gezogen. In der
Tat sind die Prozesse zumindest oberflachlich gesehen mit denen vergleichbar, die bei

Gewebereparatur und Regeneration auftreten. Diese erlauben adulten Stammzellen,
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ihre Nischen zu verlassen, um an den geforderten Stellen zur Regeneration und
Homoostase eines Gewebes beizutragen [Kondo et al.,, 2003, Mani et al., 2008].
Mani et al. (2008) konnten zeigen, dass Zellen, die in vitro eine EMT durchlaufen
hatten, sich in vielen Aspekten wie Stammzellpopulationen aus normalem und
neoplastischem (tumordsem) Gewebe verhielten. Dies bedeutet, sie produzierten
unter anderem Mammosphdren, sekunddre Strukturen in einer kinstlichen
extrazelluldren Matrix wie dem Matrigel und exprimierten spezifische Marker
verschiedener Keimbahnen. Offenbar gibt es eine Verbindung zwischen Stammzellen
und Zellen, die eine EMT durchlaufen haben, da beide zur Remodellierung von
Geweben wahrend der Embryogenese beitragen, aber auch fir bestimmte Aspekte
der Wundheilung wichtig sind [Mani et al., 2008]. Auch die Ergebnisse der Langzeit-
Zellkultur zeigen, dass OMYsd1x — Zellen dreidimensionale Strukturen produzieren
und Marker verschiedener Keimblatter exprimieren (siehe 4.2.3 und 4.3). Damit
weisen sie Eigenschaften von Stammzellen oder tumorésem Gewebe auf.
Moglicherweise entsprechen sie aber auch einem unbekannten, intermedidren

Zelltyp.

Intermedidre Zellstadien entstehen, wenn eine differenzierte Zelle in eine mehr
plastische oder starker proliferative Form dedifferenziert. Eine Identifizierung von
spezifischen Markern fir solche Zwischenstadien ware auBerst wertvoll, um genauere
Erkenntnisse  Gber die OMYsdix — Zellen im Speziellen und Uber
Regenerationsprozesse im Allgemeinen zu erlangen [Poss, 2010]. Dedifferenzierung
ist in der in vitro Kultur kein seltenes Phanomen. Sie konnte sowohl bei
pankreatischen [Rapoport etal.,, 2009b] als auch anderen glandularen Zellen
[Rapoport et al.,, 2009a] beobachtet werden. Wodurch diese Dedifferenzierungen
ausgeldst werden, ist noch unklar. Es werden daher verschiedene experimentelle
Wund- und Verletzungsmodelle benétigt, wenn die an diesen Prozessen beteiligten
Schlisselzellen untersucht werden sollen [Poss, 2010]. Deshalb koénnte eine
Explantatkultur aus Fischhaut ein ideales Modell darstellen. Hier liegen neben den an
der Wundheilung beteiligten epidermalen Zellen, welche laut Literatur [Poss, 2010,
Knopf etal., 2011] ausschlieBlich wiederum epidermale Zellen regenerieren, auch
dermale Zellen vor, die neben der Dermis auch skelettale Bestandteile, zum Beispiel

Schuppen, generieren kénnten. Neue Studien zeigen, dass nicht-epitheliale (nicht-
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keratinozyte) Zellen wie Becherzellen oder lonozyten, die den aktiven lonentransport
bewerkstelligen und entsprechend an der Osmoregulation des Fisches beteiligt sind,
aus einem gemeinsamen Vorlaufer entstehen, der Uber das Gen grhl/1 (engl.
grainyhead-like1) erkannt werden kann [Janicke et al., 2010]. Ein solches Gen in der
in vitro Kultur nachzuweisen wirde zeigen, dass dort Zellen mit Progenitorstatus

vorliegen.

Aus anwendungstechnischen Aspekten interessiert sich die medizinische Forschung
bereits fur die Fischhaut [Rakers et al., 2010]. So soll die Effektivitat, Sicherheit und
Immunogenitat der EZM aus der Fischhaut fir chronische Wunden im Menschen
getestet werden [Baldursson, 2011]. In diesem Zusammenhang konnte bereits
gezeigt werden, dass Fischschuppen-Kollagenpeptide den Saugerkollagenpeptiden
hinsichtlich ihrer guten antibakteriellen Aktivitdt und der gleichzeitigen guten
Biokompabilitat in vitro Uberlegen sind. Zudem unterstltzten diese Peptide die
Proliferation von Fibroblasten [Wang etal., 2011]. Fibroblasten synthetisieren
normalerweise stets geringe Mengen an Kollagen, um die Integritat der EZM zu
gewahrleisten [McGaha et al.,, 2002]. Wahrend der humanen Wundheilung kommt
es durch einen Wechsel in der Balance zwischen EZM-Synthese und -Abbau zu einer
verstarkten Anlagerung von fibrésem Material an der Wunde [McGaha et al., 2002].
Normalerweise dauert dieser Wechsel nur kurz an und das fibrése Material wird
wieder abgebaut. In chronischen Wunden geschieht dies jedoch nicht. Hier lagern
sich Kollagen Typ 1 und 3 ab, wobei noch nicht geklart ist, ob dies durch die
Fibroblasten selbst oder durch den Einfluss von Zytokinen erfolgt [Martin, 1997,
McGaha et al., 2002]. Eventuell kénnte anhand des in dieser Arbeit vorgestellten
Fischhautmodells auch der wechselseitige Einfluss verschiedener Zelltypen und ihre
Kommunikation (Uber Zellkontakte, Zytokine, Wachstumsfaktoren, EZM) untersucht
werden. Wenn, wie in dieser Arbeit gezeigt, Schuppenzellen in der unmittelbaren
Umgebung zu mesenchymalen Zellen langer Uberleben, betont dies die Wichtigkeit
der Schaffung von Interaktionsflachen fur verschiedene Zelltypen beziehungsweise
von kunstlichen Nischen in vitro. Besondere Bedeutung bekommt diese Hypothese im
Rahmen der Erschaffung klnstlicher dreidimensionaler Testsysteme in vitro, da solche
Zell-Zell-Interaktionen fir die Nachbildung eines in vivo - Gewebes eminent wichtig

sind. Wurden die epithelialen Zellen der Schuppen auf oder in Zellrasen von
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OMYsd1x — Zellen ausgesat (siehe 4.3), war das Uberleben der epithelialen Zellen
verbessert, was diese These stltzt. Eine Orientierungsmaoglichkeit fur Zellen in der
Kultur kann daher hilfreich sein, wenn man bestimmte differenzierte Zelltypen
erhalten mochte. Die fibroblasten-dhnlichen Zellen der OMYsd1x kénnten dazu
beitragen, epitheliale Zellen aus den Schuppen in vitro zu integrieren. Wie wichtig die
zellulare Mikroumgebung fir das Uberleben von Zellen ist, zeigten Jeanes et al.
[Jeanes etal., 2011] fur Brustepithelzellen. Sie erklaren zudem, dass die zellulare
Umgebung wichtiger fur die Proliferation von  Epithelzellen sei als

Wachstumsfaktoren.

5.2 Generierung eines 3D-Fischhautmodells

Zum ersten Mal wurden in dieser Arbeit zwei Zelltypen eines Fisches in vitro
zusammengefihrt und auf diese Weise Primarzellen aus
Regenbogenforellenschuppen mit Langzeitkulturen aus Regenbogenforellenvollhaut
kombiniert. Der erste Ansatz bestand dabei in der Markierung der verschiedenen
Zellquellen, damit die Zellen nach einer Zusammenfihrung wiedergefunden werden
konnten. Der Versuch, die Zellen mit Nanopartikeln zu markieren, muss aus den zwei
folgenden Grinden noch optimiert werden. Erstens wurde bei einer Markierung mit
5 uM der Nanopartikel (NP) keine homogene Verteilung erzielt, sodass einige Zellen
unmarkiert blieben, wahrend die NP in anderen Zellen akkumulierten. Eine optimale
Konzentrationsermittlung der NP im Vorfeld ware daher ndtig gewesen, um bessere
Resultate zu erreichen. Zweitens war es durch die heterogene Verteilung der NP, die
offenbar nach einer Zellteilung auftritt, nicht mdglich, alle Zellen nach dem
Zusammenfihren wiederzufinden (Abb. 4.17). In einem zweiten Ansatz wurde ein
konfluenter Zellrasen aus OMYsd1x — Zellen gezielt auf einer definierten Flache
abgeschabt und eine Freiflache geschaffen, in die eine Schuppe eingesetzt werden
konnte. Eine Interaktion beider Zelltypen konnte Uber eine verstarkte Proliferation
und Migration von epithel-dhnlichen Zellen in Richtung der fibroblasten-dhnlichen
Zellen gezeigt werden. Diese konnte durch Lichtmikroskopie und mittels Antikdrper-
Markierung tber die Ausbildung von Lamellipodien bestatigt werden (Abb. 4. 19 und

4.20). Bereits Svitkina et al. (1997) zeigten, dass epidermale Keratozyten aus
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Schwarzen Tetra (Gymnocorymbus ternetzi) - Schuppen eine starke Lokomotion,
ausdauernde Polaritat und eine einfache, aber stabile Form besitzen und somit als
ideales Modell fur die Aktin-Myosin-Mechanismen in Zellbewegungen dienen.
Vermutlich wird diese auch hier beobachtete Bewegung von Signalen der
fibroblasten-dhnlichen Zellen hervorgerufen. Wenn keine OMYsd1x — Zellen in der
Kulturschale vorlagen, waren die epithel-dhnlichen Zellen der Schuppen nach
wenigen Tagen statisch und wurden apoptotisch. Die OMYsd1x — Zellen bildeten
vermutlich eine Art Nische, in der sich die Epithelzellen aus den Schuppen schneller
orientieren konnten und somit apoptotische Vorgange verhindert wurden. Fir eine
Periode von drei Wochen wurden in der zusammengefihrten Kultur keine Effekte
wie Apoptose oder Seneszenz beobachtet, welche durch vermehrte Vakuolenbildung,
der Ausbildung von Stressfasern oder dem Ablésen von Zellen beobachtbar gewesen
wadren. Dies ist eine Voraussetzung fir die Entwicklung eines dreidimensionalen
Testsystems, bei dem das Uberleben verschiedener Zelltypen unabdingbar ist. Weitere
Beobachtungen des Interaktionsprozesses von Schuppenzellen und Vollhautzellen
waren beispielsweise durch den Nachweis von Zell-Zell-Kontakten Uber Vinculin oder

B-Catenin mdglich.

In humanen Hautmodellen werden Fibroblasten als Basis fur den Aufbau der
epidermalen Hautschicht aus Keratinozyten genutzt. Es wurde dort bereits
festgestellt, dass sich dies positiv auf die Vitalitat der Keratinozyten auswirkt und zu
einer Stratifizierung der kunstlichen Haut fuhren kann [Mertsching et al., 2008,
Semlin et al., 2011]. Die Verwendung von fibroblasten-ahnlichen OMYsd1x — Zellen,
die eine EZM - gekennzeichnet durch den Nachweis von Kollagen Typ 1 -
produzieren, bilden vermutlich ebenfalls eine gute Grundlage fur die epithel-
ahnlichen Zellen aus den Schuppen. Bereits Blair et al. (1990) konnten zeigen, dass
die EZM als Anker fur die Anheftung von Leberzellen aus Fischen dienen kann.
Kinftige Untersuchungen der Zytokin-Sekretion der OMYsd1x — Zellen zum Zeitpunkt
der Schuppenintegration kénnten weitere Erkenntnisse Uber die epidermalen-
dermalen Interaktionen liefern und die Entwicklung eines dreidimensionalen
Fischhautmodells unterstitzen (Abb.5.2). Fibroblasten beispielsweise sezernieren TGF-
B1, welches die Synthese von Kollagen Typ 1 und die Matrix-Metalloprotease-1

(MMP-1) - Expression induziert [Scheithauer und Riechelmann, 2003]. Sie stimulieren
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sich demnach auch gegenseitig. Wird die TGF-B1-Sekretion dann noch erhéht, wenn
epitheliale Zellen hinzukommen? Wie beeinflussen epitheliale Zellen wiederum die
Sekretion von Zytokinen in Fibroblasten? Eine weitere Moglichkeit, um diese
Interaktionen zu Uberprifen, ware der Einsatz einer Air-Lift-Kultur fdr
Fischhautmodelle. In einer solchen, indirekten Kokultur kénnten Primadrzellen Uber die
zeitweise Zugabe einer Hautbiopsie, die von der Primarkultur durch eine Membran
getrennt ist, stimuliert werden. Der Vorteil dieser Methode ist, dass durch die
PorengroBe der Membran von 0,4 um nur I6sliche Faktoren ins Medium diffundieren
kdnnen. Ein solches System wurde von Petschnik et al. (2011) zur gerichteten
neuronalen Differenzierung von humanen Stammzellen, zum Teil auch aus humaner
Haut, etabliert. Der Vorteil des hier vorgestellten Modells gegeniber der Air-Lift-
Methodik ist, dass vollstandig auf Biospien verzichtet werden kann. Die notwendigen
Primarkulturen aus den Schuppen sind mehrfach generierbar, ohne dafir ein Tier

t&ten zu mussen.
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Schuppen-Primarkultur Langzeit-Zellkultur Kultivierte
aus Vollhaut Regenbogenforellen-
zellen

Gewebe-Rekombination

EMT, Zell-Zell-
Interaktionen,
parakrine
Faktoren,
Regeneration

In vitro — Hautkonstrukt der
Regenbogenforelle

Anwendungals 3D - Testsystem

Abbildung 5.2 | Artifizielles Fischhautmodell. Schematische Darstellung eines méglichen Weges
von kultivierten Fischhautzellen zu einer Verwendung von Fischhautzellen fir ein Gewebekonstrukt,
das als dreidimensionales Testsystem dient. Zunachst werden aus zwei verschiedenen Quellen, der
Langzeitzellkultur aus Haut-abgeleiteten Regenbogenforellenzellen und aus Primarkulturen der
Schuppen, verschiedene Zellen in vitro zusammengebracht (epitheliale Zellen: rot, fibroblasten-ahnliche
Zellen: grin, mogliche Vorlduferzellen: weiB). Durch Interaktion der unterschiedlichen Zelltypen und
deren Beitrag zur Extrazelluldren Matrix ist es eventuell méglich ein Fischhautkonstrukt zu generieren,
welches neben grundlagenorientierten Fragestellungen zur Interaktion von verschiedenen Zelltypen
und einem Vorkommen epithelialer-mesenchymaler Transition auch als dreidimensionales Testsystem

eingesetzt werden kdnnte. EMT: Epithelial-mesenchymale Transition.
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5.3 Untersuchung der Zytotoxizitit von unterschiedlichen
Kupfersulfat (CuSO4) - Konzentrationen an Fischzellen und

Saugerzellen

In dieser Arbeit wurde die Anwendungsmadglichkeit der etablierten Fischzellkultur
OMYsd1x als vorangestelltes Screeningverfahren fir toxikologische Analysen
untersucht. Die Vorteile eines solchen in-vitro-Testsystems waren die
Kontrollierbarkeit der Umgebung der Zelle, die Eliminierung von systemischen
Einflissen, verminderte Variabilitat zwischen den Experimenten und praktische wie
ethische Aspekte [Kammann et al., 2000]. In Vorversuchen an Fischzellen aus dem
sibirischen Stoér, die mit unterschiedlichen Konzentrationen an Quecksilberchlorid
versetzt wurden, konnte eine erhéhte Empfindlichkeit dieser Fischzellen im Vergleich
zu humanen Hautzellen gezeigt werden [Danner et al., unvertffentlicht]. Zwei
Studien wiesen zudem auf eine gute Korrelation zwischen Zelltoxizitat und akuter
Fischtoxizitat hin [Schirmer, 2006, Tanneberger et al., 2010]. Ziel war deshalb die
Entwicklung eines Testsystems auf der Basis von Regenbogenforellenvollhautzellen,
welches bereits frihzeitig und sensitiv auf molekularer Ebene oder auf Zellebene
reagiert. Dabei sollte die Toxizitat eines in Wasser oder Medium geldsten Stoffes als
Summenparameter erfasst werden. Als Testsubstanz wurde Kupfer in Form von
Kupfersulfat-Pentahydrat (CuSO,) ausgewahlt, da es in der Umwelt vielfaltig auftritt.
Aber erst durch die Industrie sowie durch die Verwendung von kupferhaltigen
Pflanzenschutzmitteln gelangt es auch in toxisch wirkenden Dosen ins Wasser
[Pelgrom et al., 1995]. In vivo durchstromt in Wasser geléstes CuSO, in Form von
Kupfer- und Sulfationen zuerst die Kiemen des Fisches und benetzt die duBere
Hautschicht. Dort beeinflusst es die lonenregulation der Zellen, was zu einer
Hyponatriamie, einem Mangel an Natrium, fGhren kann [Stagg und Shuttleworth,
1982, Bonga, 1997]. Zusammen mit den intrazelluldr entstehenden reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) fuhren diese Reaktionen zu einer gesteigerten Toxizitat.
Andere Studien zeigten, dass die CuSO,-Zugabe zu Hepatozyten der Regenforelle
zum Anstieg von ROS wie Superoxid- oder Peroxidionen fihrt, die aufgrund ihrer
Radikalwirkung in der Lage sind, Makromolekile der Zelle zu zerstéren und die Zelle
zu schadigen [Berg et al., 2003]. Neben den ROS fihrt die Wirkung des CuSO, auch

zu einem Anstieg der Peptide und Proteine, die fir die Reduzierung von ROS
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zustandig sind (z.B. Glutathion oder Superoxid-Peroxidasen). Ubersteigt die CuSO,-
Wirkung die Kapazitat der ROS-reduzierenden Enzyme, sinkt die Zellviabilitat [Farmen
etal,, 2010]. Aufgrund der natlrlichen Variabilitat der Testorganismen und der
Testbedingungen sind die beschriebenen Wirkungen jedoch haufig nur sehr schwer
und zudem ungenau zu bestimmen. Daher wurde hier fir die Auswertung der
xCELLigence — Kurven als typische toxikologische KenngréB3e der EC, — Wert gewahlt
und mit den LC,, — Werten der Literatur far in vivo Versuche verglichen. Da
Literaturangaben zu vergleichbaren LC;, — Werten je nach Organismus, Art des
Wirkstoffs und Wirkungsweise zwischen 24 - 96 h gemacht werden, sind an dieser
Stelle insbesondere die EC;, — Werte nach 24 h und 92 h interessant. Die hier
berechneten EC., - Werte liegen nach 24 h zwar gegentber 92 h grob um den Faktor
10 hoher, allerdings ist anhand der xCELLigence — Versuche deutlich zu erkennen,
dass beispielsweise bei den Fischzellen bei einer Zugabe von 0,1 mg/ml CuSO, nach
30 h der Zellindex steigt. Die Zellen scheinen sich zu erholen. Damit zeigt der Einsatz
des xCELLigence RTCA eindeutige Vorteile gegenliber anderen Tests, da hier Uber
den Verlauf der Zeit einerseits beobachtet werden kann, wie lange eine Substanz
einen negativen Effekt auf die Zellen hat (Zellindex sinkt) und andererseits festgestellt
werden kann, wann sich moglicherweise Zellen regenerieren oder Uberlebende Zellen
wieder proliferieren (Zellindex steigt). Die Dynamik eines biologischen Systems kann
dadurch in Echtzeit sehr gut dargestellt werden, die andere Assays aufgrund der
Betrachtung eines einzelnen Endpunktes nicht wiedergeben kénnen. Ein weiterer
Vorteil besteht in der Tatsache, dass man die Zellen nicht markieren muss und somit
keine Abschwachung eines Signals auftreten kann. Der Nachteil dieses Systems liegt
jedoch in der indirekten Messung von Adhasion, Proliferation und Viabilitdt Gber die
Impedanz der Zellen in Form des dimensionslosen Zellindex. Es ist zudem nicht
maoglich, wahrend eines Versuchs die Zellen mikroskopisch zu betrachten. Daher kann
nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob beispielsweise ein beobachteter Anstieg des
Zellindex mit einer verstarkten Proliferation von Zellen oder einer verdnderten
Morphologie zusammenhangt. Das xCELLigence RTCA erlaubt auch keine Aussagen
Uber die Vitalitadt einer Zelle. Eine Kombination des xCELLigence RTCA mit einer
Zeitraffer-Kamera sowie weitere zuverldssige Vitalitdtstests waren deshalb ideal, um

diese Nachteile zu kompensieren.
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Die Landerarbeitsgemeinschaft Wasser (LAWA) hat als Zielvorgabe zum Schutz von
Oberflachengewassern als vertretbare Konzentration fir Kupfer (d.h. in Wasser
geloste, bioverfugbare Kupferionen wie Cu?*, CuOH*, Cu,0OH**) auf der Basis der
vierfachen mittleren nattrlichen Hintergrundkonzentration einen Wert von 4 pg Cu/L
empfohlen. Zur Toxizitat von Kupfer fir Gewasserorganismen schwanken die in der
Literatur vorhandenen Angaben im Bereich von bis zu zwei Zehnerpotenzen
[Spangenberg, 1999]. Fir Fische (Vertreter O. mykiss) wurde als LC., - Richtwert fir
den akuten Toxizitdtstest 10 mg Cu/L bei einer Expositionsdauer von 96 h im
Durchfluss ausgegeben. LC., - Werte fur Kupfer in Form von CuSO, liegen bei etwa
74 ug/L fur den Zebrafisch D. rerio [Campagna et al., 2008, Hernandez und Allende,
2008]. Die in dieser Arbeit gemessenen EC., - Werte fur OMYsd1x von
durchschnittlich 310 mg CuSO,/L nach 24 h Exposition mussen aufgrund des
eingesetzten Pentahydrats noch anhand der molaren Massengewichte umgerechnet
werden. Dadurch sind in 309 mg CuSO, e 5 H,0 reell ca.198 mg CuSO, und ca. 79
mg Cu-lonen enthalten. Die Werte lagen damit um ca. den Faktor tausend hoher als
beim Zebrafisch in vivo. Bei einem Einsatz von 79 mg Cu/L zeigten also 50% der
Zellen einen Effekt. Dieser muss aber nicht zwangslaufig letal sein. Wie Abb. 4.21
zeigt, war der Zellindex bei Zugabe von umgerechnet 100 mg CuSO,/L nach 92 h
ahnlich hoch wie bei der Kontrolle. Hier hatte das verfiigbare Kupfer folglich keinen
oder sogar einen leicht stimulierenden Effekt. Nach den Ergebnissen ist ein Effekt, der
den Zellindex um 50% reduziert, zwischen 100 mg und 200 mg CuSO,L zu
erwarten. Ein Absinken des Zellindex kann mit verringerter Adhasion der Zellen
korreliert werden, was auf eine mogliche Letalitat der Zellen hinweist. Auf die
Regenbogenforelle bezogen liegen die Werte nach 24 h damit um den Faktor 8
hoher als in vivo nach 96 h. Schirmer (2006) zeigte, dass Fischzellen im Vergleich zum
lebenden Fisch etwa zehnmal weniger sensitiv reagierten, aber die Daten mit den
Ergebnissen der in vivo Versuche korrelierten. Die hier gemessenen Werte bestatigen
daher die Literaturdaten, erharten jedoch nicht die aus den Vorversuchen gezogenen

Annahmen einer hdheren Sensitivitat gegentber humanen Zellen.

Die deshalb zusatzlich durchgefihrten Zeitraffer-Aufnahmen (Abb. 4.27) zeigten
deutlich, dass bei einer Konzentration von 200 mg/L nach bereits kurzer Einwirkung

von CuSO, Zellen offensichtlich apoptotisch wurden und sich zusammenzogen. Die
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durch den Abfall des Zellindex angedeutete toxische Wirkung des CuSO, konnte

deshalb an dieser Stelle bestatigt werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Bezug auf die Toxizitat von Kupfer die
Fischhaut geeignet ist, der zellbasierte Toxizitatstest mittels Impedanzmessung aber
nicht sensitiver reagierte als vergleichbare, etablierte Testsysteme mit Saugerzellen.
Bei den Berechnungen des EC., — Wertes wurden je nach Dosis-Wirkungskurve zu
den unterschiedlichen Zeitpunkten sehr unterschiedliche Ergebnisse gefunden. Nach
1 h sind teilweise unrealistische Werte berechnet worden. Das ist durch die
Berechnungsgrundlage zu erkléren. In die Berechnung flieBen der héchste und der
niedrigste gemessene Wert der Konzentrationen ein. Bei den Mauszellen wurde
allerdings eine hohere Impedanz bei 2 mg/ml gemessen als bei 1 mg/ml. Dieses
ungewodhnliche Ergebnis, vermutlich bedingt durch einen Kupferniederschlag auf die
Elektroden, was in einer erhdhten Impedanz resultierte, fihrte bei den Berechnungen
zu falsch hohen Werten. Daher sind Vergleiche nach 1 h an dieser Stelle nicht
sinnvoll. Die ECs, — Werte nach 24 h fir humane Zellen, Rattenzellen und Fischzellen,
mit Korrelationskoeffizienten R? bei >0,9 und somit starken Korrelationen, lagen mit
Werten von 56 — 142 mg Cu/L immer noch um etwa sechs bis vierzehn Mal héher als
der in vivo gemessene Richtwert. Ein Grund fur diese Diskrepanz liegt unter anderem
in der geringeren Bioverfigbarkeit der Chemikalien begrindet [Gllden and Seibert,
2005]. Zellkultursysteme im Mikrotiterplattenformat verursachen Verluste der
Bioverfligbarkeit von  Kupferionen durch Bindung der Chemikalie an
funktionalisierten Oberflachen oder Proteinen des Mediums [GUlden und Seibert,
2005, Tanneberger et al., 2010]. Solche Proteine werden im Medium beispielsweise
durch das enthaltene fotale Kalberserum (FKS) bereitgestellt. Hier waren weitere

Versuche ohne FKS im Medium, zumindest Uber einen Zeitraum von 24 h, nétig.

Neben der Bioverfligbarkeit war die Wahl eines geeigneten Endpunktes zur
Bestimmung der Toxizitat wichtig. Viele Tests zur Zellvitalitat in Saugerzellen haben
einen Endpunkt nach 24 h, in der Literatur zu akuten Fischtests werden jedoch LC, —
Werte nach 96 h Stunden angegeben. Fir ein schnelles Testsystem ware ein Resultat

nach 24 h winschenswert. Ein geeigneter Endpunkt kann beispielsweise mit Hilfe
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von spezifischen Biomarkern wie Cytochrom-P450-Oxidasen ermittelt werden
[Segner, 2004]. Sehr nachteilig fur Toxizitatsscreenings ist jedoch, dass die meisten
Zelllinien Cytochrom-P450-Enzyme und andere Enzyme des Fremdstoffmetabolismus
nur in geringem MaBe exprimieren, oder die Aktivitat dieser Enzyme in Zelltypen wie
den Leberzellen rasch eingestellt wird [Wilkening et al.,, 2003]. Dies kann dazu
fahren, dass toxische Substanzen in der Zellkultur in zu geringem Male metabolisiert

werden und dadurch toxischer erscheinen, als sie es im Organismus eigentlich waren.

Der richtige Zeitpunkt zur Messung der EC., — Werte war in den hier durchgefihrten
Versuchen hingegen durch den Einsatz des xCELLigence RTCA leichter
nachzuvollziehen, weshalb nach 24 h eine gute 6kotoxikologische Abschatzung Uber
die Wirkung von Kupfer auf Zellen vorgenommen werden konnte. Bei Zellkultur-
basierten Tests ist jedoch die Vorkultivierung meist der Grund fur die lange Dauer des
gesamten Versuches. Eine Zeitersparnis wuirde deshalb die Verwendung von
eingefrorenen Fischzellen, die in Mikrotiterplatten vorgelegt wurden, bieten. Es gibt
bereits ahnliche Test-Assays fur diverse Saugerzellkulturen (z.B. von Cell Culture
Services, Hamburg). Dabei hatten Fischzellen gegenlber Saugerzellen den Vorteil,
dass die Tests bei Raumtemperatur durchgefthrt werden kénnten. Somit kénnten
solche Testsysteme auch auBerhalb eines Brutschranks (und damit eventuell sogar im
Freiland) eingesetzt werden. Ein Einsatz von Fischzellen im Bereich der
Gewasseranalyse, beispielsweise durch Testung der Gewasser anhand von
xCELLigence RTCA — Messungen an Fischzellen, ware deshalb denkbar. Es sind in
jedem Fall aber optimierte Versuchsbedingungen erforderlich, damit Fischzellen ein
besseres Testsystem darstellen kénnen [Schirmer, 2006, Tanneberger et al., 2010].
Generell haben Vertebraten-Zellkulturen viele Vorteile, aber bislang sind die
Potenziale hinsichtlich ékotoxikologischer Uberwachungen noch nicht hinreichend
ausgeschopft worden [Schirmer, 2006]. Vor allem die Empfindlichkeit der
verschiedenen Zellen variiert sehr stark, wie in dieser Arbeit anhand der EC., — Werte
gezeigt werden konnte (Abb. 4.26). Daher kommt der Auswahl der geeigneten
Zielzellen fUr jeden neuen Test eine entscheidende Bedeutung zu [Gareis, 2006]. Das
Wissen Uber spezifische Funktionen dieser Zellen und Zellkulturen, der Einfluss auf
Zellen durch die Zellkulturumgebung und intelligente Messungen, die Zellvorgange

anzeigen, sind Voraussetzungen fir eine erfolgreiche Entwicklung einer in vitro
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Strategie [Schirmer, 2006]. Ein Mehrstufenmodell, wie von Burkhardt-Holm (2001)
beschrieben, kénnte dazu beitragen, mehr Fischzellen fir die Anwendung und Praxis
einzusetzen. Dazu koénnten nacheinander Fischzelllinien,  Fischhautzelllinien,
Primarkulturen und Gewebekulturen getestet werden. Zeigt sich auf einer Stufe kein
toxischer Effekt, wird mit der nachsten Stufe weitergetestet. Die hier gezeigten
Fischhautzellen und ihr Potenzial fir dreidimensionale Zellkulturen waren fir ein
solches Mehrstufenmodell hervorragend geeignet. Trotzdem kénnen Anwendungen
far die Risiko-Bewertung und Toxikologie nur so gut sein wie das fundamentale
Wissen Uber die in vitro Modelle, die entwickelt und benutzt werden [Schirmer,
2006]. Je mehr solcher in vitro Modelle in Form verschiedener Zellkulturen
hinzukommen, desto umfangreicher kénnte folglich getestet und damit bewertet
werden. Wenn demnach neben den etablierten Leber- und Kiemenzelllinien nun auch
die hier vorgestellte Hautzellkultur routinemaBig getestet wiirde, so hatte man den
Weg eines Toxins wie dem des Kupfersulfats in vivo nahezu vollstandig

nachgezeichnet.
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5.4 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass aus Fischhaut zwei unterschiedliche
Populationen von Zellen erhalten werden koénnen, die sehr unterschiedliche
Eigenschaften besitzen. Die lIsolation von Zellen aus der Vollhaut brachte eine
Population von Zellen hervor, die Uber viele Passagen kultiviert und vermehrt werden
konnte. Dabei nahm ihre Proliferationsfahigkeit nicht ab. Die Analyse der Explantate
ergab, dass sich die auswandernden Zellen bereits nach wenigen Tagen signifikant in
ihrem  Expressionsprofil ~ andern. Ein  weiterer Vergleich der Gen- und
Proteinexpression verschiedener Passagen dieser Zellpopulation ergab, dass sich die
Zellen kontinuierlich verandern und sich somit klare, eindeutige Charakteristika nicht
festlegen lassen. Zelltypen, die sich aus den mesodermalen und ektodermalen
Keimblattern entwickeln, lieBen sich zwar stets nachweisen, jedoch in unterschiedlich
starken Auspragungen. Es kann vermutet werden, dass die Zellen in vitro eine
Veranderung erfahren, die einer EMT &hnelt. Dies muss jedoch durch weitere
Untersuchungen, beispielsweise durch quantitative PCR oder Fluorescence-activated
Cell Sorting (FACS) — Analysen, sowie weitere immunzytochemische Untersuchungen

zur Bestimmung des Differenzierungspotentials verifiziert werden.

Die aus Schuppen gewonnenen Zellen zeigten eindeutige Charakteristika von
epithelialen Zellen (welche sich aus dem ektodermalen Keimblatt entwickeln), die
durch Elektronenmikroskopie, RT-PCR und immunzytochemische Marker belegt
werden konnten. Uber die Zeitraffer-Mikroskopie konnte zudem das Wachstums-
und Migrationsverhalten der Zellen dokumentiert und beobachtet werden, dass die
Zellen sich bereits friihzeitig von der Zellkulturplastik |6sten. Diese Beobachtung gab

einen wichtigen Hinweis auf den ausdifferenzierten Status der Zellen.

In dieser Arbeit wurden die beiden Zellpopulationen erstmals in vitro
zusammengefihrt, um zu prifen, ob dadurch das Uberleben der Schuppen-
abgeleiteten Zellen verbessert werden kann und ob dabei die Wechselwirkungen
zwischen den Zellpopulationen eine Rolle spielen. In ersten Ansatzen konnte bestatigt
werden, dass die Schuppenzellen in die Zellkultur der fibroblasten-ahnlichen Zellen
integrierten und dort langer Uberlebten. Somit bietet dieses System eine neue

Maglichkeit, Untersuchungen zu Zell-Zell-Wechselwirkungen durchzufihren. Weitere
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Versuche waren hier interessant, beispielsweise der Nachweis von Zellkontakten Gber
immunzytochemische Marker, ein Wachstumsfaktor-Antikdrper-Array oder ein
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), um sezernierte Faktoren wie Zytokine

nachzuweisen.

Die Langzeit-Zellkultur OMYsd1x wurde in dieser Arbeit hinsichtlich ihrer
Anwendbarkeit fur Toxizitatstests geprift. Dabei stellte sich heraus, dass die Zellen
beztglich der Prifsubstanz Kupfersulfat ahnlich wie andere bislang verwendete
Saugerzellen reagierten. Es konnten keine signifikanten Unterschiede durch die
Messung der Impedanz festgestellt werden. Ein Vergleich der Ergebnisse mit den
Werten flr etablierte akute Toxizitatstests ergab eine relativ gute Korrelation, auch
wenn die Werte der Fischzellen um den Faktor 10 hoher lagen und damit
Fischhautzellen deutlich weniger sensitiv als erwartet reagierten. Daher kénnen sie far
den Einsatz als alleiniger Toxizitatsanzeiger, zumindest fur Kupfer, nicht empfohlen
werden. FUr ein erstes Screening von toxischen Substanzen haben sie jedoch dank
ihrer einfachen Handhabbarkeit (Kultivierung bei Raumtemperatur, Einsatz aul3erhalb

von Brutschranken) eindeutige Vorteile gegentber Sdaugerzellkulturen.

Insgesamt stellen die Fischhautzellen sowie das in vitro Modell zweier Zellkulturen
auch eine sehr interessante Option fir humanspezifische Fragestellungen bezuglich
hochkonservierter Mechanismen wie Zell-Zell-Kkommunikation, Regeneration und
Wundheilung dar. Dabei kénnten insbesondere die einer EMT ahnlichen Vorgange,
wie in den Fischhautzellen gezeigt, fur die Regenerations- und die Tumorforschung
interessant sein und RuckschlUsse auf die entsprechenden Vorgdnge im Menschen
erlauben. Damit bieten Fischhautzellen ein enormes Potenzial fir die vergleichende
Zellforschung. Dass beispielsweise hoch konservierte Gene oder auch kleinere
Signalmolektle wie siRNAs fir xenogene Anwendungen genutzt werden konnen,
zeigten Zhu et al. (2010), die Maus-Fibroblasten nur durch Zugabe von Fisch-
Oozyten-Extrakt zum Kulturmedium in induzierte multipotente Stammzellen (iMS)
umformten [Zhu et al., 2010].

Dabei sind die einfache Verflgbarkeit der einfrierbaren Langzeit-Zellkultur aus
Fischhautzellen einerseits und die tierversuchsfreundliche Beschaffung der Schuppen

andererseits deutlich vorteilhaft gegentber etablierten zelluldren Testsystemen.
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7.1 Erganzende Tabellen und Abbildungen zum Ergebnisteil

Tabelle 7.1 | In der Fraunhofer EMB etablierte Zellkulturen und gelagerte Zellen aus

verschiedenen Fischarten.

Spezies Etablierte Zellkultur'
Umgangssprachlicher Wissenschaftlicher Tier, Name Referenz
Name Name Organe
Sibirischer Stor Acipenser baerii Larve, ABAnie 1b Ciba et al.
Kopfniere 2008
Atlantischer Stor Acipenser oxyrinchus Larve, AOXpan 2y Rakers et
oxyrinchus Pankreas, al. (in
Gehirn, Vorbe-
Korper*, reitung)
Herz
Hering Clupea harengus Pylorus CHApyl 1b Langner et
al. 2010
Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss Larve, Haut, OMYsd 1x Rakers et
Gehirn, al. 2011
Korper*,
Leber,
Kopfniere,
Hypophyse,
Gonaden
Marane Coregonus maxillaris Larve - -
Wels Silurus glanis Juvenil - -
Europaischer Aal Anguilla anguilla Juvenil - -
Stocker Trachurus trachurus Haut - -
Meerforelle Salmo trutta fario Larve - -
Zebrafisch Danio rerio Juvenil - -
Atlantischer Lachs Salmo salar Larve - -

* Kdrper entspricht einem Gemisch aus Muskel- und Hautgewebe, welches im Ganzen prapariert
wurde. 'Zellen, die als Zellkultur noch nicht etabliert und beschrieben sind, aber in mindestens funf
Passagen im Cryo-Brehm gelagert sind, wurden ebenfalls aufgefihrt. Organe etablierter Zellkulturen,
die in eigenen Veroffentlichungen beschrieben wurden, sind rot markiert, in blau die weiteren vom
Autor etablierten, bislang unveréffentlichten Zellkulturen.
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Tabelle 7.2 | Ubersicht iiber verwendete Antikérper fiir Detektionen an Gewebeschnitten,

Schuppenzellen und den Vollhautzellen OMYsd1x.

Maus mono- + + + i -
Aktin Muskulatur klonal Sigma
Alpha- Kaninchen o o o . i
SMA Muskulatur polyklonal Abcam
Kaninchen ) N ) ) )
CK7 Epithelien polyklonal abcam
Epithelium, ~ Maus mono- )
cK18 filaments klonal Santa Cruz i i i
Sekret,
mesodermale ) - ) . )
Kollagen Strukturen Kaninchen  antikorper-
Typ 1 (Knorpel) polyklonal online
Charli
Zytoplasma, Kaninchen Kruse, ++ - - + +
Vigillin Translation polyklonal LUbeck
Mesenchy- ~ Maus mono- o o o . )
Vimentin ~ male Zellen klonal Dako
Maus mono- . R ) + )
Vinculin ~ Skelettmuskel klonal Sigma

Immunreaktivitat bezieht sich auf die Intensitat der Immunfluoreszenzfarbung, stellvertretend gilt ++ =

hohe Intensitat, + = mittlere Intensitat, — = keine Farbung und o = nicht getestet. ' Vinculin wurde
entlang der Schuppen detektiert.
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Tabelle 7.3 | Auflistung der RNA-Konzentrationen und 260/280 Ratio sowie der
Konzentration der genomischen DNA von Regenbogenforellenhaut und verschiedenen
Passagen der Zelllinie OMYsd1x. Es wurde stets eine Konzentration von >100ng/ul fir die weiteren
Messungen herangezogen. Die Werte fur die 260/280 Ratio liegen alle zwischen 1,8 und 2,2 und

weisen somit eine hohe Reinheit auf.

Organ/Zelllinie | ng/pl | 260/280
OMY Haut | 241,7 1,82
OMY Haut Il 195,6 1,83
OMYsd1xP6 | 150,4 2,17
OMYsd1xP6 I 140,2 2,20
OMYsd1xP6 I 394,0 2,10
OMYsd1xP15 650,7 2,13
OMYsd1x P19 2123,7 2,11
OMYsd1xP21 1613,0 2,12
OMYsd1xP22 | 545,3 2,15
OMYsd1xP22 I 937,0 2,13
genomische DNA 491,0

Tabelle 7.4 | Berechnung der Differenz der Zellindizes aus Maximum nach 10 d und Minimum

nach 2 d.

Eingesate Zellzahl | 2d | 10d | Differenz
4x10* 3,5 5,2 2,7
2x10* 2,2 5,9 3,7
1x 10 1,4 4,4 3,0

0,5 x 10 0,8 2,0 1,2
2,5x10° 0,3 0,9 0,6
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Abbildung 7.1 | Zeitrafferaufnahme von Zellauswiichsen einer explantierten
Regenbogenforellen-Schuppe. Die Aufnahme entstand 40 Stunden nach der Explantierung, bei der
ein Maximum der Zellflache gefunden wurde. Die Abmessungen wurden mit der Software AxioVision

4.8 eingezeichnet.

Abbildung 7.2 | Mikroskopische Aufnahmen der Immunfluoreszenz von OMYsd -Zellen der
Passage 18. a) zeigt den immunzytochemischen Nachweis von glattem Muskelaktin (alpha-SMA). Eine
Zelle ist positiv fur alpha-SMA (Pfeil). b) Nachweis von Vimentin und Cadherin-E in den Zellen.
Cadherin-E ist vor allem an den Zwischenrdumen von Zellkernen zu sehen (Pfeil), Vimentin besonders

stark in gehduften Zellformationen (Pfeilspitze). GréBenbalken entsprechen 20 um.
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OMYsd1xP12 | | .. OMYsd1xP21

OMYsd1xP33 || | OMYsd1xP59

e L o S e s S D Ll B B T —— ] e

Abbildung 7.3 | Wachstumskinetiken verschiedener Passagen von OMYsdix - Zellen
gemessen am xCELLigence RTCA System. Pro well (Flache: 0,31 ¢cm?) wurden 1 x 10* Zellen

ausgesat.

7.2 Filme

Alle Filme im avi/wmv.-Format befinden sich auf der beigelegten CD.

Film 1 | Zeitrafferaufnahme von Zellauswiichsen einer explantierten Regenbogenforellen-

Schuppe. Dauer der Aufnahme: 3 Tage. Dauer des Films: 1:20 min.

Film 2 | Zeitrafferaufnahme der organoiden Koérper-Bildung von Haut-abgeleiteten Zellen der

Regenbogenforelle. Dauer der Aufnahme: 5 Tage. Dauer des Films: 0:44 min.
Film 3 | Zeitrafferaufnahme nach Zugabe von Kupfersulfat (CuSO,) zu einem konfluenten

Zellrasen von Haut-abgeleiteten Zellen der Regenbogenforelle. Dauer der Aufnahme: 2 Tage.

Dauer des Films: 0:25 min.
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7.5 Abkiurzungsverzeichnis

AFG Aldehydfuchsin-Goldner

AMPs antimikrobielle Peptide

ATCC American Type Culture Collection

bp Basenpaare

cDNA complementary DNA

CEsd8b humane Vollhaut 8 Kollagenaseverdau
Cl cell index

cK cytokeratin

c-Myc myelocytomatosis transcription factor
CusO, Kupfersulfat

Cy3 Cyanin 3

DAPI 4',6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid
DC differentiated cell

DIN Deutsches Institut fir Normung
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA Deoxyribonucleic acid

EC., effect concentration 50%

ECACC European Collection of Cell Cultures
EdU 5-ethynyl-2"-deoxyuridine

EGF Epithelial Growth Factor

EK-Zellen embryonale Keimzellen

elfa elongation factor 1-alpha

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EMT epithelial-mesenchymal transition
Epi-SZ Epiblasten-Stammzellen
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ESC
ES-Zellen
EvG

EZM
FACS
FITC

FKS

gDNA

LDsgq
LSM
MCH
MRNA
NIH-3T3
OB

Oct3/4
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embryonic stem cell

embryonale Stammzellen

Elastika von Gieson

Extrazellulare Matrix
Fluorescence-activated Cell Sorting
Fluorescin-Isothiocyanat

fetales Kalberserum

genomische DNA

Stunden

human embryonic stem cell
Inhibitory concentration 50
infectious hematopoietic necrosis
infectious pancreatic necrosis
induzierte pluripotente Stammzelle
innere Zellmasse

keratinocyte growth factor
Krippel-Like Factor 4

lethal concentration 50%

lethal dosis 50%
Laser-Scanning-Mikroskop
Melanin concentrating hormone
messenger RNA

National Institute of Health — 3T3 Mausembryo
organoid body

Octamer-binding Transcription factor 3 and 4
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OECD Organisation for Economic Co-operation and
Development

OMYsd1x Oncorhynchus mykiss Vollhaut 1 Explant

P Passage

PAS Periodic Acid Schiff

PGCs primordial germ cells

RAsd85b Rattenvollhaut 85 Kollagenaseverdau

REACH Registration, Evaluation, Authorisation of Chemicals

RT-PCR Reverse-Transkriptase Protein Chain Reaction

SCs stem cells

Sox2 SRY (Sex determining Region Y) - Box 2

TGF-B transforming growth factor beta

VHS viral hemorrhagic septicemia

WME William’s Medium E

xCELLigence® RTCA xCELLigence® Real-Time Cell Analysis

ZNS Zentralnervensystem
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Fabian Imse

Etablierung des PrestoBlue™-Assays als schnellen Zytotoxizitatstest an Fischzellen und
Vergleich mit etablierten Assays. 2011 (Note: 1,3)
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8 Sonstiges

8.2 Diplom-Urkunde

OLDENBURG

Fakultat
flir Mathematik und Naturwissenschaften

DIPLOMURKUNDE

Die Carl von Ossietzky Universitat Oldenburg, Fakultat fur Mathematik und Naturwissen-
schaften, verleiht mit dieser Urkunde

Herrn Sebastian Rakers

geboren am 27. November 1980 in Nordhorn

den Hochschulgrad

Diplom-Biologe
(Dipl.-Biol.)

nachdem er die Diplomprufung im Studiengang Biologie am 15. Juni 2007

mit der Gesamtnote SEHR GUT  bestanden hat.

Oldenburg, den 12. Juli 2007
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L ‘ / A~ Die Vorsitzende
Der Dékan er/Fakultat / des Prufungsausschusses
Universitatsprofessor Dr. Parisi Hochschuldozentin Dr, Witte

apl. Professorin
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