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Zusammenfassung

Die Regenbogenforelle ist ein weltweit stark gefragter Speisefisch, der global in Aquakulturan-
lagen gezlichtet wird. Aquakultur stellt eine Form der Massentierhaltung da, in der die Verbrei-
tung von Krankheiten unter den Tieren ein haufiges Problem ist. Impfstoffeinsatz bietet eine
Méglichkeit Krankheitsverbreitung und Verluste einzudammen und gleichzeitig den Einsatz
von Antibiotika zu verringern. Fischzellkulturen aus der Regenbogenforelle kénnen als Model-
lorganismus bei der Entwicklung von Impfstoffen dienen und die Anzahl der Versuchstiere
verringern. Im Bereich der Toxikologie kdnnen Kiemen- oder Hautzellen dazu verwendet wer-
den Wasserproben aus der Umwelt schnell das Gefahrdungspotenzial von Kontaminanten
einzustufen. Zurzeit werden lebende Tiere den Substanzen ausgesetzt, sodass Zellkulturen
an dieser Stelle weitere Tierversuche ersetzen konnten. Zusatzlich kbnnen Fischmuskelzellen
aus der Regenbogenforelle einen Beitrag zur Ernahrung der Welt im Bereich in vitro-Fleisch
leisten, wo Muskelzellen industriel fir den Nahrungsmittelmarkt vermehrt werden und so we-
niger Tiere geschlachtet werden mussen. Fur all diese Anwendungen stellen Primarzellkultu-
ren den ersten Schritt dar, die dann in Langzeitzellkulturen oder Zelllinien tberfihrt werden
muissen. Verfahrensverbesserungen bei der Etablierung neuer Zellkulturen schaffen hier
Grundlagen fir neue Anwendungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht die Konditionen
zum Anlegen von Primarzellkulturen aus Haut-, Kiemen-, Herz- und Muskelgewebe aus der
Regenbogenforelle zu verbessern. Dabei wurden die Bereiche Zellisolation, Nahrmedienaus-
wahl und Nahrmedienzusatze betrachtet. Im Bereich der Zellisolation wurden Versuche mit
Explantaten und enzymatischen Aufschliissen durchgefihrt. Dabei wurde beobachtet, das en-
zymatische Aufschlisse das Anwachsen von Zellen auf der Wachstumsoberflache beschleu-
nigt, wobei der Einfluss verschiedener Enzymkombinationen nicht genau quantifiziert werden
konnte. Weiterhin wurde versucht die Einflisse von den unterschiedlichen Kulturmedien
DMEM und ADF-12 in Kombination mit verschiedenen Konzentrationen an fétalem Kalberse-
rum auf das Wachstum von Primarzellkulturen zu erfassen. Hier wurde zwischen ADF-12 und
DMEM keine wesentlichen Unterschiede erfasst, jedoch wurde mit héheren Serumkonzentra-
tionen ein schnelleres Wachstum beobachtet als mit niedrigen. Dartber hinaus wurde versucht
den Einfluss des epidermalen und fibroblastischen Wachstumsfaktor sowie Insulin, Dexame-
thason und Regenbogenforellenserum auf das Wachstum von Haut- und Muskelzellkulturen
zu erfassen. In beiden Fallen konnte ein positiver Effekt auf das Wachstum der Kulturen beo-
bachtet werden, jedoch nicht quantifiziert werden, da keine signifikanten Unterschiede erkenn-
bar waren. Primare Muskelzellen wurden mittels Immunfluoreszenzfarbung auf die Anwesen-
heit von Tropomyosin untersucht und es konnte gezeigt werden, dass Muskelzellen in unter-
schiedlichen Stadien der Differenzierung aus Muskelgewebe isoliert wurden. Die Ergebnisse

dieser Arbeit liefern grundlegende Beobachtungen zu Auswirkungen verschiedener



Konditionen beim Anlegen von Primarzellkulturen aus der Regenbogenforelle, sodass diese

Arbeit als Fundament flr weitere spezifischere Arbeiten dienen kann.
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Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

ADF-12 Advanced Dulbecco's Modified Eagle Medium/Ham's F-12
BSA Bovine Serum Albumin

DAPI 4*,6-Diamidin-2-phenylindol

DF-12 Dulbecco's Modified Eagle Medium/Ham's F-12
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EZM Extrazellulare Matrix

FKS Fotales Kélberserum

FS Regenbogenforellenserum

hEGF humaner epidermaler Wachstumsfaktor

hFGF humaner fibroblastischer Wachstumsfaktor
IPNV infektidse Pankreasnekrosevirus

MEM Minimum Essential Medium

P/S Penicillin/Streptomycin

PFA Paraformaldehyd

PRV Piscine Orthoreovirus

TPST Tris gepufferte Saline mit Tween20




Glossar

Begriff Erklarung

Cytotoxizitdt | Die Fahigkeit einer Substanz Zellen zu schadigen.’

Epithelisch Bezeichnung fur die Morphologie einer adharent wachsenden Zelle mit po-
lygonaler Form.'

Explantat Mechanisch zerkleinertes Gewebe, welches zum Zweck der Zellgewinnung

genutzt wird'

Extrazellulare

Stltzendes Gerlst an dem die Zellen eines Gewebes oder Organs haften.

Matrix Die extrazellulare Matrix besteht aus Wasser, Proteinen und Zucker und
besitzt je nach Gewebe eine andere Zusammensetzung.?

Fibroblas- Bezeichnung flr die Morphologie einer Zelle, die in etwa zweimal so lang

tisch wie breit ist.

Glucocorti- Eine Klasse von Steroidhormonen, die u. a. auf den Glucosestoffwechsel

coid wirkt.3

Immortale Zellen, deren verbleibende Teilungen nicht durch das Hayflick-Limit be-

Zellen grenzt sind.*

in vitro Bezeichnung fur Prozesse, die unter kontrollierten, kiinstlichen Bedingun-
gen aulerhalb des lebendigen Organismus ablaufen.'

in vivo Bezeichnung flr Prozesse, die im lebendigen Organismus ablaufen."

Konfluenz Zustand einer Zellkultur bei der ein Monolayer aus Zelle die Oberflache na-
hezu liickenlos bedeckt.

Kontaktinhi- Phanomen bei der Regelung der Proliferationsrate von Zellen aufgrund der

bierung Zelldichte. Konfluente Zellen stellen das Wachstum ein.®

Letalitat Beschreibt, wie haufig die Auswirkungen einer Substanz oder Krankheit tod-
lich sind. Die letale Dosis beschreibt die Konzentration einer Substanz, die
sich todlich auf einen bestimmten Anteil der Population auswirkt.®’ Bei-
spielsweise beschreibt LDs die Dosis, bei der 50 % der Versuchstiere ster-
ben und wird in mg pro Kilogramm Korpergewicht angegeben.

Monolayer Dicht gepackte Schicht aus Zellen auf einer Oberflache, wobei die Dicke der
Schicht nur eine Zelle betragt."

Wachstums- | Signalproteine und Steroidhormone, die eine regulierende Wirkung auf die

faktor Zellproliferation oder Zelldifferenzierung haben.®




1. Einleitung

Zellkulturen tierischen Ursprungs dienen als Teilmodell des urspriinglichen in vivo Orga-
nismus. Die Verwendung von Zellkulturen weist dabei eine héhere 6konomische Effizienz,
sowie eine bessere ethische Vertretbarkeit als das Durchflihren von Tierversuchen auf. In
diesem Zusammenhang stellen Zellkulturen fur die Umsetzung des 3R-Konzepts (replace,

reduce, refine) fur Tierversuche eine wichtige Erweiterung dar. %

1.1 Definition von Primarzellen
Bei Primarzellen handelt es sich um Zellen, welche direkt aus dem Organismus entnom-
men wurden und physiologischen in vivo Eigenschaften des Gewebes behalten.'? Diese
Zellen befinden sich in der sogenannten Passage 0. Die Passagennummer wird bei jeder
Subkultivierung um eins erhoht. Eine unkomplizierte Methode zum Anlegen von Primar-
zellkulturen stellt das Ausbringen von Explantaten dar. Diese Methode wurde Anfang des
20. Jahrhunderts von Harrison, Carrel und weiteren entwickelt.! Hierbei wird auf eine en-
zymatische Behandlung der Gewebeprobe verzichtet, sodass mdgliche Verluste an ge-
sunden Zellen geringgehalten werden." Daher wird diese Methode genutzt, wenn nur we-
nig Ausgangsmaterial zur Verfugung steht. Da die Zellen bei dieser Methode aus dem
Gewebe heraus migrieren missen um auf die Wachstumsoberflache zu gelangen, bevor-
zugt diese Methode Zellen die schnell migrieren.” Eine weitere Moglichkeit eine Primar-
zellkultur anzulegen, besteht darin das Gewebe mechanisch oder enzymatisch aufzu-
schlief3en. Auf der einen Seite erzielen diese Methoden oft hdhere Zellausbeuten als das
Explantieren von Gewebe. Auf der anderen Seite bevorzugen sie jedoch Zellen mit erh6h-

ter Proteasen- und mechanischer Stressresistenz.’

1.2 Definition von Zelllinien
Die meisten Zellen aus einer Primarkultur besitzen eine Lebensdauer von etwa 20 bis 100
Generationen. Eine Zellkultur gilt als Zelllinie, wenn sie immortal ist. Dies kann durch ge-
zielte Mutation oder zufallig geschehen. Rein technisch gelten bereits subkultivierte Zellen

als Zelllinie, jedoch entspricht das selten dem allgemeinen Verstandnis." '3

1.3 Einflussfaktoren auf das Wachstum von Zellkulturen
Das Nahrmedium und seine Zusatze bilden die wichtigsten Faktoren zur erfolgreichen
Etablierung und Erhaltung einer Zellkultur, da sie direkten Einfluss auf das Uberleben und
die Proliferation der Zellen nehmen.' Jedoch haben die Parameter im Brutschrank, die
Beschichtung der Wachstumsoberflache und die Aufbereitung der urspriinglichen Gewe-

beprobe Anteil am Erfolg einer Zellkultur.



1.3.1 Basalmedium
Basalmedien bilden die Grundlage fir Nahrmedien in der Zellkultur und enthalten Salze,
essenzielle Aminosauren, Kohlenhydrate und Vitamine. Die Salze figen dem Medium lo-
nen hinzu, welche den osmotischen Druck einstellen, an der pH-Pufferung beteiligt sind
oder fiir die Zelladhasion wichtig sind.! Als Kohlenhydratquelle wird haufig Glucose ver-
wendet, welches als Energiequelle dient." Es wurden jedoch auch Medien entwickelt, die
auf Glucose verzichten und andere Zucker verwenden.™ Vitamine bilden haufig die Vor-
stufe von Cofaktoren fir Enzyme.'* Fir den spezifischen Anwendungsfall werden diese
Medien haufig mit Serum, Proteinen oder Wachstumsfaktoren supplementiert.’® Im Rah-
men dieser Arbeit wurden Versuche mit den Medien DMEM, DF-12 und ADF-12 durchge-
fuhrt. DMEM wurde von Dulbecco und Freeman aus dem Minimum MEM von Eagle wei-
terentwickelt. Sie verdoppelten die Konzentration an Aminosauren und erhéhten die Glu-
cosekonzentration im Vergleich zu MEM." Weiterhin wurde die Konzentration an Natri-
umhydrogencarbonat erhéht, welches fir die Pufferung des pH-Wertes zustandig ist. Das
im Medium befindliche NaHCO3 stellt HCOslonen zur Verfigung welche mit H*-lonen
des Mediums zu Kohlensaure reagieren kénnen. Die Konzentration von NaHCO3 und CO»
mussen dabei aufeinander abgestimmt werden und kénnen je nach Medium variieren
(Formel 1). Als pH-Indikator kommt im fuir diesen Versuch verwendeten Medium Phenolrot
zum Einsatz, welcher zwischen pH 8 (Magenta) und pH 6 (Gelb) umschlagt.™ Liegt der
optimale pH-Wert fiir Fischzellen vor, zwischen 7,2 und 7,4, so erscheint das Medium rot.'®

Eine gelbe Farbung zeigt einen zu geringen pH-Wert des Mediums an.
C0,+ H,0 2 H,CO; 2 HT + HCO3

Formel 1: Funktionsweise des Hydrogencarbonatpuffers. CO2 kann sich im Wasser des Mediums
I6sen und Kohlensaure entsteht, welche unter Protonenabgabe zu Hydrogencarbonationen disso-
ziieren kann. Weiterhin kdnnen Hydrogencarbonationen, welche durch Natriumhydrogencarbonat

eingetragen werden, Protonen aufnehmen.

ADF-12 basiert auf DF-12, einer 1:1 Mischung aus DMEM und Ham’s F-12, dem die Pro-

teine Insulin, Transferrin und BSA, sowie einige Spurenelemente zugesetzt wurden. "

1.3.2 Medienzusatze
Medienzusatze kénnen verschiedene Funktionen erfiillen. Gegen den Bewuchs mit Bak-
terien und Pilzen kénnen Antibiotika und Fungizide zugesetzt werden. Haufig kommen
Penicillin und Streptomycin als Antibiotika zum Einsatz.'>'8 Als Fungizid kann Normocin
dienen. Es wirkt gegen Hefen und Pilze, blockiert jedoch auch die DNA und Proteinsyn-

these von Bakterien.™



Als Serum wird gerinnungsfaktorenbefreites Blut bezeichnet. Fir die Gewinnung von FKS
muss zunachst ein Kalbsfetus gewonnen und desinfiziert werden.?° Das Blut des Fetus
wird aus dem Herzen entnommen. Da der Fetus nicht betaubt wird, ist Gewinnung von
FKS ethisch bedenklich.?' Nach der Gerinnung wird das Serum per Zentrifugation abge-
trennt. FKS enthalt verschiedene Wachstumsfaktoren, Hormone und weitere essenzielle
Komponenten und kann verschiedene unvorteilhafte Enzyme inhibieren. Aufgrund von Va-
riationen der Konzentrationen seiner Bestandteile, welche zum Teil noch nicht erforscht
sind, stellt FKS ein komplexes Supplement dar, dass von Charge zu Charge variieren
kann.?? Diese Schwankungen kénnen den Ausgang von Experimenten und die Reprodu-
zierbarkeit beeinflussen. Beispielsweise kann FKS das Wachstum von fibroblastischen

Zellen Gbermafig stimulieren und zu deren Dominanz in gemischten Kulturen flihren.2-2?

L-Glutamin ist eine essentielle Aminosaure, die vor allem fur die Proteinbiosynthese nétig
ist. In Zellkulturmedien ist L-Glutamin oft in hohem Uberschuss enthalten, oftmals das 3
bis 40-fache im Vergleich zu anderen Aminosauren. Allerdings ist L-Glutamin instabil und
zerfallt in Zellkulturmedien, sodass in Glutamin-haltigen Medien stabile Derivate verwen-

det werden.'*23

Wachstumsfaktoren beeinflussen die Proliferation und Differentiation von Zellen und wer-
den in geringen Konzentrationen eingesetzt. Wurde das Medium mit Serum supplemen-
tiert, so enthalt es bereits diverse Wachstumsfaktoren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
humane Wachstumsfaktoren hEGF, hFGF und das Glucocorticoid Dexamethason einge-
setzt. Beim Einsatz von hEGF und hFGF wurden bereits positive Einflusse auf die Zell-
proliferation in verschiedenen Fischzelllinien beobachtet.>® Dexamethason beeinflusst die
Proliferation und Differenzierung von Muskelzellen.>'2* Hormone kénnen Zellen ebenfalls
zur Proliferation anregen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Insulin als Nahrmediensup-
plement gearbeitet. Ein erhohter Insulinspiegel steigert die Glucoseaufnahme von Zellen.
Daruber hinaus wird die Proliferation angeregt, da Insulin die DNA-Synthese begtins-
tigt. 42

1.3.3 Beschichtung der Wachstumsoberflache
Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit adharent wachsende Fischzellen, was bedeutet, dass
sie eine geeignete Oberflache zum Anheften bendtigen. Nach dem Anheften wachsen sie
im Wesentlichen als Monolayer und unterliegen der Kontaktinhibierung. Ist die gesamte
Wachstumsoberflache besiedelt, hat die Kultur die sogenannte Konfluenz erreicht. Die
Kontaktinhibierung reguliert die Proliferation der Zellen auf Basis der Zelldichte, sodass
bei Erreichen von Konfluenz die Zellen das Wachstum einstellen.?® In vivo befinden sich

die Zellen in der extrazellularen Matrix, einem Gerlst aus Proteinen an das sie mit Hilfe



von Rezeptoren anheften kénnen.?® In vitro sind die rauen Plastikoberflachen von Zellkul-
turgefalRen fur die meisten Zellen ausreichend. Um den Prozess der Adhasion zu be-
schleunigen oder bestimmte Zelltypen zu selektieren, kann das Beschichten der Wachs-
tumsoberflache jedoch niitzlich sein.?” Im Rahmen dieser Arbeit wurden Lamininbeschich-
tungen bei Versuchen mit Zellen aus Muskelgewebe eingesetzt. Laminine sind Glycopro-
teine, welche in der extrazellularen Matrix von Muskelzellen enthalten sind, sodass sie
deren Adhasion begiinstigen.?® Ein weiterer Grund fiir den Einsatz von Lamininbeschich-
tungen bei Muskelzellkulturen besteht in der hohen Affinitat fir myogenen Satelitenzellen,

sodass sie die Selektion begtinstigt.?®

1.3.4 Inkubation

Fische sind poikilotherme Tiere. Ihre Kérpertemperatur hangt damit von ihrer Umgebungs-
temperatur ab. Es ist daher moglich Fischzellen bei unterschiedlichen Temperaturen zu
kultivieren. Nach der RGT-Regel nimmt die Temperatur Einfluss auf die Geschwindigkeit
von chemischen Reaktionen in belebten und unbelebten Systemen und hat damit auch
Einfluss auf die Verdopplungszeit der Zellen.?® Als Beispiel dient die RTG-2 Zelllinie, wel-
che aus Gonadenzellen der Regenbogenforelle angelegt wurde und bei 4 bis 26 °C kulti-
viert werden kann.®® Es wurden Verdopplungszeiten von minimal 2 Tagen bei 20 °C be-
richtet.®® Bei 4 °C betrug sie 13,2 Tage.*® Daraus kann ein Richtwert fir eine optimale
Temperatur fir Zellen aus der Regenbogenforelle von 20 °C abgeleitet werden.* Ein wei-
terer Einflussfaktor ist die CO2 Konzentration im Brutschrank. Fur viele Medien wird eine
Konzentration von 5 bis 10 % bei 37 °C empfohlen.?' Wird die Temperatur im Brutschrank
gesenkt, steigt die Loslichkeit von CO2 im Medium. Daher wurden die Zellen flir diese
Arbeit bei 20 °C und 2 % CO: kultiviert.

1.3.5 Enzymatische Dissoziation
Eine Mdglichkeit aus einer Gewebeprobe eine Primarzellkultur anzulegen, besteht darin,
die Zellen aus dem Gewebe mit Hilfe eines enzymatischen Aufschlusses zu isolieren.” In
der Literatur sind Trypsin, Collagenase, Elastase, Dispase und einige mehr bekannt. Sie
kénnen allein oder in Kombination eingesetzt werden.! Die enzymatischen Dissoziationen
haben das Ziel Zellen oder Zellaggregate aus dem Gewebe zu l6sen. Collagene sind die
am haufigsten vorkommende Strukturproteine im menschlichen Kérper und stellen einen
wichtigen Bestandteil der EZM in vielen Lebewesen dar.? Zur Familie der Collagene zah-
len Proteine, die aus drei helikalen Polypeptidketten bestehen. Bisher wurden 26 Famili-
enmitglieder identifiziert, wobei die Typen | bis IV am haufigsten in Wirbeltieren vorkom-
men.%? Collagen Typ | ist hauptsachlich in Knochen, Sehnen und der Haut zu finden.3?
Collagen Typ Il kommt am haufigsten in Knorpel vor.3? Collagen Typ Il bildet retikulare

Fasern, welche im Bindegewebe von Leber und Knochenmark vorkommen.®? Das
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haufigste Collagen in Basallamina, einer Schicht aus mehreren EZM, ist der Typ IV.32-34
Die optimale Inkubationstemperatur betragt 37 °C und ein wichtiger Cofaktor ist CaCl,.3®
Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Collagenase Klasse Il, IV und NB8 gearbeitet. Bei
NB8 handelt es sich um ein Gemisch aus Collagenase Klasse | und Il. *® Die Klasse einer
Collagenase korreliert in der Regel nicht mit einem Collagen Typ. Weiterhin kann die De-

finition der Klassen zwischen Herstellern variieren.

Trypsin ist eine Endopeptidase und spaltet daher innerhalb der Polypeptidkette.3” Weiter-
hin gehdrt das Enzym zu den Serinproteasen, sodass die katalytische Triade im aktiven
Zentrum aus Histidin, Asparaginsaure und Serin gebildet wird. Die Protease spaltet Pep-
tidbindungen nach Lysin oder Arginin.3” Accutase ist eine Enzymmischung die Proteine
und Collagene spalten kann." Sie wird haufig beim Ablésen von empfindlichen Zellen von

der Wachstumsoberflache verwendet und gefahrdet die Vitalitat der Zellen nicht.’

1.4 Anwendungen von Fischzellkulturen
Die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) ist eine weltweit kommerziell genutzte
Salmonidenart und spielt eine groRe Rolle als Nahrungsmittel.3® Weiterhin gewinnen
Aquakulturen fir die Versorgung mit Fisch an Bedeutung. Die weltweite Produktion steigt
seit 1990 kontinuierlich an. Dariber hinaus steigt ihr Anteil an der Fischproduktion. In 2000
betrug dieser 25,7 % und wuchs auf 46,0 % im Jahre 2018.3° Die Regenbogenforelle ist
besonders fir den deutschen Aquakultursektor von Bedeutung. Beispielsweise entfiel im
Jahre 2020 in Deutschland etwa ein Drittel der in Aquakulturen erzeugten Fischmasse auf
die Regenbogenforelle.*® Weiterhin kommen in der Aquakultur haufig prophylaktische Imp-
fungen und Antibiotika zum Einsatz, sodass eine hohe Nachfrage fur Impfstoffe gegen
Krankheit von Regenbogenforellen in der Zucht besteht.*' Zellkulturmodelle versuchen Ei-
genschaften eines lebenden Organismus in einer kontrollierten und isolierten Umgebung
abzubilden. Sie eignen sich daher fur die Erforschung von Virusinfektionen und helfen bei

der Entwicklung von Impfstoffen.®

1.4.1 Virologie
Da Aquakultur eine Form der Massentierhaltung darstellt kénnen sich hier Krankheiten
unter den Tieren leicht verbreiten. Dies fuhrt zu einem prophylaktischen Einsatz von Anti-
biotika und Impfungen um Ausbriiche von Krankheiten und damit verbundenen 6konomi-
schen Schaden zu vermeiden.*' Der haufige Einsatz von Antibiotika fiihrt jedoch zu Um-
weltproblemen, da die Ausscheidung der Tiere Riickstande der Antibiotika enthalten. Bak-
terien, die standig Antibiotika ausgesetzt sind, konnen Resistenzen gegen diese entwi-
ckeln.*! Per horizontalem Gentransfer konnen die Resistenzen unter Bakterien ausge-

tauscht werden.*? Daraus ergeben sich auch Risiken fiir den Menschen, da pathogene



Erreger moglicherweise nicht mehr mit gewohnlichen Antibiotika bekampft werden kon-
nen. Eine Losung dieses Problems stellt der vermehrte Einsatz von Impfstoffen, bei gleich-
zeitiger Verminderung von Antibiotika, in der Aquakultur dar.*? Daher ist die Nachfrage
nach Vakzinen gegen Viruserkrankungen bei Fischen hoch.** Da Viren stets eine Wirts-
zelle zur Vermehrung bendtigen, stellen Zellkulturen ein praktikable Moglichkeit zur Un-
tersuchung von viralen Krankheiten dar. So wurde 1962 die erste Fischzelllinie aus Re-
genbogenforellen gewonnen. Wolf und Quimby setzten die RTG-2 Linie ein, um das infek-
tiose Pankreasnekrosevirus (IPNV) zu isolieren.'® Das Virus bricht hauptsachlich bei Sal-
monidenjungfischen aus und zieht Mortalitatsraten von 10 bis 90 % nach sich. Ausbruche
dieser Krankheit sind in der Schweiz bekampfungspflichtig und in Deutschland melde-
pflichtig.'®** Impfstoffe wurden bereits von verschiedenen Firmen entwickelt. Beispiels-
weise ALPHA JECT® IPNV-Flavo von Pharmaq.*® Zurzeit gibt es noch Unterschiede zwi-
schen der Wirksamkeit im Labor und der Praxis, sodass bisher kein Impfstoff gegen IPNV
in Deutschland zugelassen ist.*¢ Jedoch stehen multivalente Vakzine in der EU zur Verfi-
gung*’#¢ Als Beispiel fir ein Virus, fiir das noch kein Zellkulturmodell vorhanden ist, kann
das Piscine Orthoreovirus (PRV) angefiihrt werden.*® Dieses Virus breitet sich unter Sal-
moniden aus und l6st bei hoher Viruslast Herz- und Muskelentziindungen aus.*° Die Sterb-
lichkeit bei Ausbriichen in Fischfarmen kann bis zu 20 % betragen.*® Zurzeit ist kein Zell-
kulturmodell verfugbar, indem das Virus vermehrt werden kann. Dadurch kann dieser Pro-

zess nicht erforscht werden und kein Impfstoff entwickelt werden.*®

1.4.2 Toxikologie
Die Analyse von Abwassern auf toxische Inhaltstoffe leistet einen wichtigen Beitrag zum
Umwelt- und Gewasserschutz. Mit Hilfe von chemischen Analysen lassen sich Kontami-
nanten nachweisen und quantifizieren. Informationen Uber die Letalitat oder Toxizitat die-
ser Kontaminanten lassen sich aus diesen Analysen jedoch nicht gewinnen, sodass stan-
dardisierte Tierversuche nétig sind um letale Dosen zu ermitteln.5" Mit dem OECD 203
Test wird beispielsweise die akute Toxizitat von Substanzen ermittelt. Im Rahmen dieses
Tests werden die Tiere verschiedenen Konzentrationen der Substanz ausgesetzt und die
Anzahl der Todesfalle nach festgelegten Zeitintervallen protokolliert. Je untersuchter Kon-
zentration sollen dabei mindestens sieben Tiere eingesetzt werden.*? An dieser Stelle bie-
ten Zellkulturen eine Moglichkeit Tierversuche zu ersetzen.®® Die Kiemen von Fischen die-
nen der Atmung und sind standig mit dem Wasser in Kontakt, daher stellen sie einen der
wichtigsten Aufnahmeorte von Umweltgiften dar.>* Aus diesem Grund eignen sich Kie-
menzellkulturen fur die Analyse von kontaminierten Wasserproben und kénnen in vivo Ex-
perimente ersetzen.>**° Dies ist einerseits mit Zelllinien moglich, welche vermehrt werden

kénnen und vergleichsweise kostenglinstig zu unterhalten sind, andererseits eignen sich



hierflir auch Primarzellkulturen.®® Nachteilig am Einsatz von Zelllinien ist der potenzielle
Verlust der physiologischen Eigenschaften aus dem Originalgeweben im Laufe der Sub-
kultivierung.®® Auf der anderen Seite erhalten Primarzellkulturen die Eigenschaften des
Gewebes, aus dem sie isoliert wurden. Nachteilig ist jedoch die begrenzte Kultivierungs-
dauer und der erhéhte Aufwand bei der Isolation von Primarzellen, sowie der erhéhte Be-
darf an Tieren.'>% Beim Einsatz von Primarzellen kommt nach der Isolation haufig eine
doppelte Einsaat in ein permeables Filterinsert zum Einsatz, welche zuerst von Fletcher
et al. im Jahre 2000 publiziert wurde.®” Im ersten Saatvorgang werden die isolierten Zellen
direkt in das Insert gesat und bilden die unterstiitzende Schicht fir die zweite Aussaat.®”
Sie erfolgte am Tag danach mit frisch isolierten Zellen.>” Mit dieser Technik lasst sich ein
dichtes Epithel erzeugen, welches Wasserproben direkt ausgesetzt werden kann.%”-% Der
Einfluss von Kontaminanten auf die Zellgesundheit kann elektrisch gemessen werden,
wobei eine dichte Monolayer einen hohen elektrischen Widerstand aufweist und ein Ab-
sterben der Zellen zum Absinken des Widerstands fiihrt.5*-%" Mit dieser Technik wurden
2007 die Toxizitat von Metallen fiir Fische erforscht.®> Wird eine Zelllinie fir den Assay
verwendet, so wird haufig mit RTgill-W1 Zelllinie gearbeitet. Sie wurde von Bols et al. 1994
etabliert und in Toxizitatsassays fur Metalle und organische Komponenten wie polycycli-
sche aromatische Kohlenwasserstoffe verwendet.®> Im Gegensatz zu Primarzellen wird
die Probe haufig mit Medium verdunnt, da die Zellen dem Wasser nicht direkt ausgesetzt
werden konnen. Eine weiteres in vitro Modell fir Toxizitatsassays stellen Hautzellkulturen
dar. Die Haut ist die erste Verteidigungslinie von Fischen gegen toxische Stoffe, Infekti-
onserreger und anorganische Substanzen. Experimente mit Primarzellkulturen der Re-
genbogenforelle wurden zum Beispiel von Dowling et al. im Jahr 2001 durchgefiihrt. Die
Primarkultur wurde aus Hautexplantaten gewonnen und das Fungizid Prochloraz sowie
Kupfer wurden als Chemikalien fir die Assays verwendet. Die aus den Explantaten aus-
gewachsenen Epithelzellen wurden den Chemikalien in serumfreiem und serumhaltigem
Medium ausgesetzt und Aussagen Uber die Toxizitat und die Art des Zelltodes getatigt.

Jedoch wurden bisher keine Versuche mit Zelllinien aus der Haut unternommen 5465

1.4.3 Ernahrung
Muskelgewebe bildet die Grundlage fir tierische Lebensmittel. Derzeit wird Massentier-
haltung angewendet, um die steigende Nachfrage zu decken. Diese bringt jedoch erheb-
lich 6kologische und ethische Nachteile mit sich. Beispiele sind der Flachenverbrauch fur
den Futteranbau, Verbreitung von Krankheiten in den engen Stallungen sowie das Tier-
wohl wahrend der Schlachtung. ,Cultured Meat® stellt eine Alternative zur herkdbmmlichen
Fleisch- und Fischproduktion dar. Wenige Stammzellen reichen aus, um Lebensmittel aus

kultivierten Zellen herzustellen. Dabei durchlauf die Stammzellen verschiedenen



Differenzierungsstadien und bilden zum Schluss Muskelfasern aus mehreren Muskelzel-
len.%¢ Der Verlauf der Differenzierung von Muskelzellen ist in Abbildung 1 dargestellt. Die
Stammzellen teilen sich und differenzieren sich zu Myoblasten, welche sich in folgenden
Schritten zu Myotuben zusammen lagern.®®¢ Mehrere Myotuben formieren sich im letzten

Schritt zur Muskelfaser.%6-%°

Mesenchymale Myoblasten Myotube
Stammzelle

® e -

Abbildung 1: Differenzierungsverlauf von Muskelzellen. Darstellt ist die Differenzierung von mesen-

chymalen Stammzellen zu Myoblasten und deren Fusion zu Myotuben. Adaptiert aus Zammit et al.
2006.

Ein Vorteil von in vitro Fleisch und Fisch wére der Entfall von Nebenprodukten. Ein streng
Uberwachter Prozess wiirde die Produktion ohne Antibiotika erméglichen. Ein Vorteil von
in vitro Fisch ware die Minimierung von Schwermetall- und Mikroplastikbelastung. 1932
wurde die Idee erstmals durch Winston Churchill publiziert, jedoch stellte Massentierhal-
tung damals kein Problem dar. Der erste in vitro Burger wurde 2013 vorgestellt. Seit dem
Arbeiten verschiedene Firmen an der marktreife von in vitro Fleisch und Fisch.” Vertreter
der fir Fleisch sind zum Beispiel Upside Foods, gegriindet 2015. Mit der Produktion von

in vitro Fisch beschaftigt sich zum Beispiel die Bluu Seafood GmbH.

1.5 Zielsetzung der Arbeit
Fur die Anwendungen von Fischzellkulturen in der Virologie, Toxikologie oder der Produk-
tion von Lebensmitteln stellen Primarzellkulturen den Ausgangspunkt dar. Weiterhin ist die
Regenbogenforelle aufgrund ihrer weiten Verbreitung in der Aquakultur von groRem Inte-
resse fur Forschungen in den Bereichen Virologie und Toxikologie. Daher schafft eine
Verbesserung des Verfahrens zum Anlegen dieser Kulturen Grundlagen fur die Entwick-
lung weiterer Anwendungen oder die Optimierung bestehender. Ziel der Arbeit war es, das
Verfahren zum Anlegen von Zellkulturen aus der Regenbogenforelle so zu verbessern,
dass aus verschiedenen Organen subkultivierbare Zellen erhalten werden kdénnen. Im

Rahmen dieser Arbeit wurde mit Haut, Muskel, Kieme und Herz gearbeitet. Fir diese
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Arbeit waren sowohl die Vorgehensweise beim Isolieren der Zellen als auch die Auswahl

und Zusammensetzung des Nahrmediums fir die Kultivierung von Bedeutung.



2. Material und Methoden

Am Anfang dieser Arbeit wurden Versuch mit Primarzellkulturen aus Explantaten der Regen-
bogenforelle unternommen. Im Verlauf wurde das Alter der Fische, Nahrmedien, Wachstums-
faktoren, enzymatische Dissoziationen auf ihren Einfluss auf das Wachstumsverhalten der Pri-

marzellkulturen Uberprift.

2.1 Materialien

Nachfolgend sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Medien, Reagenzien, Chemika-
lien (Tabelle 1), Gerate (Tabelle 2) und Verbrauchsmaterialien (Tabelle 3) aufgefihrt. Tabelle
4 zeigt eine Ubersicht tiber die verwendeten Plattenformate, sowie die empfohlenen Volumina

an Medium, PBS und Accutase fiir das jeweilige Format. Abschliefiend zeigt Tabelle 5 die flr

Immunfluoreszenz benétigten Antikorper.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Medien, Reagenzien und Chemikalien.

Bezeichnung Hersteller Katalognummer
Accutase PAN Biotech GmbH P10-21500
Advanced DMEM/F12 Gibco 12634-010
BSA PAN Biotech GmbH P06-1391100
Collagenase Klasse 2 Worthington Biochemical Cor- | LS004188
poration
Collagenase Klasse 4 Worthington Biochemical Cor- | LS004176
poration
Collagenase NB8 SERVA Electrophoresis | 17456.02
GmbH
DAPI Roche Diagnostics 10236276001
Dexamethason Sigma-Aldrich Chemie GmbH | D2915
DMEM, high glucose Gibco 41965-039
DMEM/F12 Gibco 11320-074
FKS Gibco 10437-028
hEGF Peprotech AF-100-15
Heparin Sigma-Aldrich Chemie GmbH | 7692.1
HEPES Carl Roth 9105.3
hFGF Peprotech 100-18B
Insulin Sigma-Aldrich Chemie GmbH | SLCC9248
Laminin Sigma-Aldrich Chemie GmbH | L2020
L-Glutamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH | G7513
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Bezeichnung Hersteller Katalognummer
Normocin InvivoGen Corporation #ant-nr-2

PBS Gibco 14190-094
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH | P0781

PFA

EMD Millipore Corporation

1.04005.1000

Regenbogeforellenserum

Fraunhofer IMTE

Ringerldsung Fresenius Kabi AG 2610811
Sucrose Carl Roth 4661.1
Triton X-100 Fluka 93420
Trypsin-EDTA 10x Sigma-Aldrich Chemie GmbH | SLCC7608
Tween VWR 6636848
Ziegennormalserum Vector Laboratories Inc. S-1000

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Geréate.

Bezeichnung Hersteller
Brutschrank BINDER GmbH
Fluoreszenzmikroskop Observer Z1 Carl Zeiss AG
Invertiertes Mikroskop Axio Vert.A1 Carl Zeiss AG
Kolbenhubpipetten, Eppendorf Research | Eppendorf AG

pH-Meter, SevenCompact

Mettler Toledo GmbH

Pipettierhilfe, peqMate

VWR International GmbH

Schdttler, GFL 3031

Hassa Laborbedarf GmbH

Sterile Werkbank, KB-130 BW

Kojair Tech OY

Vortexmischer

Scientific Industries Incorporated

Zentrifuge flr Falcon Tubes

Eppendorf AG

Zentrifuge flr Mikroreaktionsgefalie

Thermo Scientific

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung

Hersteller

Falcon Tubes (15 ml, 50 ml)

Sarstedt AG & Co. KG

Multiwell Zellkulturplatten

TPP Techno Plastic Product AG

Operationsbesteck

Aesculap AG

Pasteurpipetten, Glas

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG

Petrischalen, verschiedene GrofRen

TPP Techno Plastic Product AG
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Bezeichnung Hersteller
Pipettenspitzen fur Kolbenhubpipetten Sarstedt AG & Co. KG
Reaktionsgefal® (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf AG
Serologische Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co. KG

Tabelle 4: Ubersicht iiber verwendete Platten mit empfohlenem Volumen an Medium, PBS und Accu-

tase. Weiterhin ist die Wachstumsoberflache pro Well angegeben.

Multiwellplatte Medium, PBS, Accutase, Wachstumsflache,
ml ml ml cm?

24-well-Platte 0,5 0,5 0,1 1,9

12-well-Platte 1,0 1,0 0,2 3,8

6-well-Platte 2,5 1,0 0,3 9,5

Tabelle 5: Ubersicht (iber die bei der Immunfluoreszenzfarbung verwendeten Antikdrper.

Antikorper Hersteller | Bestellnummer | Wirt Klonalitat Verdiinnung
Tropomyosin Sigma- T2780 Maus | Monoklonal 1:400

Aldrich
Cy3 Dianova 115-165-062 Ziege | Polyklonal 1:800
Anti-Maus

2.2 Tierhaltung
Die Regenbogenforellen wurden in rezirkulierenden Aquakulturanlagen bei 15 °C in StifRwas-
ser gehalten. Die Rechtsgrundlage ist durch Tierschutzgesetzt §11 Absatz 1 Satz 1 unter der
Nummer 390.4-Tl gegeben. Die Anlage verfiigte Uber mechanische und biologische Filtersys-
teme zur Aufbereitung des rezirkulierenden Wassers. Zur taglichen Routine zahlte das Messen
von pH-Wert, Temperatur und geldstem Sauerstoff sowie die Reinigung des mechanischen
Filters und ein Teilwasserwechsel. Nitrat-, Nitrit- und Ammoniumkonzentration wurden diens-
tags und freitags gemessen. Die Tiere wurden mit Hilfe von Futterautomaten Uber den Tag

hinweg mit Pelletfutter von Aller Aqua gefuttert.
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2.3 Nahrmedien
Der Ansatz der Medien ist nachfolgend in Tabelle 6 dokumentiert. DF-12 Medien wurde wie
DMEM Medien angesetzt. Die L-Glutamin Stocklésung enthielt 200 mmol pro Liter, sodass die
Endkonzentration im Medium 4 mmol/l betrug. Die P/S-Ldsung enthielt 10.000 U Penicillin und
10 mg Streptomycin pro Milliliter. Zugegebene Volumina der Zusatze fir 50 ml Medium sind in
Tabelle 6 aufgefihrt.

Tabelle 6: Ansatz der Nahrmedien fur 50 ml. Anteil an P/S und Normocin betrug stets 1 %, bzw. 0,2 %.
L-Glutamin wurde nur bei ADF-12 mit einem Anteil von 2 % zugegeben.

Bezeichnung Basalme- FKS, | L-Glutamin, | P/S, ul Normocin,
dium, ml ml ml 1]}
ADF-12 20 % 38,4 10 1 500 100
ADF-12 15 % 40,9 7,5 1 500 100
ADF-12 10 % 43,4 5 1 500 100
ADF-12 5 % 45,9 2,5 1 500 100
DMEM 20 % 39,4 10 0 500 100
DMEM 15 % 41,9 7,5 0 500 100
DMEM 10 % 44 .4 5 0 500 100
DMEM 5 % 46,9 2,5 0 500 100

Die Zusatze wie hEGF, hFGF, Insulin, Dexamethason und Forellenserum wurden zu den auf-
gefillten Nahrmedien zugeben. Die zugegebenen Volumina, sowie Konzentrationen der Zu-
satze sind in Tabelle 7 aufgefuhrt. Fir Versuche mit Muskelgewebe wurden die Wachstums-
faktoren hEGF, hFGF und Dexamethason zu ADF-12 20 % FKS hinzugegeben. Dieses Me-
dium wird nachfolgend als ADF-12 Growth, in Anlehnung an das Skeletal Muscle Cell Growth
Medium von PromoCell, bezeichnet.”! Die Konzentrationen der Wachstumsfaktoren wurden

von diesem Medium abgeleitet.

Tabelle 7: Auflistung der Zugabe weiterer Medienzusatze. Angegeben sind Stockkonzentration und

Konzentration im Medium. Das angegebene Volumen bezieht sich auf 50 ml Medium

Komponente Stockkonzentration | Sollkonzentration Volumen, pl
Insulin 10,8 mg/ml 10 pg/ml 46

hEGF 0,5 mg/ml 0,01 pg/ml 1

hFGF 5 pg/ml 0,001 pg/ml 10
Dexamethason 1 mg/mi 0,4 pg/ml 20
Forellenserum - 0,4 % 200
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2.4 Anlegen von Primarzellkulturen
Das Gewebe wurden aus etwa 15 cm langen Regenbogenforellen und Regenbogenforellen-
larven gewonnen. Je nach Experiment wurden Explantate auf der Wachstumsoberflache aus-
gebracht oder das Gewebe einer enzymatischen Dissoziation unterzogen. Die Versuche wur-
den je nach Gewebemenge im 24 oder 12-well-Format durchgefiihrt. Die Anzahl der Replikate
und Anzahl der Fische, aus denen Gewebe enthommen wurde, variierte zwischen den Versu-
chen. Wie viele technische Replikate je Kondition ausgesat wurden wird daher beim Vorstellen

der Ergebnisse des jeweiligen Versuchs beschrieben.

2.4.1 Entnahme der Gewebeproben
Die Forellen wurden per Kescher aus ihrem Becken geholt und durch einen Fischwirt mit ei-
nem Schlag auf den Kopf getotet. Larven wurden mit tGberdosiertem Nelkendl betaubt. An-
schliefend wurden die verschiedenen Gewebe mittels Skalpell, Pinzette und Schere entnom-

men.

Fir die Entnahme von Haut wurde ca. 2 mm breite Streifen in die Seite des Tieres geschnitten
und mit einer Pinzette abgezogen. Im Idealfall ist die Musterung des Tiers danach noch zu
erkennen. Danach wurden die Streifen in Ringerldsung geschwenkt und entschuppt. Hierzu
eignet sich die Schutzkappe des Skalpells. Die Kappe wurde mehrmals mit und gegen den
Strich der Schuppen Uber das Hautstlick bewegt. Sollten sich noch Muskelreste am Hautstlck
befinden, wurden diese ebenfalls entfernt. Im letzten Schritt wurden die Streifen in Quadrate

mit etwa 1-2 mm? Flache geschnitten.

Fir die Entnahme von Muskelgewebe wurde zunachst die Haut, wie oben beschrieben, ent-
fernt. AnschlieRend wurde die Musterung mit einem Skalpell abgeschabt und das Gewebe von
den Graten geschnitten. Zur Sauberung wurde das Gewebe in Ringerlésung gewaschen und

in Vorbereitung auf einen enzymatischen Aufschluss mit einer Schere zerkleinert.

Fir die Entnahme der Kiemen wurde zunachst der Kiemendeckel entfernt. AnschlieRend wur-
den die Kiemenbdgen mit einer Schere herausgeschnitten und in Heparinldésung geschwenkt.
Die Heparinlésung bestand aus PBS, welches mit 10 U/ml Heparin und 100 U/ml P/S versetzt
wurde.”? Durch die Heparinlésung wurde Blut von Kiemen gewaschen und die Gerinnung ver-
hindert. AnschlieRend wurden die Kiemenbdgen in Ringerlésung gewaschen. Zur Vorberei-
tung fur die Aussaat wurde die Kiemenblattchen von den Bdégen mittels Skalpells getrennt, in

etwa 1-2 mm breite Streifen geschnitten.

Zur Entnahme von Herzen wurde zunachst der Bauch des Tieres mit einem Schnitt von den
Brustflossen bis zum After gedffnet. Das Herz liegt in der Herzhoéhle hinter der Brustflosse und
wurde mit Hilfe von Pinzette und Skalpell entnommen. Anschlieliend wurde das Herz mit He-

parinlésung gespdlt, in Ringerldsung geschwenkt.
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Falls das entnommene Gewebe enzymatisch behandelt werden sollte, wurde es in 2 ml Reak-
tionsgefallen oder 50 ml Becherglasern gesammelt und mit einer Schere zerkleinert. Wenn
das Gewebe als Explantat ausgebracht werden sollte, wurde es in Ringerlésung auf Eis gela-

gert.

2.4.2 Ausbringen von Explantaten
Bei der Ausbringung von Explantaten wurden die Gewebestlicke von 1 bis 2 mm Kantenlange
so im Well platziert, dass der Boden nahezu bedeckt war. AnschlieRend wurden die Explantate
mit einem Deckglaschen bedeckt und mit einer Rickseite einer Pipettenspitze angedrickt. Die
GroRe des Deckglaschens war von der well-GroRe abhangig. Im 12-well-Format wurde ein
Durchmesser von 18 mm verwendet. Fur 24-well-Platten betrug er 12 mm. Im Anschluss er-
folgte eine Trocknungszeit von 30 bis 45 min. Nach der Trocknungszeit wurden die Explantate

mit Medium Uberschichtet.

2.4.3 Enzymatische Dissoziation von Gewebe
Wenn das Gewebe nicht als Explantat ausgesat wurde, so wurde eine enzymatische Behand-
lung durchgefiihrt, um die EZM aufzuschlief’en und so Zellen aus dem Gewebe zu isolieren.

Im Verlauf der Arbeit wurden verschiedene Protokolle verwendet.

2.4.3.1 Dissoziation mit Collagenase
Diese Art des Aufschlusses ist an Sander et al. (2013) angelehnt. Das homogenisierte Gewebe
wurde 1 ml Collagenase Il/IV-Lésung versetzt und mit einem Vortexmischer vermischt. Als
Basis des Perfusionspuffer diente PBS welcher mit 10 mM HEPES, 30 mM Taurin, 5,5 mM
Glucose und 10 mM Diacetylmonoxim versetzt.”? Der Ansatz der Collagenaselésung ist in Ta-

belle 8 aufgeschlisselt.

Tabelle 8: Ansatz des Collagenase Il/IV-Lésung.

Komponente Menge
Collagenase Il 200 mg
Collagenase IV 200 mg
Perfusionspuffer 39,5 ml
CaClz (c = 1 mmoll/l) 0,5 ml

Die Inkubationszeit betrug zwischen 30 und 120 Minuten bei 20 °C und 160 rpm. Alle halbe
Stunde wurde das Gemisch erneut mit einer Schere zerkleinert und durch Auf- und Abpipet-
tieren weiter homogenisiert. Nach der Dissoziation wurde die Suspension zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. In der unteren Phase befinden sich Gewebereste und herausgeldste

Zellen. Bei der Aufarbeitung von Muskelgewebe war der Phasenibergang schwer
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auszumachen. Hier wurde dem Reaktionsgemisch PBS zugegeben und so die obere Phase

vergroRert, sodass sie sich leichter entfernen liel3.
24.3.2  Zweifache Behandlung mit Collagenase

Weiterhin wurde ein Aufschlussprotokoll verwendet, welches auf einem Bericht von Kruse et
al. (2004) basiert. Dieses Protokoll wurde im Rahmen dieser Arbeit auf Haut angewendet. Sie
wurde wie oben beschrieben enthommen und homogenisiert. Kruse et al. verwendeten ein
Digestions- und ein Isolationsmedium, welches aus einem mit HEPES versetzen Basalmedium

hergestellt wurden (Tabelle 9).7®

Tabelle 9: Ansatz des HEPES-Basalmediums.

Komponente Volumen
Basalmedium 90 ml
HEPES-Stock, (¢ = 23,83 mg/ml) 10 ml
L-Glutamin-Stock, (c = 200 mmol/l) 900 ul

Aus dem HEPES-Basalmedium wurde das Isolationsmedium hergestellt (Tabelle 10). Vor der
Verwendung wurde der pH-Wert auf 7,45 eingestellt und das Medium in ein 50 ml Tube steril
filtriert.

Tabelle 10: Ansatz des Isolationsmediums aus dem HEPES-Basalmedium.

Komponente Volumen
HEPES-Basalmedium 32 ml
BSA, (c =50 mg/ml) 8 ml
Calciumchlorid (c = 0,1 mol/l) 200 pl

Das Digestionsmedium wurde aus dem Isolationsmedium hergestellt. Hierzu wurden 20 ml
des Isolationsmedium mit 4 mg Collagenase NB8 versetzt. Vor Verwendung wurde der pH-

Wert auf 7,45 eingestellt und die Lésung steril filtriert.

Zunachst wurde das Gewebe mit 10 ml Digestionsmedium gemischt und mit Carbogen fur
etwa 15 Sekunden begast. AnschlieRend wurde das Becherglas mit Alufolie verschlossen und
fir 20 min auf den Schittler bei 20 °C und 150 rpm gestellt. Nach der Inkubation wurde dem
Gewebe eine kurze Sedimentationszeit gewahrt und anschliel3end das Digestionsmedium ab-
gesaugt. Vor dem nachsten Verdauungsschritt wurde das Gewebe mit Isolationsmedium ge-
waschen. Die zweite Dissoziation erfolgte ahnlich zum ersten, jedoch betrug die Inkubation

nur 15 Minuten. AnschlieBend wurde der Inhalt des Becherglases durch einen 200 um

16



Gazefilter in ein 50 ml Réhrchen gegeben und mit Isolationsmedium nachgespdilt. Die Gewe-
bereste im Filter wurden als Explantate ausgesat und mit einem Deckglaschen bedeckt. Nach
der Trocknungszeit wurde das aus dem Filtrat erhaltene Pellet in Medium resuspendiert und

hinzu gesat.
24.3.3 Enzymatische Dissoziation mit Collagenase und Trypsin

Hierzu wurde ein Protokoll, welches von Gabillard et al. (2010) zur Isolation Muskelzellen aus
der Regenbogenforelle verwendet wurde.”* Das praparierte Gewebe wurde in einem 50 ml
Becherglas mit 10 ml einer Collagenase IV Lésung vermischt und flr 45 min bei 20 °C und
150 rpm inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Gemisch in einem 50 ml Réhrchen mit 10 ml
PBS gewaschen. Fir den zweiten Teil des Aufschlusses wurden 10 ml einer 0,01 % Trypsin-
I6sung zu dem gewaschenen Gewebe gegeben. Die Inkubation erfolgte flr 15 min auf dem
Schuttler. Nach der Inkubation wurden die Enzyme mit 20 ml ADF-12 Medium mit 20 % FKS
inhibiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und das Gewebe mit 10 ml
ADF-12 20 % FKS versetzt. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Gewebepellet als Explan-

tat ausgesat und mit einem Deckglaschen bedeckt.

2.4.4 Beschichtung der Wachstumsoberflache
Beschichtungen spielen eine zentrale Rolle bei der Anheftung der Zellen an die Wachstums-
oberflache. In vielen Fallen ist die unbeschichtete Oberflache von Multiwellplatten ausrei-
chend. Fur den Zellen aus bestimmten Geweben wurde jedoch Beschichtungen eingesetzt.
Lamininbeschichtungen wurden bei Versuchen mit Muskelgewebe verwendet. Die Beschich-
tung wurde stets am Tag vor dem Versuch vorbereitet. Hierzu wurde, je nach Format der
Platte, zunachst PBS vorgelegt. AnschlieRend wurden 2 pg/cm? Laminin aus einer Stocklo-
sung hinzugegeben und der Inhalt des Wells gemischt. Die Lagerung Uber Nacht erfolgt im

Kuhlschrank. Am nachsten Tag wurde der Uberstand kurz vor der Aussaat abgesaugt.
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2.5 Pflege der Zellkulturen
Nach der Aussaat wurden der Kultur eine Ruhephase von etwa einer Woche gegeben. Danach
wurde der Wachstumsfortschritt mittels Mikroskopie verfolgt. Das Medium nach Bedarf ge-

wechselt.

2.5.1 Mikroskopie und Bewertung
Der Wachstumsfortschritt der Zellen wurde unter dem Mikroskop Uberpriift. Hierbei wurde die
Konfluenz der Wells in 25 % Schritten geschatzt und anhand dessen Punkte vergeben. Das

Punktesystem ist in Tabelle 11 aufgeschlisselt.

Tabelle 11: Bewertungssystem zur Bewertung des Wachstumsfortschritts von Zellkulturen

Punkte Bedingung

0 Kein Wachstum

1 0 < Konfluenz < 25 %

2 25 % < Konfluenz < 50 %
3 50 % < Konfluenz < 75 %
4 75 % < Konfluenz < 100 %

2.5.2 Medienwechsel
Das Medium wurde nach Bedarf getauscht. Der Bedarf wird durch Verfarbung des Mediums
oder Tribung angezeigt. Verfarbungen des Mediums sind auf pH-Wertanderungen zurtickzu-
fuhren. Die Tribung kann durch abgeldste, tote Zellen oder durch schwimmende Gewebereste
ausgelost werden. In beiden Fallen wurde das Medium getauscht. Medienwechsel wurden un-
ter der Clean Bench wie folgt durchgefihrt: Zunachst wurde das alte Medium mit einer Glaspi-
pette abgesaugt. Hierbei wurde das Gefal oft schrag gestellt und darauf geachtet den Boden
des Gefales nicht zu berthren. Dies verhindert das versehentliche Absaugen von Explantaten
oder der Beschichtung. Anschliel’end wurde das Gefall mit PBS gespiilt, um tote Zellen oder
anderen Schmutz zu entfernen. Nach dem Absaugen des PBS wurde frisches Medium hinzu-
gegeben. PBS und Medium wurden nicht direkt auf die Wachstumsflache gegeben, um das

Ablosen von Zellen zu verhindern.

2.5.3 Passagieren von Zellen
Sobald die Zellen einen Score von 2 und hoher oder eine stationare Phase erreicht hatten,
wurde eine Subkultivierung durchgefiihrt. Hierzu wurde eine ahnliche Vorgehensweise wie
beim Medienwechsel angewendet. Nach einem Waschvorgang mit PBS wurde jedoch Accu-

tase hinzugegeben. Accutase ist eine Enzymmischung, welche die Zellen von der
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Wachstumsflache 16st und nicht cytotoxisch ist. Die Reaktionszeit betrug mindestens 5 Minu-
ten. Bei Zellen, welche fir mehrere Wochen im gleichen Gefall angeheftet waren, kann der
Vorgang bis zu 15 Minuten dauern. Der Erfolg des Abldsens wurde unter dem Mikroskop kon-
trolliert. Abgeléste Zellen erscheinen Rund, wohingegen anhaftende Zellen, je nach Zelltyp,
eine langliche Form aufweisen. Nach dem Ablésen wurde die Reaktion durch die Zugabe von
FKS-haltigem Medium gestoppt. Die Zellen wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
in der Losung suspendiert. Um Stress fur die Zellen zu vermeiden, wurde auf das Abzentrifu-
gieren der Zellen verzichtet. Die Zellsuspension wurde direkt in das neue Gefal} pipettiert und
bei Bedarf mit frischem Medium aufgeflillt. Da nicht alle Gberflhrten Zellen anwachsen, wurde

am nachsten Tag ein Medienwechsel vollzogen.

2.6 Charakterisierung von Zellen mittels Inmunfluoreszenz-Farbung
Bei einer Immunfluoreszenzfarbung handelt es sich um eine Methode der Immunhistoche-
mie.” Mit inr werden spezielle Proteine einer Zelle mit Hilfe von Antigen-Antikorper-Wechsel-
wirkungen sichtbar gemacht werden.”® Bei einer indirekten Farbung kommen zwei Antikrper
zum Einsatz. Der primare Antikérper bindet spezifisch am Antigen. Der sekundare Antikdrper
bindet am primaren Antikérper und ist bei einer indirekten Farbung markiert, um die Interaktion

des primaren Antikdrpers sichtbar zu machen.”

Der in dieser Arbeit verwendete primare Antikérper bindet an Tropomyosin. Tropomyosin ist
an der Regulation der Muskelkontraktion beteiligt und bindet an Aktinfilamente und kommt
daher in Muskelzellen vor.”®’” Weiterhin wurde Tropomyosin auch in geringen Anteilen in an-
deren Zellen gefunden, sodass die Anwesenheit von Tropomyosin keine eindeutige Qualifika-

tion fur eine Muskelzelle darstellt.”®

Die Farbung wurde an Zellen aus Muskelgewebe auf Deckglaschen im 24-well-Format vorge-
nommen. In Vorbereitung auf die Behandlung mit Antikérpern, wurden die Zellen mit Hilfe einer
Lésung aus 4 % PFA und 10 % Sucrose in PBS fixiert. Es wurden 250 ul pro Well verwendet.
Die Inkubationszeit betrug 15 min bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurden die Zellen drei
Mal mit 500 pl PBS gewaschen. Nach der Fixierung wurden die Zellen permeabilisiert. Hierzu
wurde Triton X-100 im Faktor 1000 in PBS verdunnt. Die Zellen wurden fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit der L6sung behandelt. AnschlieRend erfolgten drei Waschschritte mit
PBS. Im nachsten Schritt wurden unspezifische Bindungen mit Ziegennormalserum gesattigt.
Hierzu wurden 100 pyl Serum in 1 ml PBS gel6st und 250 pl je Well zugegeben. Die Inkubati-
onszeit betrug 30 min bei Raumtemperatur. Anschlie3end wurde der primare Antikorper gegen
Tropomyosin in TPST-Puffer mit 0,1 % BSA verdunnt und 250 pl je Well zugegeben und Uber
Nacht im Kuhlschrank bei 4 °C inkubiert. Es wurde eine Negativkontrolle ohne primaren Anti-
korper mitgefihrt. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Anti-
korper 115-165-062. Dieser wurde in TPST mit 0,1 % BSA verdiinnt und fir mindestens eine
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Stunde auf den Zellen bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Wells mit PBS
gespllt und eine Zellkernfarbung durchgefiihrt. Hierzu wurde die Zellen mit DAPI, um den
Faktor 1000 in PBS verdinnt, fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die DAPI-Ldsung
wurde anschlieflend in zwei Waschschritten mit PBS und einem Waschschritt mit VE-Wasser
beseitigt. AnschlieRend wurde Vectashield auf einen Objekttrager gegeben und das Deckglas-
chen aus dem Well umgekehrt auf den Trager gelegt. Von nun an wurden die Proben vor Licht

geschitzt und im Kihlschrank aufbewahrt.
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3. Ergebnisse

Zunachst wurde versucht Priméarzellkulturen aus Explantaten anzulegen. Hierbei wurden Haut-
, Kiemen- und Herzexplantaten in Verbindung mit den Medien ADF-12 und DMEM mit ver-
schiedenen FKS-Konzentrationen getestet. Im néchsten Schritt wurde Haut-, Kiemen- und
Herzgewebe enzymatisch aufgeschlossen, um daraus Primérzellkulturen anzulegen und das
Wachstum in den Medien ADF-12 und DMEM mit verschiedenen FKS-Konzentrationen zu
vergleichen. AnschlielRend wurden Versuche mit weiteren Medienzuséatzen an Haut- und Mus-
kelkulturen durchgefuhrt. Beim Anlegen der Kultur aus Hautgewebe wurden zuséatzlich ver-
schiedene Aufschlussmethoden vergleichen. Abbildung 2 visualisiert die im Rahmen dieser
Arbeit angelegten Zellkulturen. Zum Schluss wurden die aus dem vorherigen Versuch erhal-

tenen Zellen aus Muskelgewebe mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfarbung charakterisiert.

Regenbogenforellen

»
»

Explantatkultur \

Haut-, Kiemen- und
Herzzellkulturen in ADF-12
und DMEM

. - > iUl

o
(-]
Haut- und Herzzellkulturen
IO B Optische
—_ in ADF-12 und DMEM
- Bewertung des
) — Wachstums
Enzymatische
Aufschlisse mit
Collagenase > _/
und Trypsin Muskel- und Hautzellkulturen in DF-12
und ADF-12 20 % FKS mit
Wachstumsfaktoren

Abbildung 2: Ubersicht tiber die im Rahmen dieser Arbeit angelegten Zellkulturen.

3.1 Versuche mit Explantaten
Das Explantieren ist eine einfache Methode um Priméarzellkulturen aus Gewebe anzulegen.'®
Es wurde versucht aus Haut-, Kiemen- und Herzgewebe eine Primarzellkultur zu etablieren
(Abbildung 3). Weiterhin wurde der Einfluss des Basalmediums und der FKS-Konzentration
auf das Zellwachstums Uberpruft. Darliber hinaus wurden die GréRe der Explantate, sowie das

Verwenden von Deckglaschen als mégliche Einflussfaktor identifiziert.
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Zwei 1-jahrige Regenbogenforellen

—_—

Explantatkultur in ADF-12
und DMEM mit 5 — 20 % FKS

v

Haut-, Herz- und l

Kiemenexplantate Quantifizierung des

I] |:| Wachstums am Mikroskop

Abbildung 3: Schematischer Ablauf der Versuche mit Explantatkulturen aus zwei 1-jahrigen Regenbo-
genforellen. Das Gewebe der Tiere wurde gesammelt und anschlieRend die Kulturen daraus angelegt.
Als Medium wurden ADF-12 und DMEM mit jeweils 5 bis 20 % FKS eingesetzt. Das Wachstums der

Kulturen wurde mittels Mikroskopie bewertet.

3.1.1 Primarzellkulturen aus Hautexplantaten

Die Hautexplantate wurden aus zwei Regenbogenforelle gewonnen, die etwa ein Jahr alt wa-
ren. Nach dem Entschuppen wurden diese in Stiicke mit etwa 3-4 mm Kantenlédnge geschnit-
ten und 3-4 Hautstlicke je Well im 12-well-Format ausgesét. Als Medien wurde ADF-12 und
DMEM mit FKS Konzentrationen von 5 bis 20 % gewahlt. Es wurde ein Well je Kondition aus-
gesat und die Konfluenz wéchentlich geschéatzt. Die Ergebnisse sind nachfolgend in Abbildung
4 und Abbildung 5 visualisiert. Rohdaten in tabellarischer Form befinden sich im Anhang unter
8.1. Im Verlauf bildeten die Zellen zunehmend Vakuolen. Kurz vor dem Absterben, waren diese
am gréitem.
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Abbildung 4: Konfluenzverlauf der Hautzellen in DMEM mit 5 bis 20 % FKS. Die Zellen konnten nicht
subkultiviert werden und starben in der vierten Woche ab.
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Abbildung 5: Konfluenzverlauf der Hautzellen in ADF-12. Die Zellen konnten nicht subkultiviert werden
und starben nach der vierten Woche ab.
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Die Zellen in ADF-12 Medien Uberlebten am langsten. Bei einer Wiederholung des Versuchs
mit ADF-12 Medium wurden die Hautzellen bereits bei etwa 50 % Konfluenz subkultiviert, um
teilungsfahige Zellen zu selektieren. Es wurde beobachtet, dass die Zellen schneller anwuch-
sen und nach 4 Wochen etwa 50 % Konfluenz erreicht hatten (Abbildung 6). Nach drei Wochen
wurden bei allen Konditionen fibroblastisch aussehende Zellen beobachtet (Abbildung 8). Die

Zellen Uberlebten die Passage, starben jedoch nach 2 Wochen ab (Abbildung 7).

0

Woche 1 Woche 3 Woche 4

mADF-12 20% FKS

BADF-12 15% FKS

mADF-12 10% FKS
ADF-12 5% FKS

Konfluenzgrad
N

Abbildung 6: Verlauf der Konfluenz von Zellen aus Hautexplantaten in ADF-12 mit 5 bis 20 % FKS. Nach
Woche 4 wurde bei Semikonfluenz passagiert.
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mADF-12 10% FKS
© ADF-12 5% FKS

Konfluenzgrad
N

| I I I
0
Woche 1 Woche 2

Abbildung 7: Verlauf der Konfluenz von Zellen aus Hautexplantaten in ADF-12 mit 5 bis 20 % FKS nach
der Subkultivierung. Die Zellen starben 2 Wochen nach der Subkultivierung ab.

200 pm
e

Abbildung 8: Fibroblastische Zellen aus Hautexplantaten drei Woche nach der Aussaat in ADF-12 20 %

in 5-facher VergréRerung. Das Well hatten zu diesem Zeitpunkt einen Konfluenzgrad von etwa 25 %
erreicht.
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Als Probleme der Explantatmethode wurde das Abldsen der Explantate in den ersten Wochen
wahrend der Pflege der Kulturen identifiziert, da das Migrieren von Zellen aus den Explantaten
wahrscheinlich noch méglich gewesen ware. In folgenden Versuchen sollen daher Deckglas-
chen verwendet werden. Sie sollen die Explantate vor versehentlichem Absaugen oder zufal-
ligem Abldsen schitzen. Da die Deckglaschen nach dem Einlegen angedriickt werden, wird
dadurch die Kontaktflache zwischen Wachstumsoberflache und Explantat erhéht. Dies kénnte
die Migration von Zellen aus dem Gewebe begiinstigen. Eine weitere Verbesserungsmaglich-
keit wurde in der GréRe der Explantate gesehen. Es wird vermutet, dass aus kleinere, daflr
einer hdheren Anzahl an Explantaten mehr Zellen herauswachsen und die Kultur so schneller
ein subkultivierbares Stadium erreicht. In folgenden Versuchen wurde die Kantenlange der
Explantate auf 1 bis 2 mm reduziert, wobei der Boden des Wells mdglichst vollstandig mit

Explantaten bedeckt wurden.

In einem weiteren Versuch wurde das Alter der Fische variiert. In einem Vorversuch haben
aus Muskelgewebe isolierte Zellen aus atlantischen Lachsen (Salmo salar) mit vergleichbarem
Alter ein schnelles Wachstum gezeigt. Es soll Gberprift werden, ob dies auch auf Hautzellen
junger Regenbogenforellen zutrifft. Die Explantate wurden aus 20 etwa 3 Monate alten Re-
genbogenforellen gewonnen. Auf das Entschuppen der Haut konnte verzichtet werden, da
diese noch nicht ausgebildet waren. Die Explantate wurden im 24-well-Format ausgesat und
mit Deckglasern angedriickt. Die Medien DMEM und ADF-12 mit 5, 10, 15 und 20 % FKS
wurden mit einem Well je Kondition verwendet. Die Wells wurden Uber einen Monat hinweg
beobachtet. Das Zellwachstums blieb jedoch aus. Eine mégliche Ursache dafiir kdnnten Mus-

kelreste auf der Haut sein. Abbildung 9 zeigt die Muskelreste an den Hautexplantaten.

3.1.2 Primarzellkulturen aus Kiemenexplantaten
Die Kiemen aus 2, 1-jahrigen Tiere wurden, wie unter 2.4.1 beschrieben, enthommen und
unter Verwendung von Deckglaschen als Explantatkultur ausgesat. Es wurden die Medien
DMEM und ADF-12 mit 5, 10, 15 und 20 % FKS mit jeweils einem Well je Kondition getestet.
Die Kultur wurde Uber fiinf Wochen hinweg beobachtet. Nach einer Woche wurden jedoch ein
Pilzmycel in ADF-12 mit 10 % FKS bemerkt. Daraufhin wurden Deckglédschen und Geweberest
entfernt, das Medium abgesaugt und das Well mit 1 ml 70 % Ethanol aufgefullt. Innerhalb die-
ser Zeitspanne wurde kein Zellwachstum und keine weiteren Pilzmycele beobachtet. Die Kul-
tur wurde ohne Subkultivierung entsorgt. Das Experiment wurde mit den Konditionen ADF-12
20 % FKS und DMEM 10 % FKS mit jeweils vier Wells wiederholt. Die Explantate wurden fir
vier Wochen beobachtet, jedoch wurde kein Zellwachstums festgestellt, sodass die Wells ohne

Subkultivierung entsorgt wurden.
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Abbildung 9: Aufnahme der Hautzellkultur in ADF-12 5 % FKS aus jungen Regenbogenforellen eine
Woche nach der Aussaat in 10-facher VergréoRerung. Zusehen sind Hautexplantate (dunkel, rechter
Rand) und die Muskelreste (hell, faserig, mittig).

3.1.3 Primarzellkulturen aus Herzexplantaten
Das Gewebe wurde wie unter 2.4.1 beschrieben aus 2, 1-jahrigen Regenbogenforellen ent-
nommen und zerkleinert. Anschlielliend wurden sechs Wells im 24-well-Format ausgesat und
mit Deckglaschen versehen. Als Medien wurden ADF-12 20 % und DMEM 20 % verwendet,
sodass drei Wells je Medium beobachtet werden konnten. Es wurde kein Zellwachstum beo-

bachtet, sodass die Wells nach 6 Wochen entsorgt wurden.
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3.2 Versuche mit enzymatisch dissoziiertem Gewebe
Eine enzymatische Dissoziation hydrolysiert die EZM und |6st so Zellen aus dem Gewebe,
sodass enzymatische Aufschliisse héhere Zellausbeuten pro Gramm Gewebe aufweisen als
das Ausbringen von Explantaten.’ In den nachfolgenden Versuchen wurden die Gewebepro-
ben vor der Aussaat enzymatisch behandelt. Es wurde erwartet, dass die Zellen schneller, im
Vergleich zu den Explantatkulturen, einen subkultivierbaren Zustand erreichen, da die Zellen

durch den Isolationsschritt schneller auf die Wachstumsoberflache gelangen kénnen.!

3.2.1 Versuche mit enzymatisch aufgeschlossener Haut

Ziel des Versuchs war es zu Uberprifen, ob durch das Behandeln des Gewebes mit Enzymen
die Kultur schneller in einen subkultivierbaren Zustand erreicht. Hierzu wurden die Hautex-
plantate, welche aus 7, 1-jahrigen Forellen gewonnen wurden, mit einem Collagenase Il/1V
Mix behandelt. Nach 120 min Inkubationszeit waren die Gewebestlicke nicht zersetzt. An-
schlieBend wurden die Gewebestlicke im 12-well-Format ausgeséat und mit einem Deckglas-
chen bedeckt. Nach der Trocknungszeit von 30 Minuten wurden sie mit Medium tberschichtet.
Es wurden vier technische Replikate je Kondition angelegt. Da ADF-12 20 % FKS in Versu-
chen mit unbehandelten Hautexplantaten subkultivierbare Zellen hervorgebracht hat wurde
dieses Medium gewahlt. Weiterhin wurden vier Wells mit DMEM 15 % FKS ausgeséat. Abbil-
dung 10 visualisiert den Versuchsaufbau.

Anlegen der Kulturen

Sieben 1-jahrige Enzymatischer Aufschluss
Regenbogenforellen mit Collagenase in ADF-1220 % FKS
fiir 120 min bei 20 °C und DMEM 15 % FKS
° o 3 technische Replikate
Oo
» "’;\ »

Quantifizierung des
Wachstums am Mikroskop D

Abbildung 10: Schematischer Ablauf des Anlegens von Zellkulturen aus enzymatisch aufgeschlossener
Haut.

Der Verlauf des Konfluenzgrades der Zellen in ADF12 20 % FKS und DMEM 15 % FKS ist
nachfolgend in Abbildung 11 bzw. Abbildung 13 visualisiert. Das Aussehen der Zellen in allen

Wells kann als fibroblastisch beschrieben werden (Abbildung 12). Die Zellen erreichten nach
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4 Wochen Konfluenzgrade zwischen 50 und 75 % und wurden subkultiviert. Es wurden die
Wells 1 und 3, sowie 2 und 4 in je eine 6-well Platte Giberfuhrt. Durch das Poolen der Wells soll
eine zu geringe Zelldichte vermieden werden. Es wird vermutet das eine zu geringe Zelldichte
nach der Subkultivierung zu einem schnelleren sterben der Kultur fuhrt. Die vereinigten Zellen
wuchsen nicht auf der 6-well-Platte an, sodass die Zellen 2 Wochen nach der Subkultivierung
verworfen wurden. Ein méglicher Grund dafur kénnte der Gesundheitszustand der Zellen sein.
Abbildung 14 zeigt die Zellen aus Well 1 kurz vor der Subkultivierung. Die Zellen erscheinen
eher epithelisch als fibroblastisch. Eine weitere Auffalligkeit besteht in den dunkelblauen Punk-
ten in den Zellen sowie in den wenig scharfen Abgrenzungen der Zellen. Die Rohdaten des
Versuchs befinden sich im Anhang unter 8.3.

mADF12 20 % FKS

Konfluenzgrad
N

Woche 1 Woche 3 Woche 4

Abbildung 11: Mittelwerte des Verlaufs der Konfluenzgrade von aus der Haut isolierten Zellen in ADF-
12 20 % FKS. Die Mittelwerte wurden aus vier technischen Replikaten gebildet. Weiterhin ist die Stan-
dardabweichung eingezeichnet. Die Zellen erreichten nach 4 Wochen einen subkultivierbaren Zustand.
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Abbildung 12: Aus Haut isolierte Zellen aus Well 1 drei Wochen nach der Aussaat in ADF-12 20 % in 5-
facher VergréRerung. Die Zellen sehen fibroblastisch aus und waren zum Zeitpunkt der Aufnahme zu
etwa 50 % konfluent.
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Abbildung 13: Mittelwerte des Verlaufs der Konfluenzgrade von aus der Haut isolierten Zellen in DMEM
15 % FKS. Die Mittelwerte wurden aus vier technischen Replikaten gebildet. Weiterhin ist die Stan-
dardabweichung eingezeichnet.
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Die Zellen in DMEM erreichten nach 4 Wochen eine stationare Phase. Eine Subkultivierung
wurde nach 6 Wochen durchgefiihrt, wobei die Wells 1 bis 3 auf ein neues 12er Well vereinigt

wurden.

Abbildung 14: Zellen aus Well 1 am Tag der Subkultivierung 4 Wochen nach der Aussaat aus Hautex-
plantaten in ADF-12 20 % FKS in 5-facher VergréRerung.

Die enzymatische Dissoziation wurde in einem weiteren Versuch mit Gewebe aus 15 Jungfi-
schen getestet. Im Kontrast zu vorangegangenen Versuchen konnte der Collagenase-Mix die
Gewebeprobe innerhalb von 90 min vollstandig dissoziieren. Grund daflir kénnte die diinnere
Haut der Jungdfische gegenlber den 1-jahrigen Forellen sein. 250 pl dissoziierte Haut wurde
im 24-well-Format ausgesat und mit 500 pl Medium gemischt. Es wurden die Medien ADF-12
und DMEM mit 5, 10, 15 und 20 % FKS verwendet und ein Well je Kondition ausgesat. Die
Wells wurden flr vier Wochen beobachtet, es wurde jedoch kein Wachstum festgestellt. Ein

moglicher Grund dafir kdnnte die vollstandige Dissoziation des Gewebes sein.

Trotz der enzymatischen Behandlung der Hautexplantate konnten die Zellen erst nach vier
Wochen subkultiviert werden, jedoch hatten 2 der 4 Wells in ADF-12 20 % FKS in dieser Zeit
einen héheren Konfluenzgrad erreicht. Die Zellen in DMEM 20 % FKS waren ebenfalls nach 4
Wochen subkultivierbar gewesen, jedoch waren die Konfluenzgrade geringer als in ADF-12
20 % FKS.
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3.2.2 Versuche mit enzymatisch aufgeschlossenem Herzgewebe
Die Herzen wurden aus drei, 1-jahrige Regenbogenforellen gewonnen und enzymatisch nach
2.4.3.1 aufgeschlossen. Das erhaltene Pellet wurden im 24-well-Format in den Medien ADF12
und DMEM mit jeweils 5, 10, 15 und 20 % FKS ausgeséat. AnschlieRend wurde das Wachstums
beobachtet. Abbildung 15 stellt den Versuchsaufbau schematisch dar. Die Verldufe der Kon-
fluenz sind in Abbildung 16 und Abbildung 17 dokumentiert.

Anlegen der Kulturen
in ADF-12 und DMEM
mit 5 bis 20 % FKS

Drei 1-jahrige Enzymatischer Aufschluss
Regenbogenforellen mit Collagenase
fur 30 min bei 20 °C

(-]
o P

v

)

Quantifizierung des
Wachstums am Mikroskop I:ll] I:I

Abbildung 15: Schematischer Ablauf des Anlegens von Zellkulturen aus enzymatisch aufgeschlosse-
nem Herzgewebe.

Nach 5 Wochen wurden die Zellen in DMEM 15 und 20 % FKS sowie ADF-12 20 % FKS in
neue 24iger Wells subkultiviert. Fir DMEM 10 % wurde keine Subkultivierung vorgenommen,
da der Konfluenzgrad zu gering war. Die Zellen wurden fir weitere 3 Wochen beobachtet,
jedoch wurde kein weiteres Wachstum festgestellt. Die Zellen in ADF-12 20 % FKS tUberlebten
die Subkultivierung, zeigten jedoch kaum weiteres Wachstum und starben nach 3 Wochen ab.
Die Zellen in DMEM 20 und 15 % uberlebten ebenfalls die Subkultivierung und gingen danach
in eine stationdre Phase Uber. Der Verlauf der Konfluenz der subkultivierten Zellen ist in Ab-
bildung 18 dargestellt. Die Rohdaten des Versuchs befinden sich im Anhang unter 8.4.
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Abbildung 16: Wachstum von Zellen der Passage 0 aus Herzgewebe in DMEM mit 5 bis 20 % FKS. Die
Zellen in DMEM 20 und 15 % FKS erreichten nach 5 Wochen einen Subkultivierbaren Zustand.

mADF-1220 %

mADF-12 15 %

mADF-1210 %
ADF-125 %

Konfluenzgrad
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Abbildung 17: Wachstum von Zellen der Passage 0 aus Herzgewebe in ADF-12 mit 5 bis 20 % FKS.
Die Zellen in ADF-12 20 % FKS erreichten nach 5 Wochen einen subkultivierbaren Zustand.
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Abbildung 18: Wachstums von Zellen der Passage 1 aus Herzgewebe in ADF-12 20 % FKS und DMEM
15 und 20 % FKS.

3.3 Versuche mit Wachstumsfaktoren
Wachstumsfaktoren kénnen die Zellen zur Proliferation und Differentiation anregen.™ In den
nachfolgenden Versuchen wurden die Effekte verschiedener Wachstumsfaktoren auf das
Wachstums von Primérzellkulturen aus Haut- und Muskelgewebe untersucht. Weiterhin wurde
in vorrangegangenen Versuchen mit Hautzellen beobachtet, dass sich ein enzymatischer Auf-
schluss positiv auf den Wachstumsverlauf auswirkt, jedoch erreichten die Kulturen nicht we-
sentlich schneller einen subkultivierbaren Zustand. Daher wurde der Einfluss verschiedener

Aufschlussprotokolle auf die Isolation von Zellen aus Hautgewebe getestet.

3.3.1 Einfluss von Wachstumsfaktoren auf Zellen aus Haut
In diesem Versuch wurde der Einfluss von Wachstumsfaktoren auf Priméarzellen aus der Haut
von 1-jahrigen Regenbogenforellen getestet. Gleichzeitig wurde die Art der Zellisolation vari-
iert. Dabei wurden die zweifache Collagenasebehandlung (vgl. 2.4.3.2) und die Collagenase-
Trypsin-Behandlung verwendet (vgl. 2.4.3.3), sowie Explantete ausgebracht. Das Gewebe
wurde aus 4 Tieren enthommen. Da die Zellen in ADF-12 20 % FKS in vorherigen Versuch mit
enzymatisch aufgeschlossenem Gewebe unter 3.2.1 ein hdheres Wachstum gezeigt hatten,
wurde fur diesen Versuch ebenfalls ADF-12 20 % FKS als Medium verwendet. Weiterhin
wurde es fur diesen Versuch mit den Wachstumsfaktoren hEGF und hFGF sowie mit Forel-
lenserum versetzt. Je Aufbereitungsmethode und Medium wurden drei technische Replikate
im 12-well-Format ausgesat. Die Aufzeichnungen Uber das Wachstum der Zellen sind im An-

hang unter 8.5 dokumentiert. Abbildung 19 visualisiert schematisch den Versuchsaufbau.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Uberpriifung des Einflusses von

verschiedenen Aufarbeitungsmethoden und Wachstumsfaktoren im Medium auf Hautzellen.

Die Explantatkulturen und die Kulturen, welche aus der zweifachen Collagenasebehandlung
entstanden sind, erreichten im beobachteten Zeitraum keinen subkultivierbaren Zustand. Da-
her wird auf diese Kulturen nicht weiter eingegangen. Fir die Kulturen die aus der Colla-
genase-Trypsin-Behandlung angelegt wurden, wurde beobachtet, dass der Konfluenzgrad
zwischen Tag 11 und 19 in den meisten Wells konstant oder ricklaufig war. In Vorbereitung
auf eine Subkultivierung der Zellen wurden die Explantate und Deckglaschen an Tag 19 ent-
fernt. An Tag 20 sollten die Zellen subkultiviert werden, jedoch sind beim Abnehmen der Ex-
plantate Zellen verloren gegangen, sodass die Zellen mehrheitlich nur Konfluenzgrade von bis
zu 25 % aufwiesen. Fur eine Visualisierung der Konfluenzgrade der Zellen, wurde der Mittel-
wert der drei Wells gebildet und auf ganze Zahlen gerundet. Abbildung 20 visualisiert den

Verlauf des Konfluenzgrades der Hautzellen.
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Abbildung 20: Verlauf des mittleren Konfluenzgrades der Zellen aus mit Collagenase und
Trypsin behandelter Haut mit Standardabweichung.

Mdoglicherweise hafteten viele Zellen am Deckglas oder am Gewebe und nicht an der Wachs-
tumsoberflache des Wells. Dennoch konnten mit Hilfe der Collagenase-Trypsin-Behandlung
innerhalb einer Woche in allem Medien Konfluenzgrade von bis zu 50 % erzielt werden. Der
Einfluss der Wachstumsfaktoren und des Regenbogenforellenserums sind nicht klar auszu-
machen, da in Abbildung 20 kein eindeutiger Trend abzulesen ist. Lediglich ADF-12 20 %
FKS+FGF zeigt bis zum Entfernen der Explantate an Tag 19 einen konstanten Konfluenzgrad
von bis zu 50 %.

3.3.2 Einfluss von Wachstumsfaktoren auf Zellen aus Muskelgewebe
Um den Einfluss von Wachstumsfaktoren auf Zellen aus Muskelgewebe zu testen, wurde Mus-
kelgewebe aus 20 Jungfischen enthommen und mit der Collagenase Il/IV Mixtur aus 2.4.3.1
behandelt und einer Lamininbeschichtung im 24-well-Format ausgesat. Es wurden die Medien
DF-12 20 % FKS, ADF-12 20 % FKS und ADF-12 Growth mit 4 Wells je Kondition, bzw. 5
Wells bei ADF-12 Growth verwendet. Abbildung 21 visualisiert den Versuchsaufbau.
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Abbildung 21: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Uberpriifung des Einflusses von
Wachstumsfaktoren im Medium auf das Wachstums von Zellen aus Muskelgewebe.

Da Gewebereste die Sicht versperrten, konnte das Wachstum der Zellen erst nach zweimali-
gem Waschen mit PBS an Tag 13 nach der Aussaat bewertet werden. Fr die Visualisierung
in Abbildung 22 wurden Mittelwerte aus den Replikaten gebildet. In ADF-12 20 % FKS wurden
keine Zellen beobachtet. 19 Tage nach der Aussaat wurde die Konfluenz in den Wells mit DF-
12 20 % und ADF-12 Growth als konstant gegenuiber Tag 13 bewertet, sodass die Zellen sub-
kultiviert wurden. Die Wells 1, 2 und 5 wurden vom 24-well-Format auf ein 12er Well vereinigt.
Der Verlauf der Konfluenz der subkultivierten Zellen ist nachfolgend in Tabelle 25 dokumen-
tiert. Nach 7 Tage waren die subkultivierten Muskelzellen in beiden Medien nahe zu konfluent.
Die Rohdaten des Versuchs befinden sich im Anhang unter 8.6.
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Abbildung 22: Bewertung des mittleren Wachstums der Zellen aus Muskelgewebe 13 Tage nach der
Aussaat in den Medien DF-12 20 %, ADF-12 20 % FKS und ADF-12 Growth mit Standardabweichung.

3
mDF-12 20%
wADF-12 Growth
1
0

Tag 1 Tag 7

Konfluenzgrad
N

Abbildung 23: Verlauf des Konfluenzgrades der subkultivierten Zellen aus Muskelgewebe in DF-12
20 % und ADF-12 Growth.
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3.4 Charakterisierung von Zellen aus Muskelgewebe
Die unter 3.3.2 erhaltenen Muskelzellen wurden auf ihre morphologischen Unterschiede hin
untersucht. Hierzu wurde die Zellen unter dem Mikroskop betrachtet, sowie eine Immunfluo-

reszenzfarbung auf Tropomyosin unterzogen.

3.4.1 Optische Unterschiede der Zellen
Es sollte Uberpruft werden, ob sich das Medium auf die Morphologie der Zellen auswirkt. Wei-
terhin sollte der Einfluss einer Subkultivierung untersucht werden. Hierzu wurden Aufnahmen
der Zellen 13 Tage nach der Aussaat und am Tag nach der Subkultivierung gemacht, welche

in Abbildung 8 dargestellt sind.

Bei Betrachtung von Abbildung 24 fallt zunachst auf, dass in beiden Medien lange, schmale,
spindelférmige Zellen zu sehen sind. Dartber hinaus enthalten beide Primarzellkulturen kir-
zere, breite Zellen, welche jedoch in den gezeigten Bildern in der Unterzahl sind. Nach der
Subkultivierung, in der zweiten Zeile, sind in DF-12 20 % FKS nur wenige lange, diinnen, spin-
delférmigen Zellen zu sehen. Die Mehrzahl der Zellen sehen fibroblastisch aus, da sie in etwa
doppelt so lang wie breit sind. In ADF-12 Growth sind ebenfalls einige lange, diinne, spindel-
férmige Zellen enthalten. Weiterhin sind auch hier fibroblastisch aussehende Zellen enthalten.
Zusatzlich sind hier auch polygonale, epithelisch aussehende Zellen zu sehen. Der Anteil an
fibroblastisch aussehenden und epithelisch aussehenden Zellen wurde etwa gleich hoch ein-

geschatzt.
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ca. 2 Wochen nach der Aussaat in 10-facher Vergrof3erung. Die Bilder der zweiten Zeile wurden einen

Tag nach der Subkultivierung in 5-facher Vergroferung aufgenommen.

3.4.2 Tropomyosinfarbung
Zur weiteren Charakterisierung der Zellen wurde eine Tropomyosinfarbung durchgefiihrt. Es
sollte Uberpruft werden, ob die Zellen Tropomyosin-Aktin-Filamente aufweisen, was charakte-
ristisch fir Muskelzellen ist. Hierzu wurden die Zellen, die unter 3.3.2 gewonnen wurden, 19
Tage nach der Aussaat angefarbt. Abbildung 25 zeigt die erhaltenen Aufnahmen, wobei die
mit DAPI angefarbten Zellkerne blau und das mit Antikérpern markierte Tropomyosin gelb er-
scheinen. In der ersten Zeile von Abbildung 25 wurde die lange, diinne, spindelférmige Form
vieler Zellen aus Abbildung 24 wiedererkannt. Weiterhin konnten in diesen Strukturen mehrere
Zellkerne ausgemacht werden, was darauf hindeutet, dass es sich um fusionierte Komplexe
handelt. In der zweiten Zeile wurden Bilder von Zellen gemacht, welche zwar stark durch den
tropomyosinspezifischen Antikérper markiert wurden, jedoch eine eher polygonale, unregel-
mafige Form aufweisen. Weiterhin wurden in den Zeilen 1 und 2 viele Zellen erfasst, welche

nicht durch die Antikdrper markiert wurden. In der dritten Zeile wurden Aufnahmen der langen,
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dinnen Zellen gemacht und beobachtet, dass das Tropomyosin in einer scheibenférmigen

Struktur vorliegt. Die Beobachtungen wurden fiir die Zellen aus beiden Medien gemacht.

DF-12 20 % FKS ADF-12 Growth

Abbildung 25: Aufnahmen der Tropomyosinfarbung 19 Tage nach der Aussaat. Blaue Farbung zeigt
Zellkerne nach der DAPI-Farbung an. Gelbes Signal zeigt markiertes Tropomyosin an. Die Aufnahmen
oben links, mittig links und oben rechts wurden 20-facher VergroRerung gemacht. Unten links, mittig
rechts und unten rechts wurden in 63-facher VergroRerung aufgenommen.
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4. Diskussion

Ziel der Arbeit war die Konditionen beim Anlegen von Primarzellkulturen zu verbessern, wobei
die Parameter Zellisolation, Aussaat, Basalmedium und Medienzusatze betrachtet wurden. Im
ersten Schritt wurden versucht Primarzellkulturen auf verschiedene Weisen mit unterschiedli-
chen Medienkonditionen angelegt und das Wachstum beobachtet. Im zweiten Schritt wurde

versucht die erhaltenen Zellen hinsichtlich ihrer Morphologie zu charakterisieren.

4.1 Einfluss der Isolation auf das Wachstum von Primarzellkulturen
Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Explantaten und enzymatischen Aufschliissen gearbeitet.
Beim Explantieren von Haut wurden sowohl in ADF-12 als auch in DMEM nach einer Woche
Auswiichse von Zellen aus den Explantaten beobachtet. Dies ist vergleichbar mit den Be-
obachtungen einer Arbeit von Rakers et al. Hier wurden Hautstlicke aus der Regenbogenfo-
relle von geringerer GroéRRe (1 mm?) explantiert und Auswichse nach 3 bis 4 Tagen in DMEM
20 % FKS beobachtet.®® Dies deckt sich nicht mit den Beobachtungen im Rahmen dieser Ar-
beit, da ADF-12 in Verbindung mit Hautexplantaten ein besser Wachstum zeigte (vgl. Abbil-
dung 6). Jedoch konnten im Rahmen dieser Arbeit keine mehrfach subkultivierbaren Zellen
aus Hautexplantaten hervorgebracht werden, wohingegen Rakers et al. mehrere Subkultivie-
rungen durchfiihren konnte. Dies ist mdglicherweise auf geringe Unterschiede in der Handha-
bung der Zellen zurlickzufihren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Medienwechsel mindestens
einmal pro Woche durchgeflihrt und die Subkultivierung der ausgewachsenen Zellen erfolgte
nach drei Wochen. Rakers et al. wechselten das Medium alle 3 bis 4 Tage und die Subkulti-
vierung erfolgte ein bis zwei Wochen nach dem initialen Auswuchs. Ein weiterer Unterschied
in der Vorgehensweise besteht darin, dass Rakers et al. die Explantate im 6-well-Format aus-
saten.%® In Verbindung mit den kleineren Explantaten wurde so moglicherweise eine héhere
Zelldichte nach dem initialen Auswuchs erreicht, was sich positiv auf das Wachstum nach der
Subkultivierung ausgewirkt haben kénnte. Eine Arbeit von Rakers legt nahe, dass sich eine

geringe Zelldichte negativ auf das Proliferationsverhalten auswirkt.”®

Beim Arbeiten mit Kiemengewebe konnten, sowohl aus Explantaten als auch nach einem en-
zymatischen Aufschluss, keine Zellen gewonnen werden. Ein moéglicher Grund fir den Miss-
erfolg kénnten zu grofR3e Explantate, Verunreinigungen der Kultur durch Blutzellen oder ein
unvorteilhafter Aufschluss sein. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ca. 1-2 mm breite Streifen
aus den Kiemen geschnitten und ausgesat oder nach dem Zerschneiden mit Collagenase II/1V
Lésung behandelt. In einer Arbeit von Motherstill et al. (1995) wurden das Kiemengewebe
zunachst in 2 mm? Stiicke geschnitten, gewaschen und anschlieBend in einer 0,25 % Trypsin-
I6sung mit 1 mg/ml Collagenase Klasse 4 fir 30 min bei 19 °C aufgeschlossen und die Sus-
pension samt Geweberesten in kleinen Zellkulturflaschen (25 cm? Wachstumsoberflache) aus-

gesat.”® Mit dieser Methode konnten nach 15 Tagen 530.000 Zellen in LSE-Medium erlangt
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werden.”® Ein weiteres Beispiel fiir einen erfolgreichen Aufschluss mit Trypsin stellt eine Arbeit
von Butler et al. (2004) dar, in dem Kiemen nach der Entnahme aufRerlich gewaschen wurden,
jedoch nicht von innen. Butler et al. wuschen die Kiemen von innen, in dem sie vor der Ent-
nahme der Kiemen dem Fisch Blut abnahmen und anschlieRend durch das Herz eine hepa-
rinhaltige Losung in den Blutkreislauf einbrachten, wodurch verbleibenden Blut aus den Kie-
men gespllt wurde.®® AnschlieRend wurde das Kiemengewebe zunachst in 4 mg/ml Colla-
genaseldsung fur 30 min bei Raumtemperatur und anschlieend in 1 % Trypsinldsung bei 4 °C
fir 30 min aufgeschlossen.® Mit dieser Methode konnten in 30 von 32 Versuchen eine Primar-
zellkultur angelegt werden® Diese Arbeiten deuten darauf hin das ein Aufschluss mit Trypsin,
ob er bei Raumtemperatur oder 4 °C erfolgt, entscheidend fiir eine erfolgreiche Isolation von
Zellen aus Kiemen ist. Ein méglich Grund dafir kénnte sein dass Trypsin eine Protease mit

breiterem Spektrum als Collagenase ist.’

Der positive Einfluss von Trypsin auf Gewebeaufschllisse konnte im Rahmen dieser Arbeit bei
der Isolation von Zellen aus Hautgewebe beobachtet werden. Im Vergleich zum Aufschluss
mit Collagenase II/IV Mix und der zweifachen Behandlung mit Collagenase NB8 konnte bei
der zusatzlichen Behandlung mit 0,01 % Trypsin fur 15 min bei 20 °C nach einer Collagenase
IV Behandlung bereits nach 7 Tage zu etwa 50 % Konfluente 12er Wells erhalten werden. Ein
maoglicher Grund fir den positiven Effekt von Trypsin kdnnte die Struktur der EZM der Haut
sein. Diese besteht hauptsachlich aus Collagenen, enthalt jedoch auch Laminine und Fib-
ronectine.® Daher scheint ein vollstandiger Aufschluss der EZM alleine durch Collagenasen
unwahrscheinlich. Trypsin scheint die Ubrigen Proteine der EZM zu spalten, wodurch eine ho-
here Anzahl an Zellen aus der EZM geldst wird und auf die Wachstumsoberflache gelangen
kann. Da nach dem Trypsinaufschluss ebenfalls das Gewebe ausgesat wurde, besteht eine
weitere Moglichkeit darin, dass die Zellen nach dem Aufschluss leichter aus der Haut auf die

Wachstumsoberflache migrieren konnten.

Beim Explantieren von Herzgewebe konnten im Verlauf der Beobachtung keine Zellen auf der
Wachstumsoberflache verzeichnet werden. Ein méglicher Grund hierfir kdnnte ein geringeres
Migrationsvermdgen der Zellen aus Herzgewebe im Vergleich zu Zellen aus der Haut sein. In
einer Arbeit von Kim et al. (2019) wurden Zebrafischherzen auf Fibringel explantiert und ein
anschlieRend Auswuchs von Zellen beobachtet.?' Das Gel wurde aus Fibrinogen und Throm-
bin hergestellt. Diese Reaktion findet im lebenden Organismus bei der Wundheilung statt.?
Das Enzym Thrombin ist ein Blutgerinnungsfaktor und vernetzt das im Blutplasma vorliegende
Fibrinogen. Anschlielend diente das Gel als EZM und regte méglicherweise die Migration und
Proliferation von Zellen an.8'%2 Bei der Isolation von Zellen aus Herzgewebe mit Hilfe eines

enzymatischen Aufschlusses mittels Collagenase II/IV Mix konnten Zellen gewonnen werden,
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welche uber mehrere Wochen in Kultur gehalten werden konnten. Dies deckt sich mit ver-

schiedenen Berichten in denen Collagenase fiir den Aufschluss verwendet wird.”?83

4.2 Einfluss des Basalmediums auf das Wachstum von Primérzellkulturen
Versuche mit Zellen aus Haut- und Herzgewebe haben gezeigt, dass optimale Basalmedium
zwischen Gewebetypen variieren kann. Fir Zellen aus der Haut wurden in ADF-12 bessere
Ergebnisse, hinsichtlich des Wachstums, als mit DMEM erzielt. Andererseits Uberlebten die
Zellen aus Herzgewebe isolierten Zellen nach der Subkultivierung langer in DMEM. Jedoch
konnten im Rahmen der Arbeit keine mehrfach subkultivierbaren Zellen gewonnen werden.
Ein Grund hierfir kdnnte die Zusammensetzung der Medien sein. Nachfolgend soll die Zu-
sammensetzung der Basalmedien verglichen werden, dabei werden die einzelnen Komponen-
ten nach Kategorien zusammengefasst. Eine vollstandige Liste der Inhaltstoffe der Medien
befindet sich im Anhang in Tabelle 26. Weiterhin soll das Blutplasma von Salmoniden in den
Vergleich mit einbezogen werden. Tabelle 12 zeigt die Konzentrationen der verschiedenen

Kategorien an Inhaltstoffen.

Tabelle 12: Vergleich der Zusammensetzung der Basalmedien ADF-12 und DMEM mit Blutplasma von

Salmoniden.
Komponente ADF-12 DMEM, Blutplasma von
high Glucose Salmoniden®*83
Aminosauren, mg/l | 1.329 1.570 41.000 bis 57.000
Vitamine, mg/l 36 31 k. A,
Anorganische 10.074 11.105 6.000 bis 9.200
Salze, mg/l
Proteine, mg/I 418 - 49
D-Glucose, mg/ml | 3.151 4.500 260 bis 1.280
Bemerkung Enthalt rekombinantes Aus Pund, 1998 und
Insulin Sandnes et al. 1988
Enthalt 110 mg/ml
Natriumpyruvat

Zunachst fallt auf, dass beide Basalmedien wesentlich mehr Zucker und wesentlich weniger
Aminosauren als das Blutplasma von Salmoniden enthalten. Weiterhin ist die Konzentration
an anorganischen Salzen in den Basalmedien héher als im Blutplasma. Darlber hinaus enthalt
ADF-12 bereits Proteine und Insulin, jedoch in wesentlich hoherer Konzentration, als das Blut-
plasma. Regenbogenforellen sind fleischfressende Fische, sodass sie den Grof3teil ihrer Ener-

gie aus der Verstoffwechselung von Proteinen und Fetten beziehen.® Daher kénnte die
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Aminosaurekonzentration der Medien einen héheren Einfluss auf das Wachstum der Zellen
haben als der Zuckergehalt. DMEM weist einen hdheren Aminosauregehalt auf als ADF-12
auf, im Vergleich zum Gehalt im Blutplasma scheint der Unterschied nicht ausschlaggebend,
da die Medien keine grolien Unterschiede in ihren Wachstumsverlaufen zeigten. Beispiels-
weise sind die Verlaufe der aus Herzgewebe isolierten Zellen in Tabelle 18 und Tabelle 19
zwischen ADF-12 20 % FKS und DMEM 20 % FKS sehr ahnlich, was die These untermauert.
Ein moglicher Grund fur das bessere Wachstums von Hautzellen in ADF-12 20 % FKS konnte
das enthaltene Insulin sein, da Insulin die Aufnahme von Zucker beginstigt und die Zellen so
maoglicherweise den im Medium enthaltenen Zucker besser aufnehmen konnten, was zu einer
hoheren Proliferationsrate gefiihrt haben konnte.™ In der Literatur wurde das Leibovitz L-15
Basalmedium haufig erfolgreich zum Kultivieren von Fischzellen eingesetzt. Beispielsweise fur
Zellen aus der Haut oder den Kiemen.®'#” Ein Grund fur den Erfolg kénnte die hohere Kon-
zentration an Aminosauren sein. Sie ist mit 3.561 mg/l mehr als doppelt so hoch im Vergleich
zu ADF-12 und DMEM (Tabelle 26).

Ein Grund flir das Ausbleiben von mehrfach passagierbaren Zellen aus allen Gewebetypen
koénnte der hdhere Gehalt an osmotisch wirksamen Substanzen sein. Die Medien ADF-12 und
DMEM weisen eine héhere Konzentration an anorganischen Salzen und Zucker auf als das
Blutplasma von Salmoniden, sodass die isolierten Zellen mdglicherweise hypertonischem
Stress ausgesetzt waren, welcher sich negativ auf das Proliferationsverhalten ausgewirkt ha-

ben konnte.

4.3 Einfluss von Nahrmedienzusiatzen auf das Wachstum von Primarzellkulturen
Um den Einfluss der FKS-Konzentration auf das Wachstum von Primarzellkulturen zu Uber-
prufen, wurden Versuche mit den Konzentrationen 5, 10, 15 und 20 % FKS durchgefihrt. Da-
bei wurde fir Medien mit 5 % FKS ein schlechteres bis gleichwertiges Wachstum gegeniber
den Medien mit 20 % FKS beobachtet. Beispielsweise wurden bei der Kultivierung von Zellen
aus Herzen sowohl in ADF-12 5 % FKS als auch DMEM 5 % FKS keine subkultivierbaren
Zellen erhalten. In den Medien mit 20 % FKS konnten die Zellen auch nach der Subkultivierung
fur mehrere Wochen in Kultur gehalten werden (Tabelle 18 und Tabelle 19). Fir einzelne Ab-
stufungen war die Messmethode zur Quantifizierung des Wachstums, das Schatzen der Kon-
fluenz im woéchentlichen Takt am Mikroskop, wahrscheinlich zu ungenau. Bei der Kultivierung
von Zellen aus Muskel- und Hautgewebe wurde der Einfluss von Wachstumsfaktoren auf das
Proliferationsverhalten von Primarzellkulturen getestet. Bei der Kultivierung von Muskelzellen
wurden die Medien DF-12 20 % FKS, ADF-12 20 % FKS und ADF-12 Growth getestet. In ADF-
12 20 % FKS keine Zellen erhalten, was nicht den Erwartungen entsprach, da zum einen Vor-
versuche mit Muskelgewebe aus dem Atlantischen Lachs positive Ergebnisse gezeigt hatte.
Weiterhin wurden in DF-12 20 % FKS und ADF-12 Growth subkultivierbare Zellen erhalten,
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wobei DF-12 weniger und ADF-12 Growth mehr Nahrstoffe als ADF-12 20 % FKS enthalt (Ta-
belle 26). Weiterhin wurde in ADF-12 Growth ein schnelleres Wachstum der Zellen als in DF-
12 20 % beobachtet. Dieses Verhalten wurde in Passage 0 und 1 beobachtet. Das schnellere
Wachstumsverhalten kann mdglicherweise auf die zugesetzten Wachstumsfaktoren hEGF,
hFGF, dass Glucocorticoid Dexamethason sowie das, im ADF-12 bereits enthaltene, Insulin
zurtickgefuhrt werden. Der positive Effekt von hEGF und hFGF auf die Proliferation von Zellen
aus Muskelgewebe wurde von Zhao et al. (2020) an Larimichthys crocea gezeigt werden.%
Weiterhin konnten Muskelzellen aus Zebrafischen bereits in einem Medium mit &hnlicher Kon-

zentration an hEGF, hFGF, Insulin und Dexamethason kultiviert werden.8®

4.4 Charakterisierung von Zellen aus Muskelgewebe
Bei der Charakterisierung der unter 3.3.2 erhaltenen Zellen aus Muskelgewebe wurden drei
morphologisch verschiedene Zelltypen beobachtet. In den Kulturen wurden spindelférmige,
fibroblastisch aussehend und epithelisch aussehende Zellen beobachtet. Die Beobachtungen
von Dodson et al. (2008) deuten darauf hin, dass es sich bei den unterschiedlichen Morpholo-

gien um Muskelzellen in verschiedenen Stadien der Differenzierung handelt.®%%

Die fibroblastisch aussehenden Zellen wurden in verschiedenen Berichten als Myocyten be-
schrieben. 992 Ein weiterer Bericht von Oestbye et al. (2019) deutet darauf hin, dass es sich
bei den langen, spindelférmigen Zellen um vorlaufige multinukleare Myotuben handelt, welche
aus der Differenzierung und Fusion von Myocyten entstehen.®? Dies wird durch Abbildung 25
unterstutzt, da hier durch die Zellkernfarbung mehrere Zellkerne innerhalb der spindelférmigen
Zellen sichtbar gemacht werden konnten. Weiterhin konnte die Anwesenheit von Tropomyosin
in den multinuklearen Spindeln nachgewiesen werden. Dies stellt ein weiteres Indiz dafur dar,
dass es sich um Vorlaufer von Myotuben handelt, da Tropomyosin an kontraktilen Filamenten
bindet, welche haufig in Muskelzellen vorkommen.”®’” Weiterhin zeigt Abbildung 25 eine
scheibenférmige Struktur des Tropomyosins. Hierbei kdnnte es sich um die Z-Scheiben der
Skelettmuskulatur handeln, bei der die Z-Scheiben die Grenze zwischen den Sarkomeren bil-
den.®® Sarkomere bilden die kleinste funktionelle Einheit einer Myofibrille.®® Die epithelisch
aussehenden Zellen enthielten ebenfalls Tropomysin (Abbildung 25), es kdnnte daher sein,
dass es sich hierbei um einen weniger ausdifferenzierten Muskelzelltyp handelt, da in ihnen

keine Z-Scheiben identifiziert werden konnten.®®
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5. Fazit und Ausblick

Ziel der Arbeit war es die Konditionen von Primarzellkulturen im Bereich Zellisolation, Nahr-
medienauswahl und Zusammensetzung zu optimieren. Dazu wurden Versuche mit Haut-,
Herz-, Kiemen- und Muskelgewebe durchgefiihrt und die Zellen auf verschiedene Weisen iso-
liert und in ADF-12 und DMEM mit verschiedenen FKS-Konzentrationen kultiviert. In weiteren
Versuchen wurde der Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die Zellproliferation in Kulturen aus
Haut- und Muskelgewebe getestet. Weiterhin wurde eine Tropomyosinfarbung der Muskelzell-

kultur zur Charakterisierung der Zellen unternommen.

Im Laufe der Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein enzymatischer Aufschluss des Gewebes
haufig schneller zu Zellen auf der Wachstumsoberflache fihrt. Weiterhin konnte am Beispiel
von Hautgewebe gezeigt werden, dass eine Kombination aus verschiedenen Enzymen zu ei-
ner Verbesserung der Zellausbeute fihren kann. Bezuglich der Medienauswahl konnten Hin-
weise darauf gewonnen werden, dass weder DMEM noch ADF-12 ideale Medien fir die Kul-
tivierung von Fischzellen sind und andere Medien mit hdherem Aminosauregehalt, wie zum
Beispiel Leibovitz L-15, moglicherweise besser geeignet sein kénnten. In Bezug auf die Medi-
enzusatze konnte festgestellt werden, dass héhere FKS-Konzentration meist zu schnellerem
Zellwachstum flhren als niedrige. Genauer konnte der Effekt aufgrund der Quantifizierungs-
methode nicht beschrieben werden. Bei den verwendeten Wachstumsfaktoren konnte eben-
falls ein positiver Effekt auf das Proliferationsverhalten gezeigt werden, jedoch konnte dieser
nicht genau quantifiziert werden, da keine signifikanten Unterschiede erfasst werden konnten.
Anhand der Tropomyosinfarbung konnte gezeigt werden, dass bei der Isolation von Zellen aus
Muskelgewebe gewonnen werden konnten, die Eigenschaften von differenzierten Muskelzel-

len besallen.

In der hier vorgestellten Arbeit wurden diverse Konditionen flir Primarzellkulturen getestet, je-
doch konnten keine Bedingungen optimiert werden oder ihre Effekte auf statistisch relevante
Weise quantifiziert werden. Daher konnte nachfolgende Arbeiten sich beispielsweise mit der
Zellausbeute von enzymatischen Aufschlissen oder der Quantifizierung des Einflusses von
Wachstumsfaktoren auf bereits bestehende Zellkulturen beschaftigen. Weiterhin kénnten die
im Laufe der Arbeit gewonnen Zellen weiter kultiviert werden. Beispielsweise die Zellen aus

Hautgewebe aus 3.3.1 oder die Muskelzellen aus 3.3.2.
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8. Anhang

8.1 Rohdaten der Zellen aus Hautexplantaten unter 3.1.1

Tabelle 13: Rohdaten zu Abbildung 4. Wachstumsfortschritt der Zellen aus Hautexplantaten im 12-well-

Format in DMEM mit 5 bis 20 %FKS. Die Zellen erreichten in keinem der beiden Medien einen

subkultivierbaren Konfluenzgrad und starben nach 4 Wochen ab.

Woche DMEM 20% DMEM 15% DMEM 10% DMEM 5%
1 1 0 0 0
2 1 0 0 0
3 1 1 1 1
4 0 0 0 0

Tabelle 14: Rohdaten zu Abbildung 5.Wachstumsfortschritt der aus den Explantaten migrierten Zellen

im 12-well-Format in ADF-12 mit verschiedenen FKS-Konzentrationen. Die Zellen erreichten in keinem

der beiden Medien einen subkultivierbaren Konfluenzgrad und starben nach 6 Wochen ab.

Woche ADF-12 20% FKS | ADF-12 15% FKS | ADF-12 10% FKS | ADF-12 5% FKS
1 0 0 0 0
2 1 0 1 1
3 1 1 1 1
4 0 0 1 1
6 0 0 0 0
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Tabelle 15: Verlauf des Konfluenzgrades von Zellen aus Hautexplantaten in ADF-12 mit 5 bis 20 %
FKS. Nach Woche 4 wurde eine Semikonfluenzpassage durchgefiihrt. Die Zellen starben 2 Wochen

nach der Subkultivierung ab.

Woche Passage ADF-12 20% | ADF-12 15% | ADF-12 10% | ADF-12 5%
1 0 1 1 1 1
3 0 1 1 1 1
4 0 2 2 2 2
5 1 1 1 1 2
6 1 0 0 0 0

8.2 Zellen aus Hautexplantaten des wiederholten Versuchs unter 3.1.1
Die Abbildung 26, Abbildung 27 und Abbildung 28 zeigen die fibroblastisch aussehenden Zel-

len aus Hautexplantaten des wiederholten Versuchs aus 3.1.1 drei Wochen nach der Aussaat.
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Abbildung 26: Fibroblastische Zellen aus Hautexplantaten drei Woche nach der Aussaat in ADF-12
15 % in 5-facher VergroRerung. Das Well hatten zu diesem Zeitpunkt einen Konfluenzgrad von etwa
25 % erreicht.
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Abbildung 27: Fibroblastische Zellen aus Hautexplantaten drei Woche nach der Aussaat in ADF-12
10 % in 10-facher VergréfRerung. Das Well hatten zu diesem Zeitpunkt einen Konfluenzgrad von etwa
25 % erreicht.

Abbildung 28: Fibroblastische Zellen aus Hautexplantaten drei Woche nach der Aussaat in ADF-12 5 %
in 10-facher VergréfRerung. Das Well hatten zu diesem Zeitpunkt einen Konfluenzgrad von etwa 25 %
erreicht.
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8.3 Rohdaten der mittels Collagenase isolierten Hautzellen unter 3.2.1

Tabelle 16: Konfluenzgrad der isolierten Hautzellen in ADF-12 20 % FKS mit vier technischen

Replikaten. Die Zellen erreichten nach 4 Wochen einen subkultivierbaren Zustand.

Woche Well 1 Well 2 Well 3 Well 4
1 1 1 1 0
3 2 2 1 1
4 3 3 2 2

Tabelle 17: Verlauf des Konfluenzgrades der isolierten Hautzellen in DMEM 15 % FKS mit vier techni-

schen Replikaten.

Woche Well 1 Well 2 Well 3 Well 4
1 1 1 1 0
3 2 2 1 1
4 2 1 2 0
5 2 1 2 0
6 2 1 2 0

8.4 Rohdaten der mittels Collagenase isolierten Herzzellen unter 3.2.2
Tabelle 18: Wachstum von Zellen der Passage 0 aus Herzgewebe in DMEM mit 5 bis 20 % FKS. Die
Zellen in DMEM 20 und 15 % FKS erreichten nach 5 Wochen einen Subkultivierbaren Zustand.

Woche DMEM 20% DMEM 15% DMEM 10% DMEM 5%
1 0 0 0 0
2 1 1 1 0
3 1 1 1 1
4 1 1 1 0
5 2 2 1 0
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Tabelle 19: Wachstum von Zellen der Passage 0 aus Herzgewebe in ADF-12 mit 5 bis 20 % FKS. Die
Zellen in ADF-12 20 % FKS erreichten nach 5 Wochen einen subkultivierbaren Zustand.

Woche ADF-12 20% ADF-12 15% ADF-12 10% ADF-12 5%
1 0 0 0 0
2 0 0 1 0
3 1 1 1 0
4 1 0 0 0
5 2 0 0 0

Tabelle 20: Wachstums von Zellen der Passage 1 aus Herzgewebe in ADF-12 20 % FKS und DMEM

15 und 20 % FKS.

Woche ADF-12 20 % DMEM 20 % DMEM 15 %
1 2 2 2
2 1 2 1
3 0 2 1

8.5 Wachstumsverlaufe der Zellen dem Versuch unter 3.3.1

Tabelle 21: Verlaufe des Wachstums von Zellen aus Hautexplantaten in ADF-12 20 % FKS mit den

Wachstums hEGF und hFGF sowie mit zusatzlichen Regenbogenforellenserum. Es wurden je Kondition

drei technische Replikate mitgeflihrt.

Tag 7

Tag 11

Tag 19

Tag 20

ADF-12 20% FKS

Well 1

1

1

1

0

Well 2

1

1

2

1

Well 3

ADF-12 20% FKS + hEGF

Well 1

Well 2

Well 3
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Tag 7 Tag 11 Tag 19 Tag 20
ADF-12 20% FKS + hFGF | Well 1 1 1 1 1
Well 2 1 1 1 1
Well 3 1 1 1 1
ADF-12 20% FKS+FS Well 1 2 2 2 1
Well 2 1 1 2 1
Well 3 1 1 1 1

Tabelle 22: Verlaufe des Wachstums von Zellen aus mit Collagenase und Trypsin behandelter Haut in
ADF-12 20 % FKS mit den Wachstums hEGF und hFGF sowie mit zusatzlichen Regenbogenforellense-
rum. Es wurden je Kondition drei technische Replikate mitgefihrt.

Tag 7 Tag 11 Tag 19 Tag 20
ADF-12 20% FKS Well 1 2 2 2 0
Well 2 2 1 2 0
Well 3 1 1 2 1
ADF-12 20% FKS + hEGF | Well 1 2 2 1 1
Well 2 2 2 2 1
Well 3 1 1 1 2
ADF-12 20% FKS + hFGF | Well 1 2 2 2 1
Well 2 2 1 2 1
Well 3 1 2 1 1
ADF-12 20% FKS + FS Well 1 2 2 2 1
Well 2 1 1 1 1
Well 3 2 1 2 1
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Tabelle 23: Verlaufe des Wachstums von Zellen aus zweifach mit Collagenase behandelter Haut in
ADF-12 20 % FKS mit den Wachstums hEGF und hFGF sowie mit zusatzlichen Regenbogenforellense-
rum. Es wurden je Kondition drei technische Replikate mitgefihrt.

Tag 7 Tag 11 Tag 19 Tag 20
ADF-12 20% FKS Well 1 1 1 1 1
Well 2 1 1 1 1
Well 3 1 1 1 1
ADF-12 20% FKS + hEGF | Well 1 1 2 1 1
Well 2 0 1 1 1
Well 3 1 2 1 2
ADF-12 20% FKS + hFGF | Well 1 1 1 2 1
Well 2 0 1 1 1
Well 3 1 1 1 1
ADF-12 20% FKS + FS Well 1 1 2 2 1
Well 2 0 0 1 1
Well 3 1 1 1 1

8.6 Wachstumsverlaufe der Zellen dem Versuch unter 3.3.2

Tabelle 24: Bewertung des Wachstums der Zellen aus Muskelgewebe 13 Tage nach der Aussaat in den
Medien DF-12 20 %, ADF-12 20 % FKS und ADF-12 Growth.

Medium Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5
DF-12 20% 2 1 1 1 -
ADF-12 20% 0 0 0 0 -
ADF-12 Growth 2 1 2 0 3
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Tabelle 25: Verlauf des Konfluenzgrades der subkultivierten Zellen aus Muskelgewebe in DF-12 20 %
und ADF-12 Growth.

Tage nach Subkultivierung | DF-12 20% ADF-12 Growth
1 2 3
7 4 4

8.7 Negativkontrolle der Farbung unter 3.4.2

Abbildung 29: Negativkontrolle der Tropomyosinfarbung.
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8.8 Zusammensetzung der verwendeten Basalmedien

Tabelle 26: Zusammensetzung der Basalmedien ADF-12, DMEM high Glucose, Leibovitz L-15 und DF-
12. Konzentration sind in mg/l angegeben. L-Glutamin wurde in ADF-12 nachtraglich hinzugegeben.

Konzentrationen mg/ml

Komponente ADF-12 DMEM, Leibovitz | DF-12
high Glucose |L-15
Aminosauren
Glycine 18,75 30 200 18,75
L-Alanine 4,45 0 225 4,45
L-Arginine 0 0 500 0
L-Arginine hydrochloride 147,5 84 0 147,5
L-Asparagine 0 0 250 0
L-Asparagine-H20 7,5 0 0 7,5
L-Aspartic acid 6,65 0 0 6,65
L-Cysteine 0 0 120 0
L-Cysteine hydrochloride-H20 17,56 0 0 17,56
L-Cystine 2HCI 31,29 63 0 31,29
L-Glutamine 584.,6* 580 0 365
L-Glutamic Acid 7,35 0 0 7,35
L-Alanyl-L-Glutamine 0 0 446 0
L-Histidine 0 0 250 0
L-Histidine hydrochloride-H20 31,48 42 0 31,48
L-Isoleucine 54,47 105 250 54,47
L-Leucine 59,05 105 125 59,05
L-Lysine 0 0 75 0
L-Lysine hydrochloride 91,25 146 0 91,25
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L-Methionine 17,24 30 75 17,24
L-Phenylalanine 35,48 66 125 35,48
L-Proline 17,25 0 0 17,25
L-Serine 26,25 42 200 26,25
L-Threonine 53,45 95 300 53,45
L-Tryptophan 9,02 16 20 9,02
L-Tyrosine 0 0 300 0
L-Tyrosine disodium salt dihydrate | 55,79 72 0 55,79
L-Valine 52,85 94 100 52,85
Summe Aminoséauren 1329 1570 3561 1110
Vitamine

Ascorbic Acid phosphate 2,5 0 0 0
Biotin 0,0035 0 0 0,0035
Choline chloride 8,98 4 1 8,98
D-Calcium pantothenate 2,24 4 1 2,24
Folic Acid 2,65 4 1 2,65
Niacinamide 2,02 4 1 2,02
Pyridoxine hydrochloride 2 4 1 2,013
Riboflavin 0,219 0 0 0,219
Riboflavin 5'-phosphate Na 0 0 0,1 0
Thiamine hydrochloride 2,17 4 0 2,17
Thiamine monophosphate 0 0 1 0
Vitamin B12 0,68 0 0 0,68
i-Inositol 12,6 7,2 2 12,6
Summe Vitamine 36 31 7 34
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Anorganische Salze

Calcium Chloride (CaCl2) (anhyd.) | 116,6 0 140 116,6
Calcium Chloride (CaCl2-2H20) |0 264 0 0
Cupric sulfate (CuS0O4-5H20) 0,0013 0 0 0,0013
Ferric Nitrate (Fe(NO3)3"9H20) |0,05 0,1 0 0,05
Ferric sulfate (FeSO4-7H20) 0,417 0 0 0,417
Magnesium Chloride (anhydrous) |28,64 0 93,7 28,64
Magnesium Sulfate (MgSO4) (an- |48,84 0 97,67 48,84
hyd.)

Magnesium Sulfate (MgSO4- 0 200 0 0
7H20)

Potassium Chloride (KCI) 311,8 400 400 311,8
Potassium Phosphate monobasic |0 0 60 0
(KH2PO4)

Sodium Bicarbonate (NaHCO3) 2438 3700 0 2438
Sodium Chloride (NaCl) 6995,5 6400 8000 6995,5
Sodium Phosphate dibasic 71,02 0 190 71,02
(Na2HPO4) anhydrous

Sodium Phosphate monobasic 62,5 141 0 62,5
(NaH2P0O4-H20)

Zinc sulfate (ZnS0O4-7H20) 0,864 0 0 0,432
Summe Anorganische Salze 10074 11105 8981 10074
Proteine

AIbuMAX® I 400 0 0 0
Human Transferrin (Holo) 7,5 0 0 0
Insulin Recombinant Full Chain 10 0 0 0
Summe Proteine 418 0 0 0
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Reduktionsmittel

Glutathione, monosodium 1 0 0 0
Spurenelemente

Ammonium Metavanadate 0,0003 0 0 0
Manganous Chloride 0,00005 0 0 0
Sodium Selenite 0,005 0 0 0
Weitere Komponenten

D-Glucose (Dextrose) 3151 4500 0 3151
D+ Galactose 0 0 900 0
Ethanolamine 1,9 0 0 0
Hypoxanthine Na 2,39 0 0 2,39
Linoleic Acid 0,042 0 0 0,042
Lipoic Acid 0,105 0 0 0,105
Phenol Red 8,1 15 10 8,1
Putrescine 2HCI 0,081 0 0 0,081
Sodium Pyruvate 110 0 550 55
Thymidine 0,365 0 0 0,365
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