7585, |UNIKLINIK m ‘ J6|u
L ALE A
¥QDB\O' sonannes GUTENBERG
. UNIVERSITAT MmNz

Wl | KOLN

Perspektiven der
tierversuchsftreien Erfassung
von kanzerogenem Potential

In vitro

Bastian N. HoOlzel



JGlu

‘ ——

\QDB\,O‘ & sonannes GUTENBERG
— UNIVERSITAT MAINz

Ubersicht

* Erkennen von Kanzerogen —> hohen Stellenwert
 Etablierte Instrumente (Mikrokerntest)
« Sinnhaftigkeit von Tierversuchen

« Systembiologischen Grundlagen unseres in vitro
Ansatzes

 Ergebnisse von Pilotstudien
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* Lebt der Testorganismus
lange genug?

 Existieren unentdeckte
Frihstadien?
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Testung gentoxischer/karzinogener Substanzen

 Keine geeigneten
Zelllinienen vertligbar

 Kultivierbare Saugerzellen
sind immortalisiert durch
Hybridisierung mit
Krebszellen oder von
Tumoren abgeleitet

Blassberg & Jacob; 2017
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KCB-Zellen

KCB-GFP = DSM ACC3285 Budapest treaty
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« Erste Anwendung Mikrokerntest

* Analyse der Langzeitschaden hervorgerufen
durch einmalige Exposition der Zellen zu
einem bekannten Karzinogen

« Veranderte Kernmorphologie, erhohte
Proliferation oder erhdhte
Fluoreszenzintensitat

B. N. Holzel 6
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Downstream-Analyse

« Exposition der Zellen zu einem bekannten
Karzinogen fur einen Zellzyklus

« Wochentlicher Transfer der Zellen sowie deren
Analyse

B. N. Holzel 7
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Pyknotische und deformierte Kerne
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Mehrlappige Kerne

10
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Erhohung der Fluoreszenzintensitat
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Erhéhung der Proliferationsrate

Vervielfaltigungen der Zellzahl
|_\

Messungen mit 4ANQO [uM]

Kontrolle 0,025 uM 0,05 uM 0,1uM HO0,2 uM
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Zusammenfassung

» Morphologische
Veranderungen der
Kerne

« ErhGhung der
Fluoreszenzintensitat

 Erhohung der
Proliferationsrate
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AUSDIicK

» Weitere statistische Auswertung
der morphologischen
Veranderungen

* Untersuchung des Keratinmusters
(molekularbiologisch und
iImmunhistologisch)

 Untersuchung der Genexpression
von Matrix-Metalloproteasen
(MMP-2 & MMP-9)
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