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1. Einleitung

1.1 Chronische Lebererkrankungen

Etwa 29 Millionen Menschen in der Europaischen Union leiden unter einer
chronischen Lebererkrankung (Blachier et al. 2013). Alleine in deutschen
Krankenhausern wurden 2015 61.688 Falle chronischer Lebererkrankungen
vollstationar behandelt, rund 10 Prozent davon verstarben (Statistisches
Bundesamt 2016). Faktoren wie virale Infektionen, Alkoholabusus oder das
metabolische Syndrom kdnnen zu progressivem Parenchymverlust und damit zu
Fibrose und Zirrhose der Leber fuhren. Im Endstadium der Leberzirrhose stellt
die Lebertransplantation derzeit noch immer die einzige kausale Therapie dar.
Wahrend jedoch die Anzahl der Anmeldungen zur Lebertransplantation in
Deutschland in den vergangenen Jahren nahezu konstant blieb, ist die Zahl
tatsachlich transplantierter Organe seit Jahren rucklaufig (Stand 2017). Trotz
Verfahren wie der Teilleber-Lebendspende oder der Split-Lebertransplantation,
bei welcher das Organ geteilt und auf zwei Patienten verteilt wird, standen 2016
in Deutschland den 1248 Neuanmeldungen auf der Warteliste nur 888
durchgefiihrte  Lebertransplantationen  gegenuber  (Deutsche  Stiftung
Organtransplantation 2017). Um den hohen Bedarf an Spenderlebern zu decken,
sind daher neue Verfahren dringend erforderlich. Eine mdgliche Losung konnte
hierbei das ,Tissue Engineering“ darstellen, ein junger Bereich der Medizin, der
sich mit der Zichtung von Gewebestrukturen aus isolierten Spenderzellen
befasst. Vergleichsweise unkompliziert gebaute Organe wie Urethra oder
Blutgefalte wurden bereits erfolgreich hergestellt und auch beim Menschen
eingesetzt (Hibino et al. 2010; Raya-Rivera et al. 2011). Im Gegensatz dazu ist
bis zur Transplantation einer funktionsfahigen in vitro erzeugten Leber noch sehr

viel weitere Forschungsarbeit notig.

1.2 Technische Voraussetzungen fur Tissue Engineering
Vor der Transplantation eines durch Tissue Engineering generierten Organs
muss dessen Funktionalitat in ausreichendem Malke gewahrleistet sein. Um die

Anheftung und Anordnung der verschiedenen Zelltypen auf Tragermaterialien zu



ermoglichen, mussen die Zellen uber mehrere Wochen ex vivo kultiviert werden.
Die Kultivierungszeit fur die Rekonstruktion einer implantierbaren Urethra betrug
beispielsweise vier bis sieben Wochen (Raya-Rivera et al. 2011). Wahrend
dieser Zeit mussen Faktoren wie eine ausreichende Versorgung der Zellen mit
Nahrstoffen und Sauerstoff, ein physiologischer pH-Wert, ein Abtransport
anfallender Stoffwechselprodukte sowie eine physiologische Temperatur
gegeben sein. In der Zellkultur werden hierflr eigens konzipierte Bioreaktoren
eingesetzt, welche durch kontinuierliche Messung und automatische Regelkreise

physiologische Kulturbedingungen garantieren.

1.3 Bedingungen fur die Kultivierung von Hepatozyten

Fir die Erfullung der wesentlichen Leberfunktionen sind die Leberepithelzellen
(Hepatozyten) verantwortlich. Es handelt sich dabei um etwa 25 ym grof3e, polar
gebaute Zellen mit einem Blut- und einem Gallepol Uber welche sie mit den
Sinusoiden bzw. mit den Gallenkanalchen in Verbindung stehen. Im Verband
formen die Hepatozyten radiar angeordnete Platten aus je einer Zellreihe, welche
zu mehreren das Leberlappchen bilden. Zu den zentralen Funktionen gehdren
die Entgiftung vieler endogener und exogener Substanzen, die Konjugation von
Bilirubin, die Galleproduktion, der Glucose- sowie Lipidstoffwechsel und die
Synthese zahlreicher Serumproteine wie Albumin oder Gerinnungsfaktoren
(Welsch und Deller 2011). Unter klassischen Kulturbedingungen unterliegen
isolierte Hepatozyten jedoch bereits nach wenigen Tagen einer starken Abnahme
ihrer zellspezifischen Funktionen (Fahl et al. 1979; Grieninger und Granick 1978)
sowie einer Anderung ihrer Morphologie (Chapman et al. 1973). Clayton und
Darnell (1983) untersuchten die Veranderungen auf Ebene der Transkription und
stellten dabei eine schrittweise Konzentrationsabnahme bei einer Mehrheit der
lebertypischen mRNA fest. Fir die Reifung potenziell funktionsfahiger Organe
brauchen die Zellen jedoch ausreichend Zeit, sich an entsprechende
Tragermaterialien anzuheften und sich auf die entsprechende Anzahl bendtigter
Zellen zu vermehren. Eine langerfristige Kultivierung ex vivo ist daher
unerlasslich. Studien, wie die von Dunn et al. (1989), bei der die
Albuminproduktion in einer Monolayerkultur durch den Uberzug mit einer



Kollagenschicht (Sandwichkultur) nach 7 Tagen wieder angehoben werden
konnte, zeigten, dass es sich bei dem Abfall leberspezifischer Funktionen in den
ersten Tagen nach Beginn der Kultur weniger um eine irreversible
Dedifferenzierung als vielmehr um eine Anpassungsreaktion an insuffiziente
Kulturbedingungen handelt. Inzwischen konnten durch neuere
Kultivierungsmethoden leberspezifische Funktionen wie beispielsweise die
Albuminproduktion Uber einen Zeitraum von 30 Tagen hinaus auf hohem Niveau
erhalten werden (Shulman und Nahmias 2013). Optimale Kulturbedingungen
sind daher ein wunerlasslicher Faktor fir die Langzeitkultivierung von
Hepatozyten. LeCluyse et al. (1996) unterteilen drei Bereiche, die eine wichtige

Rolle spielen:

1. Die Zusammensetzung des Mediums
2. Zell-Zell-Interaktionen

3. Die extrazellulare Matrix

1.3.1 Die Zusammensetzung des Mediums

Tierisches Serum wird in vielen Zellkulturen aufgrund zahlreich enthaltener
Stoffe, welche das Wachstum, den Metabolismus und die Proliferation von Zellen
fordern (Brunner et al. 2010), dem Medium zugesetzt. Bei der Kultivierung
primarer Hepatozyten hat sich jedoch die Verwendung von serumfreiem Medium,
in welchem das Serum durch Hormone, Wachstumsfaktoren und
Spurenelemente ersetzt wurde, bewahrt. Einerseits wirkt dieses im Gegensatz
zu serumhaltigen Medium stabilisierend auf leberspezifische mRNA (Jefferson et
al. 1984), andererseits wurde Uber inhibierende Effekte serumhaltigen Mediums
auf die langerfristige Etablierung von Gallenkanalchen durch Hemmung der
Polarisierung der Hepatozyten berichtet (Terry und Gallin 1994; Tuschl und
Mueller 2006). Zwar spielt Serum fir die Adhasion der Leberzellen an
Kulturplatten eine wichtige Rolle (Horiuti et al. 1982; Klaunig et al. 1981; Seglen
und Fossa 1978), durch Kultivierung auf einer Biomatrix kdénnen jedoch
aquivalente Adhasionsraten in serumfreiem sowie serumhaltigem Medium

erreicht werden (Jauregui et al. 1986). Daruber hinaus enthalt Serum zahlreiche
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Syntheseprodukte in unbekannter Konzentration, welche bei der Bestimmung
von Syntheseleistungen zu Verzerrungen fluhren kénnen. Fir die serumfreie
Kultivierung von Hepatozyten hat sich die Zugabe von epidermalem
Wachstumsfaktor, Dexamethason, Insulin sowie Glukagon bewahrt. Die
mitogene Wirkung des Serums wird hierbei durch die Zugabe von epidermalem
Wachstumsfaktor (engl. epidermal growth factor, EGF) kompensiert. Durch die
Perfusion mit Kollagenase bei der Zellisolation unterliegen die Hepatozyten
unabhangig von der Anwesenheit von Wachstumsfaktoren einem Ubergang von
der Go in die G1 Phase, welche sie bis zu einem bestimmten Punkt durchlaufen.
Ohne Stimulation durch Mitogene kann dieser Punkt, der sogenannte R Punkt,
nicht Uberwunden werden und somit keine Zellteilung stattfinden. Die Zugabe von
EGF ermoglicht es, diesen Punkt zu uUberschreiten und in die S-Phase
einzutreten (Loyer et al. 1996). Weiterhin zeigten Rattenhepatozyten unter
Einfluss von EGF eine verbesserte Uberlebensrate sowie einen Erhalt von
Morphologie und leberspezifischen Funktionen Uber mehrere Wochen hinweg
(Jansing und Samsonoff 1984). Ein weiterer wichtiger Bestandteil fur die
Langzeitkultivierung von Leberzellen ist Dexamethason. Bailly-Maitre et al.
(2001) konnten anhand von Versuchen mit Ratten- und humanen Hepatozyten
demonstrieren, dass wenige Tage nach Einbringen dieser isolierten Zellen in
Kultur eine spontane Apoptose einsetzt. Dexamethason vermittelt eine
gesteigerte Expression anti-apoptotischer Proteine sowie eine verminderte
Expression pro-apoptotischer Proteine (Bailly-Maitre et al. 2002) und tragt dazu
bei, die polygonale Morphologie der Hepatozyten zu erhalten und ihre
Lebensdauer deutlich zu verlangern (Bailly-Maitre et al. 2001; Laishes und
Williams 1976). Auch beim Erhalt leberspezifischer Funktionen spielt das
Glukokortikoid eine wichtige Rolle. So konnte in Zellkulturen die Enzymaktivitat
lebertypischer Enzyme wie beispielsweise der Glucokinase durch Zugabe von
Dexamethason uber einen langeren Zeitraum aufrechterhalten und gleichzeitig
der Aktivitatsanstieg der leberuntypischen Hexokinase verzdgert werden (Feliu
et al. 1982). Weiterhin wurde von beglnstigenden Effekten auf die
Genexpression bestimmter Vertreter der UDP-Glucuronosyltransferasen (Li et al.
1999), Sulfotransferasen (Liu et al. 1996), Cytochrome P450 (Liddle et al. 1998)
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sowie auf die Expression des Albumingens (Nawa et al. 1986) berichtet. Ein
weiteres Hormon, welchem eine lebensverlangernde Wirkung auf Hepatozyten
zugeschrieben wird, ist Insulin. Dieses nimmt positiven Einfluss auf zahlreiche
Zellfunktionen, wie beispielsweise die Expression des Albumingens (Flaim et al.
1985) oder die DNA-Synthese (Richman et al. 1976). Insulin wird dartber hinaus
zur Aufrechterhaltung der Fahigkeit zur Glykogenspeicherung (Bernaert et al.
1977) sowie zur Inhibition des intrazellularen Proteinabbaus bendtigt (Ballard et
al. 1980) und verstarkt den hemmenden Effekt von Aminosauren auf den Abbau
von mRNA (Balavoine et al. 1993).

Glukagon ist ein effektiver Stimulator aller finf Enzyme der Harnstoffsynthese,
dessen Effekt durch die Anwesenheit von Dexamethason noch weiter verstarkt
wird (Lin et al. 1982). Daruber hinaus besitzt Glukagon alleine regulatorische
Funktion fur spezifische Enzyme beispielsweise aus Glucose-, Aminosauren-
und Lipidmetabolismus (lchihara et al. 1982) sowie zusammen mit Insulin und
Dexamethason unterstitzende Wirkung auf den Erhalt leberspezifischer

Funktionen wie beispielsweise die Albumin Genexpression (Nawa et al. 1986).

1.3.2 Zell-Zell-Interaktionen

In vivo sind die Hepatozyten der Leber von zahlreichen weiteren Zellen umgeben,
die mit ihnen gemeinsam das Organ bilden. Obwohl die Hepatozyten letzten
Endes fir die Ausfuhrung eines Groldteils aller wesentlichen Leberfunktionen
verantwortlich sind, spielen dennoch auch die nicht-parenchymatodsen Zellen, wie
Endothelzellen, Ito-Zellen, Kupffer-Zellen oder Cholangiozyten bei diesen
Prozessen eine wichtige Rolle. In einer Co-Kultur mit Leberepithelzellen zeigten
Hepatozyten eine deutlich erhdhte Transkription leberspezifischer Gene, welche
uber mehrere Wochen aufrecht erhalten werden konnte (Fraslin et al. 1985)
sowie eine ausgepragtere Aktivitat der Phase | und Phase Il Schlisselenzyme
(Rogiers et al. 1990). Umgekehrt wurde ebenfalls ein stabilisierender Effekt der
Hepatozyten auf die Funktion nicht-parenchymatdser Zellen beobachtet
(Villafuerte et al. 1994). Weiterhin besteht eine stimulierende Wirkung von Co-
Kulturen auf die DNA-Synthese und auf das Wachstum von Hepatozyten, welche

auf Zell-Zell-Kontakten, unabhangig von sezernierten Faktoren, beruht
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(Shimaoka et al. 1987). Auch der Zellkontakt der Hepatozyten untereinander
spielt in Hinblick auf die Zelldichte eine wichtige Rolle: Nakamura et al. (1983a)
beobachteten, dass Rattenhepatozyten bei hoher Dichte trotz Zugabe von
Wachstumsfaktoren nicht proliferieren konnten. Beim Aussahen der Zellen in
geringerer Dichte fand hingegen eine Zellteilung statt. Nakamura et al. (1983b)
beschreiben zwei gegenseitige Funktionsstadien von Hepatozyten, welche sich
in Abhangigkeit von der Zelldichte verandern: Wachstumsbezogene Funktionen,
welche durch geringe Zelldichte stimuliert werden und hepatozytenspezifische
Funktionen, stimuliet durch hohe Zelldichte. Die Regulierung dieser
Funktionsstadien wird durch Bestandteile der Zelloberflache via Zell-Zell-Kontakt
vermittelt (Nakamura et al. 1984; Nakamura et al. 1983b). Vergleichende Studien
zwischen 2D- (Monolayer) und 3D-Zellkulturen (Sphéaroide) belegen diese
Notwendigkeit ausgepragter Zell-Zell-Kontakte flir die Erhaltung des
differenzierten Zustands der Hepatozyten (Koide et al. 1989; Yuasa et al. 1993).

1.3.3 Die extrazellulare Matrix

Als gangiges Verfahren zur Kultivierung primarer Hepatozyten hat sich die
Herstellung von Zellaggregaten (Spharoiden) etabliert. Als Leberersatzverfahren
ist diese Kultivierungsform jedoch nur bedingt geeignet, da die unzureichende
Diffusion von Nahrstoffen und Sauerstoff zu den Zellen im Inneren den
groitmdglichen Durchmesser von Zellaggregaten auf weniger als 200 pm limitiert
(Landry et al. 1985; Torok et al. 2001). Um einen Verbund aus mehreren
Milliarden Hepatozyten mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgen, ist daher
ein mikrovaskulares System unerlasslich (Folkman und Hochberg 1973). Ein in
dieser Hinsicht besonders vielversprechendes Modell stellt die Azellularisierung
ganzer Organe durch Detergenzien wie Natriumdodecylsulfat oder Triton X-100
dar. Hierbei bleibt die Architektur des GefalBbaumes sowie die
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix (ECM) groBtenteils erhalten
(Uygun et al. 2010). Die in der Matrix enthaltenen Glykosaminoglykane (GAG)
sowie extrazellularen Proteine wie Laminin, Kollagen und Fibronektin spielen
unter anderem eine wichtige Rolle bei der Adhasion (Hynes 1992; Miyamoto et

al. 1998), der Differenzierung (Miyamoto et al. 1998) und dem Wachstum
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(Kanematsu et al. 2004; Saksela et al. 1988) von Hepatozyten. Damit wird durch
die Verwendung eines azellularisierten Organs nicht nur die Versorgung der
Hepatozyten gewahrleistet, sondern weiterhin eine optimale Umgebung fur die
Langzeitkultivierung der Zellen wahrend der Wiederbesiedelung bereitgestellt.
Daruber hinaus konnen die Hepatozyten bei der Injektion den erhaltenen
GefalRbaum nutzen, um eine effektive Wiederbesiedelung der Leberlappchen zu
erreichen (Soto-Gutierrez et al. 2011). Die Azellularisierung ganzer Organe ist
ein mittlerweile haufig angewandtes Verfahren, welches mit Lebern zahlreicher
verschiedener Spezies, unter anderem der von Ratten, Mausen und Schweinen,
erfolgreich durchgefihrt werden konnte (Chen et al. 2017; Cheng et al. 2013;
Kajbafzadeh et al. 2013; Kock et al. 2011; Sabetkish et al. 2015; Soto-Gutierrez
et al. 2011; Uygun et al. 2010; Verstegen et al. 2017; Wang et al. 2015). Durch
Optimierung der Verfahren ist inzwischen eine standardisierte Azellularisierung

einer porcinen Leber in weniger als 24 Stunden mdglich (Buhler et al. 2015).

1.4 Ziele dieser Arbeit

Diese Arbeit wurde im Rahmen des Gesamtziels ,Entwicklung einer
biotechnologisch hergestellten Leber® durchgefuhrt. Ein zentraler Bestandteil ist
dabei die Wiederbesiedlung einer azellularisierten Lebermatrix mit primaren
Hepatozyten mit dem langfristigen Ziel der Transplantation eines voll
funktionsfahigen Organs. Die Wiederbesiedlung azellularisierter Lebermatrices
wurde bereits in verschiedenen Variationen durchgefuhrt. Bei einem Grol3teil der
Arbeiten lag der Fokus jedoch insbesondere auf den technischen Faktoren der
Azellularisierung und der Wiederbesiedlung. Zur Funktionalitat dieser
wiederbesiedelten Lebermatrices in langerfristig perfundierter Kultur wurden nur
wenig Daten verodffentlicht. Auf diesen Aspekten soll der Fokus dieser Arbeit

liegen. Dabei sollen insbesondere folgende Fragen beantwortet werden:

1) Wie entwickeln sich Viabilitdt und Stoffwechselleistung der Hepatozyten
Uber einen mehrere Tage umfassenden Kulturzeitraum ex vivo?

2) Ist der Bioreaktor flr eine langerfristige Kultivierung primarer porciner
Hepatozyten geeignet?
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3) Anhand welcher Parameter lasst sich die Viabilitat der Hepatozyten
wahrend der Kulturphase beurteilen?
4) Sind die angewendeten Verfahren zur Wiederbesiedlung und Kultivierung

in Hinblick auf das Fernziel Organtransplantation geeignet?
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2. Materialien und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die flr die Azellularisierung genutzten Lebern stammten aus weiblichen
Gottinger Minipigs. Die Entnahme erfolgte im Rahmen von Arbeiten anderer
Forschungsabteilungen, wobei die Versuche durch das Ethik-Komitee Tubingen
genehmigt wurden. Die Tiere wurden unter Standardbedingungen gemal} den

nationalen Richtlinien gehalten.

Die Lebern fir die Hepatozytenisolation entstammten Deutsche Landrasse
Schweinen. Auch hier erfolgte die Entnahme im Rahmen von Arbeiten anderer

Abteilungen, auch diese genehmigt durch das Ethik-Komitee Tubingen.

2.2 Organentnahme und Azellularisierung

Zur Entnahme der Lebern fur die Azellularisierung wurden die Goéttinger Minipigs
mit Ketamin (7 ml/kg Korpergewicht) narkotisiert. AnschlieRend erfolgte die
Euthanasie mit T 61 Injektionslosung (Tetracainhydrochlorid, Mebezoniumiodid,
Embutramid). Zusatzlich wurden 100 IE Heparin pro kg Koérpergewicht injiziert,
um einer Blutgerinnung wahrend des Entnahmevorgangs vorzubeugen.
Daraufhin erfolgte die Durchtrennung der vorderen und hinteren Hohlvene,
Pfortader, Arteria hepatica sowie des Gallengangs durch Laparotomie in
Linksseitenlage. Um das im Organ verbliebene Blut auszuspllen wurde ein
Katheter in die Pfortader eingebracht und die Leber mit 3 | isotonischer
Kochsalzlésung perfundiert. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte eine Lagerung
der Organe bei -80°C. Die Azellularisierung erfolgte nach der von Buhler et al.
(2015) beschriebenen Methode: Die Lebern wurden zunachst flir ca. 16 Stunden
im Kihlschrank bei 4°C aufgetaut und daraufhin bei einem Druck zwischen 20
und 25 mmHg mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) fur etwa eine Stunde
durch den in die Pfortader eingebrachten Katheter gespult. AnschlieRend wurden
die Organe mit 10 | einer einprozentigen Lésung aus Natriumdodecylsulfat (SDS)
in steril filtriertem Wasser, welche mittels eines Infusionswarmers auf 37°C

erwarmt wurde, rezirkulierend durchspult. Die Einstellung des Druckes auf 20 -
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25 mmHg durch Anpassung der Pumpendrehzahl sowie die Aufzeichnung dieser
Daten erfolgte automatisiert durch DasyLab. Die optische Dichte und damit der
Proteingehalt der SDS-L6sung wurde spektrophotometrisch bei 280 nm bestimmt
und ebenfalls durch DasylLab protokolliert. Sobald sich ein Sattigungsplateau
einstellte, erfolgte eine zwischenzeitliche einstindige Spllung mit PBS und
nachfolgend eine weitere rezirkulierende Perfusion mit einprozentiger SDS-
Losung bis deren Proteingehalt nicht weiter anstieg (etwa 22 h Gesamtdauer).
Um verbliebenes SDS aus der Lebermatrix auszuspulen, wurden die Lebern im

Anschluss mit 80 | steril filtriertem Wasser gesplilt.

Um bei der Wiederbesiedlung eine hdhere Zelldichte zu erzielen, wurde ein
Katheter retrograd (Leber 73 und 80) bzw. anterograd (Leber 67) in den Lobus

hepatis dexter eingebracht und dieser von der Ubrigen Leber abgetrennt.

2.3 Hepatozytenisolation
Der Vorgang der Isolation basierte auf der Zwei-Stufen-Kollagenaseperfusion
nach Seglen (1976). Vergleiche hierzu auch Buhler (2017). Zunachst wurden die

folgenden Stammldsungen angesetzt (Tabelle 1):

Tabelle 1: Zusammensetzung der Stammldsungen, aus denen die Perfusionslésungen erstellt
wurden.

Stammlosung A NaCl (143,41 g/l) in dH20
Stammlosung B NaHCOs (42,01 g/l) in dH20
Stammloésung C KCI (8,80 g/l)

MgCl2 x 6H20 (4,80 g/l)
NaH2PO4 x H20 (3,39 g/l)

Na2S04 (3,39 g/l)

in dH20
Stammlésung D CaClz (5,55 g/l) in dH20
EGTA-L6sung 38,4 g EGTA wurden auf 70 ml dH20

gegeben und bis zur vollstandigen
Lésung mit Natriumhydroxid-

Platzchen versetzt. AnschlieRend
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wurde mittels dH20 auf 100 ml
aufgefulit.

Alle Lésungen wurden steril filtriert und bei Raumtemperatur (Stammlésung A-D)

bzw. 4 °C (EGTA-L6sung) gelagert. Aus den Stammlésungen wurden die

folgenden Perfusionslosungen hergestellt (Tabelle 2):

Tabelle 2: Zusammensetzung der Perfusionslésungen.

Perfusionsléosung 1

Perfusionslosung 2

0,5 ml EGTA-Lésung wurde mit 20 ml
HEPES wund je 50 ml der
Stammldsungen A, B, C versetzt und
mit dH20 auf 1 | aufgeflllt.
Anschlieltend wurde der pH mit 1 M
NaOH auf 7,4 eingestellt und die
Lésung steril filtriert.

20 ml HEPES wurde mit je 50 ml der
Stammldésungen A, B, C, D versetzt
und mit dH20 auf 1 | aufgefullt.
AnschlieRend wurde der pH mit 1 M
HCI auf 7,2 eingestellt und die Losung
steril filtriert.

Vor Gebrauch wurden die Perfusionslosungen bei 41 °C im Wasserbad 60

Minuten mit Carbogen begast. AnschlieRend erfolgte nach Euthanasie die

Entnahme des Lobus hepatis dexter aus den Deutsche Landrasse Schweinen

wie oben fur den Azellularisierungsvorgang beschrieben. Der Leberlappen wurde

direkt nach Entnahme mit 1 Liter Perfusionslésung 1 Uber ein Infusionssystem

gespult. Nach Einbringen eines Katheters in die Pfortader erfolgte die Perfusion

ohne Rucklauf mit einem weiteren Liter Perfusionslosung 1 sowie 500 ml

Perfusionslosung 2 Uber eine Rollerpumpe. Im weiteren Verlauf wurde auf

rezirkulierende Perfusion mit 300 ml Kollagenasel6sung umgestellt. Letztere

wurde unmittelbar vor der Perfusion aus 300 pg Kollagenase und 300 ml auf

41 °C erwarmter sowie mit Carbogen begaster Perfusionslésung 2 hergestellt.
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Nach etwa einer Stunde wurde der Leberlappen zerkleinert und die auslaufende
Suspension unter Zugabe von Perfusionslésung 2 durch ein 100 uym Sieb
gespult. Um Verunreinigungen und nicht-parenchymale Zellen zu entfernen,
wurde die Suspension fiir 15 min bei 4 °C inkubiert, der Uberstand abgenommen
und mit Perfusionslésung 2 nachgefillt. Dieser Vorgang wurde insgesamt 3-mal
durchgefiihrt. Zuletzt erfolgte die Uberfiihrung der Zellen in Kulturmedium
(Zusammensetzung siehe Tabelle 3, Seite 20) sowie eine Zellzdhlung und
Bewertung der Viabilitat mit Trypanblau.

2.4 Wiederbesiedlung und Kulturphase
2.4.1 Aufbau des Bioreaktors

Abbildung 1: Bioreaktor in Betrieb

Die Entwicklung eines geeigneten Bioreaktors fur die Kultivierung der
Hepatozyten erfolgte im Rahmen einer Masterarbeit durch Erich-Dirk Gollner.
Der Aufbau ist in Abbildung 1 sowie Abbildung 2 dargestellt und wurde fir diese
Arbeit ibernommen. Grundlage bildeten der Z® RP GMP Breeder sowie die Z®
RP Kontroll-Einheit der Firma Zellwerk. Bei dem Z® RP GMP Breeder handelt es
sich um eine sterile, temperierte Arbeitsumgebung auf Basis einer Laminar Flow

Bank, in welcher der Aufbau des Systems erfolgte. Uber die zugehérige Z® RP
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Kontroll-Einheit wurden die aktuellen Kulturmesswerte erfasst und
gegebenenfalls automatisiert dem Sollwert entsprechend angepasst. Die
Perfusion der Lebermatrix erfolgte retrograd uber die V. hepatica (Leber 73 und
80) bzw. Uber die Pfortader (Leber 67). Die Flussrate wurde auf einen effektiven
Druck von etwa 15 mmHg angepasst. Uber einen Hohlfaseroxygenator wurde
das System mit wasserdampfgesattigter Luft versorgt. Die Einstellung des pH-
Wertes erfolgte CO2-gesteuert durch die Z® RP Kontroll-Einheit. DasylLab

protokollierte die Messwerte Temperatur, pH-Wert und Druck.
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Abbildung 2: Aufbau des Bioreaktors im Detail: 1: Luftbefeuchter, 2: Oxygenator, 3: pH-
Messsonde, 4: Temperaturfihler, 5: O2-Messsonde, 6: Druckmesser, 7: Dreiwegehahn zur
Hepatozyteninjektion, 8: Lobus hepatis dexter der azellularisierten Lebermatrix, 9: Vorratsgefa
fir Probenentnahme, 10: Uberlauf

2.4.2 Zusammensetzung des Kulturmediums
Grundlage bildete Williams* Medium E, modifiziert nach Nelson et al. (2013),

erganzt durch eigene Zugaben. Diese sind in Tabelle 3 aufgefuhrt.

Tabelle 3: Bezeichnung und Konzentration der Zusatze im Medium. *= Zugabe von 7-
Ethoxycumarin erfolgte nur am dritten Tag zusammen mit dem Mediumwechsel.

Substanz Konzentration
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure 20 mmol/Il
N-Acetyl-Alanyl-L-Glutamin 2 mmol/l
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Gentamycin 0,1 mg/ml

Amphotericin B 2,5 mgl/l
Dexamethason 1 mmol/l
Insulin 10 pg/mi
Glukagon 9,1 pg/ml
Epidermal Growth Factor, human 50 ng/ml
Sorbitol 1 mg/ml
Galactose 1 mg/ml
Ammoniumchlorid 1 mmol/l
7-Ethoxycumarin® 50 mmol/l

2.4.3 Injektionsvorgang und Kultur

Die Injektion der Zellen erfolgte nach der ,Multistep“ Methode von Soto-Gutierrez
et al. (2011). Die isolierten Hepatozyten wurden in 4 x 50 ml Medium Uber
Infusionsspritzen mit einer Flussrate von ca. 25 ml/min tber einen Dreiwegehahn
unmittelbar vor der Leber eingebracht. Zwischen den einzelnen Injektionen sowie
nach der vierten Injektion folgten Ruhepausen ohne Perfusion flir 10 bzw. 60
Minuten. Anschlieend wurde etwa 15 Minuten mit frischem Medium perfundiert.
Der Ausfluss wurde gesammelt und die darin enthaltenen ausgesplulten Zellen

mit Trypanblau gezahlt, um die Retentionsrate zu ermitteln.

Wahrend der Kulturphase erfolgten tagliche Entnahmen von Proben des
Perfusats flr Blutgasanalysen sowie spatere metabolische Untersuchungen. An
jedem dritten Tag erfolgte ein Austausch des Mediums, wobei ausschliel3lich an
Tag drei zur Evaluation der Cytochromaktivitat 7-Ethoxycumarin zugesetzt
wurde. Fur den Mediumwechsel wurde dem System kontinuierlich frisches
Medium zugefihrt, wobei zeitgleich Medium mittels 50 ml Spritzen aus dem
Uberlauf abgezogen wurde. Die zugeflhrte bzw. abgezogene Menge entsprach
dabei etwa der Gesamtmenge des im System befindlichen Perfusats. Um eine
ausreichende Durchmischung zu gewahrleisten, wurde flr 30 Minuten inkubiert

und anschlief3end eine erneute Mediumprobe entnommen.
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Samtliche Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -40 °C gelagert. Nach
unterschiedlichen Kultivierungszeiten (siehe Tabelle 5, Seite 28) erfolgte die
Abkopplung vom Kreislauf mit anschlielender Entnahme von Gewebeproben.
Diese wurden nach Fixierung in 4%igem phosphatgepufferten Formalin zur
weiteren Bearbeitung an das Institut fir Pathologie und Neuropathologie des
Universitatsklinikums Tubingen versandt, welches 4 um dicke, mit Hamatoxylin
und Eosin gefarbte, histologische Schnitte anfertigte. Im weiteren Verlauf wurden
von dicht besiedelten Schnitten KI-67 Farbungen zur Beurteilung einer moglichen
Zellteilung angefertigt. Hierzu wurde mit dem ZytoChem Plus HRP One-Step
Polymer anti-Mouse/Rabbit Kit und ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit gemaf

Herstellerangaben verfahren.

Ein weiterer Teil der isolierten Zellen wurde in 6-Well-Platten tber 170 h in einem
CO2-Brutschrank kultiviert. Dazu wurden je 1,3*10° Hepatozyten pro Well
ausgesat (n=4) und 6 ml des in Tabelle 3 aufgefuhrten Mediums zugesetzt. Ein
Mediumwechsel erfolgte nach 48 h (mit Zugabe von 7-Ethoxycumarin), 73 h
sowie 121 h (jeweils ohne 7-Ethoxycumarin). Proben des Uberstands wurden

taglich entnommen und bis zur spateren Verwendung bei -40 °C gelagert.

2.5 Evaluation der Zellfunktionen

2.5.1 Aspartat-Aminotransferase (AST/GOT)

Die Konzentration der Aspartat-Aminotransferase im Uberstand wurde mit dem
ASAT (GOT) Assay von DiaSys Diagnostic Systems bestimmt. Eine Eichgerade
wurde mithilfe von TrueLab N erstellt. Mit Proben und Eichgerade wurde nach

Herstellerangaben verfahren.

2.5.2 Harnstoff
Der Harnstoffgehalt wurde mithilfe des QuantiChrom™ Urea Assay Kits
bestimmt. Die Aufbereitung der Proben erfolgte wie vom Hersteller angegeben

mit anschlieRender Messung mittels Photometer.
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2.5.3 Proteine

Die Menge an Proteinen im Medium wurde nach Bradford (1976) bestimmt. Es
wurde zunachst eine Stammlosung aus 100 mg Coomassie® Brilliantblau
Tabletten, 50 ml Ethanol 99% sowie 100 ml 85%-iger Phosphorsaure angesetzt
und auf 250 ml mit dH20 aufgefullt. Die Stammlésung wurde anschlie3end 1:4
mit dH20 verdunnt und dunkel im Kihlschrank gelagert. Mithilfe von bovinem
Serumalbumin wurde eine Eichreihe erstellt. Je 50 pl der Eichreihe bzw. der
enthommenen Proben wurden in eine 96-Well-Platte pipettiert, mit 200 ul der
verdunnten Stammlésung versetzt und die Zunahme der Absorption bei 595 nm

im Vergleich zu 450 nm im Photometer gemessen.

2.5.4 Glucose und Laktat

Der Glucose- und Laktatgehalt im Medium wurde mithilfe eines
Blutgasanalysegerates (ABL800 Flex) bestimmt. Dazu wurden zu den
entsprechenden Zeitpunkten zwischen 0,3 und 0,5 ml Probe vom Gerat

analysiert.

2.5.5 Galactose
Die Bestimmung des Galactosegehalts erfolgte mit Hilfe des Lactose/D-
Galactose Assay Kits. Die Proben wurden, wie vom Hersteller angegeben,

aufbereitet und anschlieliend mittels Photometer ausgewertet.

2.5.6 Cytochrom P450 Aktivitat

Die Cytochrom P450 Aktivitat wurde mithilfe der von Donato et al. (1998)
beschrieben Methode bestimmt. Zunachst wurde aus 7-Hydroxycumarin und
Medium (Tabelle 3, Seite 20) eine Verdunnungsreihe (0-20 pmol) fur die
Eichreihe erstellt. AnschlieRend wurden je 70 ul Probe der verschiedenen
Versuche und Zeitpunkte bzw. der Eichreihe zusammen mit 15 Fishman-
Einheiten  B-Glucuronidase/Arylsulfatase, gelést in 10 uyl 01 M
Natriumacetatpuffer (pH 4,5), in eine 96-Well-Platte pipettiert und anschlieRend
bei 37 °C fur 2 h auf einem Shaker inkubiert. Im Anschluss wurden 170 uyl TRIS
HCI (pH 9) hinzugegeben und die Fluoreszenz bei 360 nm Excitation und 460 nm
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Emission mithilfe eines CytoFluor® Fluorescence Multi-Well Plate Readers

bestimmt.

2.6 Auswertung der Daten/Erstellung der Graphiken
Die Verarbeitung der Daten sowie die Erstellung der Diagramme erfolgte mithilfe
von IBM SPSS Statistics®. Die Graphiken wurden mittels Adobe Photoshop CS5

erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Azellularisierung

Durch die rezirkulierende Perfusion einer Schweineleber Uber die Portalvene mit
einprozentiger SDS-Lésung konnte innerhalb von etwa 22 Stunden eine
azellularisierte Lebermatrix gewonnen werden. Die Ergebnisse des Vorgangs
sind in Abbildung 3 dargestellt. Bereits nach wenigen Stunden zeigten die Lebern
makroskopisch ein grof¥flachiges weillich-transparentes Erscheinungsbild,

wobei ihre Form vollstandig erhalten blieb (Abbildung 3 B).

Abbildung 3: Leber zu Beginn der Azellularisierung (A), nach der ersten Flasche SDS nach etwa
3,5 h (B) sowie zum Abschluss des Verfahrens (C). D zeigt einen Schnitt in HE-Farbung unter
40-facher Mikroskopvergrofderung.
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Nach etwa 22 Stunden waren auch die zuvor weniger gut azellularisierten
braunen Areale, mit Ausnahme des bindegewebigen Leberhilus, vollstandig
azellularisiert (Abbildung 3 C). Weiterhin fiel makroskopisch eine signifikante

GrofRenabnahme auf.

Mikroskopisch zeigten die mit Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitte eine
erhaltene Mikroarchitektur mit den fur Schweinelebern typischen, durch
Bindegewebe begrenzten, Leberlappchen sowie der Zentralvene. Auch an den
Eckpunkten der Lobuli blieben die Strukturen des periportalen Felds erhalten
(Abbildung 3 D, Seite 25). Intakte Hepatozyten oder groRere Zelltrimmer waren
im Praparat nicht erkennbar. Vereinzelt zeigten sich jedoch im Rahmen der HE-
Farbung blau kolorierte DNA-RUckstande.
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Abbildung 4: Verlauf der Proteinkonzentration in der SDS-Ldsung sowie des Perfusionsdrucks
Uber den Zeitraum der Azellularisierung. Nach 3,5 h erfolgte ein Wechsel der SDS-Lésung.
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Abbildung 4 auf Seite 26 zeigt die Proteinkonzentration im Perfusat sowie die
Druckverhaltnisse wahrend des Azellularisierungsvorgangs. Wahrend der
Perfusionsdruck zu Beginn noch starkeren Schwankungen unterlag, blieb er im
letzten Drittel der Azellularisierung etwa konstant bei etwa 23 mmHg. Die
Proteinkonzentration stieg innerhalb der ersten Stunden nach Perfusion mit der
ersten SDS-L6sung rasch auf etwa 35 g/l, woraufhin sich ein Plateau einstellte.
Nach zwischenzeitlicher Spulung und Anschluss der zweiten Flasche SDS-

Losung stellte sich bereits bei etwa 5 g/l ein Plateau ein.

3.2 Hepatozytenisolation

Zur Optimierung des Einbringungsvorgangs sowie der Kulturphase wurden im
Rahmen dieser Arbeit insgesamt 6 Lebern genutzt. Dabei wurden im Mittel
1,55*10° Hepatozyten isoliert, wobei die Viabilitat bei durchschnittlich 94 % lag.

3.3 Wiederbesiedlung und Kulturphase

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse des Wiederbesiedlungsvorgangs

Leber Artder Eingebrachte Ausgespiilte Retentionsrate
Nr. Einbringung  vitale Zellen Zellen

67 Vena portae 1,09*10° 0,41*10° 62%

73 Vena hepatica  2,07*10° Nicht 100%

nachweisbar
80 Vena hepatica  3,27*10° 1,24*10° 62%

Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse des Wiederbesiedlungsvorgangs. Drei der
insgesamt 6 wiederbesiedelten Lebern wurden Uber mehrere Tage in Kultur
genommen, wobei die Zahl der eingebrachten Hepatozyten 1,09*10° (Leber 67,
Retentionsrate 62%), 2,07*10° (Leber 73, Retentionsrate 100%) sowie 3,27*10°
(Leber 80, Retentionsrate 62%) betrug.
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Tabelle 5: Zellzahl, Kulturzeit sowie Messwerte aus dem Bioreaktor der wiederbesiedelten
Lebern. Angabe von Temperatur, pH und Druck als Mittelwert + eine Standardabweichung.

Leber Zellzahl Zeitin Temperatur pH Druck [mmHg]

Nr. Kultur [h] [°C]

67 0,67*10° 92 36,78 7,40 9,02 (£2,20)
(x0,26) (x0,04)

73 2,07*10° 1875 37,00 7,40 15,42 (+0,87)
(x0,10) (x0,04)

80 2,03*10° 69,5 37,00 7,41 11,37 (x2,75)
(x0,09) (x0,04)

Die Kulturbedingungen sind in Tabelle 5 aufgefuhrt. Die Temperatur im Reaktor
bewegte sich wahrend allen Versuchen im physiologischen Bereich um 37 °C.
So betrug die durchschnittliche Reaktortemperatur 36,78 °C (£0,26 °C) bei Leber
67, 37,00 °C (20,10 °C) bei Leber 73 sowie 37,00 °C (+0,09 °C) bei Leber 80.
Der pH-Wert betrug durchschnittlich 7,40 (x0,04) bei Leber 67 und Leber 73
sowie 7,41 (x0,04) bei Leber 80. Alle Angaben plus/minus eine

Standardabweichung.

Wie in Abbildung 5 auf Seite 29 dargestellt, war der Druck im Pumpsystem im
Gegensatz zu Temperatur und pH-Wert grofieren Schwankungen unterworfen.
Wahrend sich der Druck bei Leber 73 relativ konstant im Bereich von 15 mmHg
bewegte, fiel er bei Leber 67 innerhalb der ersten 48 h auf unter 7 mmHg. Nach
manueller Erhohung der Pumpendrehzahl lag der Druck zwischenzeitlich bei
etwa 9 mmHg, sank dann jedoch wieder auf Werte unter 8 mmHg. Nach erneuter
Erhdhung der Pumpendrehzahl nach 66 h blieb er iber 10 mmHg. Bei Leber 80
fiel der Druck in den ersten 16 h auf 5 mmHg ab. Nach manueller Erhdhung der

Drehzahl blieb er wahrend der weiteren Kulturzeit im Bereich von 13 mmHg.
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Abbildung 5: Druckverhaltnisse im Pumpsystem uber die Kulturdauer hinweg.

Die mit Hamatoxylin und Eosin gefarbten Schnitte zeigten bei Leber 67 und 80
uberwiegend vitale Hepatozyten (Abbildung 6, Seite 30 sowie Abbildung 7, Seite
31). Bei Leber 73 waren nur noch vereinzelt lebende Zellen nachweisbar
(Abbildung 9, Bild B, Seite 33). Bei allen drei Versuchen befand sich die
Uberwiegende Anzahl der Hepatozyten in den Leberlappchen, wobei manche
Areale bevorzugt besiedelt wurden, andere hingegen komplett leer blieben.
Insbesondere bei Leber 67 hatten sich auch zahlreiche Hepatozyten in den
Gefalistrukturen angesiedelt (Abbildung 8, Seite 32).

Innerhalb der Lappchen fugten sich die Hepatozyten in die extrazellulare Matrix
der azellularisierten Leber ein (Abbildung 9, Bild A und B, Seite 33) oder bildeten
voneinander abgegrenzte kleinere dicht gepackte Zellcluster (Abbildung 7 B,
Seite 31 sowie Abbildung 9 A, Seite 33). Zwischen den Zellen der Cluster fanden
sich kanalikulare Strukturen (Abbildung 10 A und B, Seite 34).
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Abbildung 6: Leberlappchen aus Leber 80 mit Hamatoxylin und Eosin geféarbt nach 69,5 Stunden
Kulturdauer. 10-fache Vergrofierung.
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Abbildung 7: Mit Hamatoxylin und Eosin gefarbte Schnitte von Leber 67 in 10-facher

VergroRerung (A) sowie Leber 80 in 20-facher VergréRerung (B) zum Ende der Kulturphase nach
92 bzw. 69,5 Stunden.
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Abbildung 8: Besiedelte Gefalistrukturen in 20-facher VergroRerung (A) sowie 40-facher
VergroéRRerung (B) bei Leber 67.
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Abbildung 9: Schnitt aus Leber 80 in 40-facher Vergrolterung (A) sowie aus Leber 73 in 20-facher

VergroRerung (B).
Pfeilspitze markiert.

Einige in die Umgebung eingebettete Zellen wurden exemplarisch per
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Abbildung 10: Kanalikulare Strukturen bei Leber 67 in 40-facher VergroRerung.
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Abbildung 11: Polymer und ZUC-Farbung bei Leber 80 unter 40-facher VergroRerung.

Die immunhistochemische Farbung des Proteins KI-67 zeigte weder bei Leber
67 (nur HRP One-Step Polymer) noch bei der in Abbildung 11 auf Seite 35
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dargestellten Leber 80 (HRP One-Step Polymer und HRP Polymer-Kit)

teilungsaktive Zellen.

3.4 Evaluation der Zellfunktionen

3.4.1 Aspartat-Aminotransferase (AST/GOT)
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Abbildung 12: Enzymaktivitat der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) im Uberstand iiber
den gesamten Kulturzeitraum kumuliert und aufgrund der besseren Vergleichbarkeit auf die
Anzahl von 1 Million Hepatozyten in Kultur umgerechnet.

Wie in Abbildung 12 dargestellt, zeigte sich bei allen drei Lebern in der ersten
entnommenen Probe nach 17 Stunden ein starker Anstieg der Enzymaktivitat der
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) im Uberstand auf 27,57 mU pro 1
Mio. Zellen bei Leber 67, 99,80 mU pro 1 Mio. Zellen bei Leber 73 sowie 144,52
mU pro 1 Mio. Zellen bei Leber 80. Mit fortschreitender Kulturdauer blieb die
kumulierte Menge mit 34,51 mU/1 Mio. Zellen (nach 41 h), 30,52 mU/1 Mio.
Zellen (nach 65 h) und 30,86 mU/1 Mio. Zellen (nach 92 h) bei Leber 67 sowie
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116,64 mU/1 Mio. Zellen (nach 41h), 100,28 mU/1 Mio. Zellen (nach 65 h),
106,83 mU/1 Mio. Zellen (nach 90,5 h), 101,27 mU/1 Mio. Zellen (nach 114,5 h),
99,98 mU/1 Mio. Zellen (nach 138,5 h), 102,25 mU/1 Mio. Zellen (nach 163,5 h),
101,53 mU/1 Mio. Zellen (nach 187,5 h) bei Leber 73 relativ konstant. Bei Leber
80 nahm die Enzymaktivitat der GOT im Uberstand auf 122,47 mU/1 Mio. Zellen
(nach 41 h) und weiter auf 86,30 mU/1 Mio. Zellen (nach 65 h) ab. Nach 65,5 h
betrug sie 93,31 mU/1 Mio. Zellen.

Im Monolayer stieg die kumulierte Menge der Enzymaktivitat der Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase mit fortschreitender Kulturdauer kontinuierlich an:
71,93 mU/1 Mio. Zellen nach 24 h, 116,77 mU/1 Mio. Zellen nach 48 h, 142,78
mU/1 Mio. Zellen nach 73 h, 182,58 mU/1 Mio. Zellen nach 97 h, 201,82 mU/1
Mio. Zellen nach 121 h sowie 222,71 mU/1 Mio. Zellen nach 146 h. Bei
Kulturende nach 170 h war die Menge auf 281,59 mU/1 Mio. Zellen angestiegen.

3.4.2 Harnstoff

Alle drei Lebern produzierten Uber die Kulturdauer hinweg Harnstoff (Abbildung
13, Seite 38). Nach 17 Stunden betrug die gemessene Menge Harnstoff im
Uberstand 4,80 ug pro 1 Mio. Zellen bei Leber 67, 4,76 pg pro 1 Mio. Zellen bei
Leber 73 sowie 7,69 ug pro 1 Mio. Zellen bei Leber 80. In den darauffolgenden
24 Stunden nahm die Harnstoffproduktion bei Leber 73 und 80 mit einem
Zuwachs von 0,63 pg pro 1 Mio. Zellen bzw. 2,55 ug pro 1 Mio. Zellen ab,
wahrend sie bei Leber 67 mit 5,59 ug pro 1 Mio. Zellen etwa konstant blieb. In
weiteren 24 Stunden fiel die Harnstoffproduktion bei allen drei Lebern ab. So
betrug die kumulierte Menge Harnstoff im Uberstand 11,79 ug pro 1 Mio. Zellen
bei Leber 67 (+ 1,4 ug pro 1 Mio. Zellen), 5,78 ug pro 1 Mio. Zellen bei Leber 73
(+ 0,39 pg pro 1 Mio. Zellen) sowie 11,66 pg pro 1 Mio. Zellen bei Leber 80 (+
1,42 ug pro 1 Mio. Zellen). Nach Austausch des Mediums nach 65 Stunden
Kulturdauer konnte bei allen Lebern ein Anstieg der Harnstoffproduktion
beobachtet werden. Bei Leber 67 stieg die kumulierte Menge Harnstoff innerhalb
von 24 h um 3,62 ug pro 1 Mio. Zellen auf insgesamt 15,41 ug pro 1 Mio. Zellen.
Bei Leber 73 betrug die kumulierte Menge Harnstoff 7,76 ug pro 1 Mio. Zellen,
was einem Zuwachs von 1,98 ug pro 1 Mio. Zellen entspricht. Leber 80 wurde
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nach 69,5 h vom Kreislauf genommen. Bis dahin war die kumulierte Menge
Harnstoff innerhalb von 3,5 h um weitere 1,76 ug pro 1 Mio. Zellen auf insgesamt
13,42 pg pro 1 Mio. Zellen angewachsen. Mit fortschreitender Kulturdauer
stagnierte der Zuwachs an Harnstoff bei Leber 73, sodass insgesamt nach 114,5
h 7,85 ug pro 1 Mio. Zellen sowie nach 138,5 h 7,83 ug pro 1 Mio. Zellen an
Harnstoff produziert worden waren. Nach erneutem Wechsel des Mediums
betrug der Zuwachs in den folgenden 24 Stunden 1,76 ug pro 1 Mio. Zellen,
sodass sich die Gesamtmenge an produziertem Harnstoff bei Leber 73 auf 9,59

Mg pro 1 Mio. Zellen belief.

—— Leber 67
157 Leher 73
Leber 80

Harnstoff [ug] im Uberstand kumuliert pro 1 Mio. Zellen

Zeit [h] in Kultur

Abbildung 13: Harnstoff im Uberstand (iber den gesamten Kulturzeitraum kumuliert und aufgrund
der besseren Vergleichbarkeit auf die Anzahl von 1 Millionen Hepatozyten in Kultur umgerechnet.
Ein Austausch des Mediums erfolgte nach 65 Stunden (Leber 67, 73, 80) sowie 138,5 Stunden
(nur Leber 73).

Im Monolayer (aufgrund der besseren Ubersicht separat in Abbildung 14 auf

Seite 39 dargestellt) betrug die Menge an Harnstoff im Uberstand nach 24 h
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48,58 ug pro 1 Mio. Zellen und erhdhte sich in den folgenden 24 h auf 95,62 ug
pro 1 Mio. Zellen. Nach Austausch des Mediums erfolgte ein Anstieg um 57,92
Mg pro 1 Mio. Zellen auf insgesamt 153,54 ug pro 1 Mio. Zellen nach 73 h. Nach
erneutem Mediumwechsel stieg die Gesamtmenge nach 97 h um weitere 74,88
Mg pro 1 Mio. Zellen auf 228,42 ug pro 1 Mio. Zellen. Nach 121 h betrug sie
256,93 ug pro 1 Mio. Zellen, nach 146 h 300,20 ug pro 1 Mio. Zellen (hier war
zuvor ein erneuter Wechsel des Mediums erfolgt) sowie 333,65 ug pro 1 Mio.
nach 170 h.
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Abbildung 14: Harnstoff im Uberstand des Monolayers (iber den gesamten Kulturzeitraum
kumuliert und aufgrund der besseren Vergleichbarkeit auf die Anzahl von 1 Millionen
Hepatozyten in Kultur umgerechnet. Ein Austausch des Mediums erfolgte nach 48, 73 sowie
121 Stunden.

Tabelle 6 (Seite 40) zeigt die Harnstoffproduktion in ug pro 1 Mio. Zellen und
Stunde Uber die Kulturdauer hinweg. Hierbei zeigte sich am ersten Tag bei Leber
67 und 73 mit 0,283 bzw. 0,280 pg pro 1 Mio. Zellen und Stunde der hochste, bei
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Leber 80 mit 0,452 ug pro 1 Mio. Zellen und Stunde der zweithéchste Wert der
gesamten Kulturdauer. Am zweiten Tag fiel die Harnstoffproduktion bei allen drei
Leber ab, wobei Leber 73 sowie 80 mit 0,026 bzw. 0,106 ug pro 1 Mio. Zellen
und Stunde deutlich geringere Werte aufwiesen als Leber 67 mit 0,233 ug pro 1
Mio. Zellen und Stunde. An Tag 3 nahm die Harnstoffproduktion weiter ab auf
0,059 ug (Leber 67 und Leber 80) bzw. 0,016 ug pro 1 Mio. Zellen und Stunde
(Leber 73). Nach dem Mediumwechsel zeigte sich ein Anstieg an Tag 4 auf 0,151
Mg pro 1 Mio. Zellen und Stunde bei Leber 67, 0,082 ug pro 1 Mio. Zellen und
Stunde bei Leber 73 (jeweils der zweithéchste Wert der gesamten Kulturdauer)
sowie 0,502 ug pro 1 Mio. Zellen und Stunde bei Leber 80 (hdchster Wert der
Kulturdauer). Im weiteren Kulturverlauf sank die Produktion bei Leber 73 an Tag
5 auf 0,004 ug pro 1 Mio. Zellen und Stunde, an Tag 6 war kein weiterer Zuwachs
an Harnstoff messbar (-0,001 pg pro 1 Mio. Zellen und Stunde). Nach erneutem
Mediumwechsel stieg die Produktion mit 0,073 ug pro 1 Mio. Zellen und Stunde

wieder an.

Tabelle 6: Harnstoffproduktion [ug] pro 1 Mio. Zellen und Stunde Uber die Kulturdauer hinweg.
Sternchen kennzeichnen Messwerte, vor denen ein Mediumwechsel erfolgte.

Tag Leber 67 Leber 73 Leber 80 Monolayer
1 0,283* 0,280* 0,452* 2,024*

2 0,233 0,026 0,106 1,960

3 0,059 0,016 0,059 2,413*

4 0,151* 0,082* 0,502* 3,120*

5 0,004 1,188

6 -0,001 1,803*

7 0,073* 1,393

Im Monolayer zeigte sich die Harnstoffproduktion mit 2,024 ug pro 1 Mio. Zellen
und Stunde an Tag 1 sowie 1,960 ug pro 1 Mio. Zellen und Stunde an Tag 2
nahezu unverandert hoch. Im Verlauf stieg sie mit 2,413 ug an Tag 3 weiter an.
An Tag 4 wurde nach erneutem Mediumaustausch das Maximum der Kulturdauer
mit 3,120 pg pro 1 Mio. Zellen und Stunde erreicht. An Tag 5 zeigte sich mit 1,188
Mg pro 1 Mio. Zellen und Stunde der bisherige Tiefpunkt. Nach erneutem

Mediumwechsel lie3 sich die Harnstoffproduktion nochmals auf 1,803 pro 1 Mio.
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Zellen und Stunde steigern, um dann am 7 Tag auf 1,393 ug pro 1 Mio. Zellen

und Stunde abzufallen.

3.4.3 Proteine

—— Leher 67
Leber 73
Leber 80
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Abbildung 15: Proteine im Uberstand iber den gesamten Kulturzeitraum kumuliert und aufgrund
der besseren Vergleichbarkeit auf die Anzahl von 1 Millionen Hepatozyten in Kultur umgerechnet.
Ein Austausch des Mediums erfolgte nach 65 Stunden (Leber 67, 73, 80) sowie 138,5 Stunden

(nur Leber 73).

In Abbildung 15 ist die Proteinproduktion dargestellt. Innerhalb der ersten 17
Stunden nach Kulturbeginn zeigte sich bei allen drei Lebern ein starker Anstieg
der Proteine im Uberstand um 19,96 ug pro 1 Mio. Zellen bei Leber 67, 49,88 ug
pro 1 Mio. Zellen bei Leber 73 sowie 77,94 ug pro 1 Mio. Zellen bei Leber 80.
Nach 41 Stunden war die freigesetzte Proteinmenge bei Leber 67 und 73 weiter
auf 23,28 ug pro 1 Mio. Zellen bzw. 51,15 pg pro 1 Mio. Zellen angestiegen. Bei
Leber 80 zeigte sich ein effektiver Rickgang auf 74,01 ug pro 1 Mio. Zellen.
Innerhalb der nachsten 24 Stunden stagnierte die Proteinfreisetzung bei Leber
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67 mit effektiv 23,04 ug pro 1 Mio. Zellen. Wahrend Leber 73 einen leichten
Zuwachs von 1 ug pro 1 Mio. Zellen auf insgesamt 52,15 ug pro 1 Mio. Zellen
verzeichnete, fiel die kumulierte Menge bei Leber 80 weiter ab auf 63,25 pg pro
1 Mio. Zellen. Nach dem anschlielRend erfolgten Austausch des Mediums
verzeichneten alle Lebern einen Anstieg der kumulierten Proteine auf 25,99 ug
pro 1 Mio. Zellen (+ 2,59 ug pro 1 Mio. Zellen in 24 Stunden) bei Leber 67, 57,97
Mg pro 1 Mio. Zellen (+ 5,82 ug pro 1 Mio. Zellen in 24 Stunden) bei Leber 73
sowie 70,06 ug pro 1 Mio. Zellen (+ 6,81 pg pro 1 Mio. Zellen in 3,5 Stunden) bei
Leber 80. Bei Leber 73 zeigte sich auch in der weiteren Kulturdauer ein
kontinuierlicher Anstieg der freigesetzten Proteine auf 59,26 ug pro 1 Mio. Zellen
nach 114,5 Stunden, 60,80 ug pro 1 Mio. Zellen nach 138,5 h, 63,63 ug pro 1
Mio. Zellen nach 163,5 Stunden sowie 65,05 pg pro 1 Mio. Zellen nach 187,5

Stunden.

Auch in der Monolayerkultur konnte ein Proteinanstieg nachgewiesen werden
(vgl. Abbildung 16 auf Seite 43). Nach 24 h belief sich die Menge an Proteinen
im Uberstand auf 44,95 ug pro 1 Mio. Zellen. Innerhalb weiterer 24 h wuchs sie
um 30,67 pg auf 75,62 ug pro 1 Mio. Zellen an. Nach Austausch des Mediums
erfolgte ein Anstieg um 15,23 pg pro 1 Mio. Zellen auf nun insgesamt 90,85 ug
pro 1 Mio. Zellen nach 73 h Kultur. Nach erneutem Mediumwechsel sowie
weiteren 24 h betrug die Gesamtmenge an Proteinen im Uberstand 116,73 ug
pro 1 Mio. Zellen (+ 25,88 ug pro 1 Mio. Zellen). Nach 121 h waren 142,40 ug,
nach 146 h 158,87 ug (hier war zuvor ein Austausch des Mediums erfolgt) sowie

nach 170 h 233,72 ug pro 1 Mio. Zellen an Proteinen freigesetzt worden.

Betrachtet man simultan die Proteinproduktion sowie die Enzymaktivitat der
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase im Uberstand des Monolayers, so fallt auf,
dass ein Anstieg der Proteinmenge stets mit einem GOT-Anstieg einherging
(Abbildung 16 Seite 43).
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Abbildung 16: Proteine sowie Enzymaktivitat der GOT im Uberstand der Monolayer Kultur tGber
den gesamten Kulturzeitraum kumuliert und aufgrund der besseren Vergleichbarkeit auf die
Anzahl von 1 Millionen Hepatozyten in Kultur umgerechnet. Ein Austausch des Mediums erfolgte
nach 48, 73 sowie 121 Stunden.

3.4.4 Glucose und Lactat

Die Glucosewerte waren sowohl im Bioreaktor als auch in der Monolayer Kultur
grolleren Schwankungen unterlegen (Abbildung 17, Seite 44). Wahrend sich bei
Leber 67 und 80 in den ersten 17 h ein Verbrauch von 32,60 bzw. 46,67 ug pro
1 Mio. Zellen zeigte, wurden bei Leber 73 23,13 pg pro 1 Mio. Zellen freigesetzt.
Bei Leber 80 wurde auch mit fortlaufender Kulturdauer Glucose verbraucht: 8,89
Mg pro 1 Mio. Zellen an Tag 2 sowie 3,44 ug pro 1 Mio. Zellen an Tag 3. Die
Gesamtmenge belief sich nach 69,5 h auf -64,44 ug pro 1 Mio. Zellen. Bei Leber
67 war nach anfanglichem Verbrauch ein kontinuierlicher Zuwachs feststellbar:
15,61 ug pro 1 Mio. Zellen an Tag 2, 18,99 ug pro 1 Mio. Zellen an Tag 3, 16,24
Mg pro 1 Mio. Zellen an Tag 4. Effektiv bedeutete dies einen Zuwachs von 18,24

Mg Glucose pro 1 Mio. Zellen Uber die gesamte Kulturdauer. Bei Leber 73 blieb
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der Wert an Tag 2 unverandert. Die weiteren Werte betrugen 3,69 ug pro 1 Mio.
Zellen an Tag 3, -7,50 ug pro 1 Mio. Zellen an Tag 4, 11,03 ug pro 1 Mio. Zellen
an Tag 5, -23,36 pg pro 1 Mio. Zellen an Tag 6 sowie 0 ug pro 1 Mio. Zellen an
Tag 7. Insgesamt bedeutete dies einen Zuwachs um 7 ug pro 1 Mio. Zellen Uber
die bisherige Kulturdauer. An Tag 8 wurde ein Abfall um 87,88 ug pro 1 Mio.

Zellen registriert.

In der Monolayer Kultur wurden in den ersten 24 h 219,23 ug sowie in den
nachsten 24 h weitere 253,08 ug Glucose pro 1 Mio. Zellen freigesetzt. An Tag 3
und 4 wurden 69,23 bzw. 137,50 ug Glucose pro 1 Mio. Zellen verbraucht. Die
weiteren Werte lauteten 16,51 pg pro 1 Mio. Zellen an Tag 5, -46,15 ug pro 1
Mio. Zellen an Tag 6 sowie 72,30 ug pro 1 Mio. Zellen am 7. Tag. Effektiv wurden

somit in der Monolayer Kultur 307,88 ug Glucose pro 1 Mio. Zellen freigesetzt.
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Abbildung 17: Glucose im Uberstand (iber den gesamten Kulturzeitraum kumuliert und aufgrund
der besseren Vergleichbarkeit auf die Anzahl von 1 Millionen Hepatozyten in Kultur umgerechnet.
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Wahrend der gesamten Kulturdauer waren im Bioreaktor lediglich geringe
Lactatwerte nachweisbar (Abbildung 18 auf Seite 46). Der grof3te Zuwachs fand
in den ersten 17 h statt und belief sich auf 0,081 umol pro 1 Mio. Zellen bei Leber
67, 0,135 pmol pro 1 Mio. Zellen bei Leber 73 sowie 0,112 pmol pro 1 Mio. Zellen
bei Leber 80. In den folgenden 24 h stiegen die Werte nur bei Leber 73 sowie
Leber 80 nur geringflgig auf 0,172 bzw. 0,148 uymol pro 1 Mio. Zellen. Bei Leber
67 wurde der Wert mit 0,160 ymol pro 1 Mio. Zellen nahezu verdoppelt. Nach 48
Stunden betrugen die kumulierten Lactatwerte 0,160 pymol pro 1 Mio. Zellen bei
Leber 67 (kein Zuwachs), 0,190 umol pro 1 Mio. Zellen bei Leber 73 (+ 0,018
pmol) sowie 0,182 uymol pro 1 Mio. Zellen bei Leber 80 (+ 0,034 umol). Nach dem
Mediumwechsel betrugen die Lactatwerte bei Leber 67 und 73 am 4. Tag 0,241
bzw. 0,210 umol pro 1 Mio. Zellen. Bei Leber 80 betrug die insgesamt freigesetzte
Menge an Lactat bei Versuchsende nach 69,5 h 0,218 pmol pro 1 Mio. Zellen.
Die weiteren Werte bei Leber 73 betrugen 0,210 pmol pro 1 Mio. Zellen (+ 0 ymol)
nach 114,5 h, 0,228 pmol pro 1 Mio. Zellen (+ 0,018 umol) nach 138,5 h, 0,246
pmol pro 1 Mio. Zellen (+ 0,019 pmol) nach 163,5 h sowie 0,246 umol pro 1 Mio.
Zellen (+ 0 ymol) nach 187,5 h.

Im Monolayer wurde ein kontinuierlicher Lactatanstieg registriert. Der grofite
Zuwachs wurde dabei an Tag 6 verzeichnet, an Tag 2 war er am geringsten. Die
Werte betrugen 2,307 umol pro 1 Mio. Zellen nach 24 h, 3,754 umol pro 1 Mio.
Zellen nach 48 h (+ 1,446 pymol), 6,369 umol pro 1 Mio. Zellen nach 73 h (+ 2,615
pmol), 9,246 umol pro 1 Mio. Zellen nach 97 h (+ 2,877 umol), 11,798 pmol pro
1 Mio. Zellen nach 121 h (+ 2,552 pmol), 16,506 pmol pro 1 Mio. Zellen nach 146
h (+ 4,708 umol) sowie 19,435 umol pro 1 Mio. Zellen nach 170 h (+ 2,928 umol).
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Abbildung 18: Lactat im Uberstand tiber den gesamten Kulturzeitraum kumuliert und aufgrund
der besseren Vergleichbarkeit auf die Anzahl von 1 Millionen Hepatozyten in Kultur
umgerechnet.

3.4.5 Galactose

Bei keinem der drei Versuche im Bioreaktor zeigten die Hepatozyten eine
Galactoseelimination (Abbildung 19 Seite 47). Die kumulierten Messwerte im
Uberstand betrugen -0,025 mg (17 h), 0,042 mg (41 h), 0,012 mg (65 h) sowie
0,052 mg (92 h) pro 1 Mio. Zellen bei Leber 67, 0,006 mg (17 h), 0,024 mg (41
h), 0,019 mg (65 h), 0,028 (90,5 h), 0,038 mg (114,5 h), 0,040 mg (138,5 h), 0,035
mg (163,5 h), 0,026 mg (187,5 h) pro 1 Mio. Zellen bei Leber 73 sowie 0,001 mg
(17 h), -0,004 mg (41 h), -0,007 mg (65 h) und -0,001 mg (69,5 h) pro 1 Mio.
Zellen bei Leber 80.

Im Monolayer hingegen zeigte sich innerhalb der ersten 24 h ein
Galactoseverbrauch von 1,72 mg pro 1 Mio. Zellen. Nach einem

zwischenzeitlichen Anstieg der Galactose im Uberstand um 0,82 mg pro 1 Mio.
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Zellen wurde im weiteren Verlauf kontinuierlich Galactose abgebaut: 0,26 mg an
Tag 3, 0,36 mg an Tag 4, 0,01 mg an Tag 5, 0,56 mg an Tag 6 sowie 0,23 mg
pro 1 Mio. Zellen an Tag 7.
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Abbildung 19: Galactoseproduktion / -verbrauch Gber den gesamten Kulturzeitraum kumuliert und
aufgrund der besseren Vergleichbarkeit auf die Anzahl von 1 Millionen Hepatozyten in Kultur
umgerechnet.

3.4.6 Cytochrom P450 Aktivitat

In allen drei Lebern zeigte sich eine Produktion von 7-Hydroxycumarin. Diese ist
in Abbildung 20 auf Seite 48 dargestellt. Im Vergleich zum Monolayer (0,297 nmol
pro 1 Mio. Zellen und Stunde) fiel diese im Bioreaktor mit 0,020 nmol pro 1 Mio.
Zellen und Stunde (Leber 67), 0,012 nmol pro 1 Mio. Zellen und Stunde (Leber
73) sowie 0,007 nmol pro 1 Mio. Zellen und Stunde (Leber 80) jedoch deutlich

geringer aus.
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Abbildung 20: Produktion von 7-Hydroxycumarin aus 7-Ethoxycumarin. Messung nach 3 h (Leber
67, Leber 73 sowie Monolayer) bzw. 3,5 h (Leber 80). Werte zur besseren Vergleichbarkeit in
Produktion pro 1 Mio. Zellen und Stunde umgerechnet.
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4. Diskussion

Mit dem von Buhler et al. (2015) entwickelten Verfahren gelang es, innerhalb von
weniger als 24 h eine azellularisierte Lebermatrix zu gewinnen. Die von Buhler et
al. (2015) beschriebenen Veranderungen wie das weillich-transparente
Erscheinungsbild des Endprodukts, die progrediente GroRenabnahme, die
erhaltene Mikroarchitektur, die Abwesenheit von vitalen Hepatozyten oder
grolReren Zelltrimmern sowie das Vorkommen vereinzelter DNA-RUckstande

konnten in den fur diese Arbeit vorgenommenen Versuchen bestatigt werden.

Die HE-gefarbten mikroskopischen Praparate zeigten vitale, in die Umgebung
eingebetteten Zellen. Dies bestatigt die Ergebnisse vorausgegangener Studien,
wonach eine azellularisierte Leber als Grundgerust fur Kultivierung von
Hepatozyten geeignet ist (Baptista et al. 2011; Blhler et al. 2015; Sabetkish et
al. 2015; Uygun et al. 2010). Zur Detektion von Zellteilung in diesen Praparaten
wurden KI-67 Antikorper eingesetzt. Das Protein Kl-67 findet sich wahrend der
Mitose an Chromosomen angelagert und kann mittels immunhistochemischer
Farbung nachgewiesen werden. Obwohl in den HE-gefarbten Schnitten
zahlreiche vitale Zellen nachweisbar waren, konnte trotz Anwendung zweier
unterschiedlicher Antikorper in keinem der Versuche im Bioreaktor eine
Zellteilung nachgewiesen werden. Rana et al. (1994) zeigten, dass Zell-Matrix-
Interaktionen den Wechsel von Hepatozyten zwischen ,Zellwachstum® auf der
einen sowie ,Differenzierung® auf der anderen Seite beeinflussen. Bei Einbettung
in eine Gel Matrix blieben die Hepatozyten in der GO Phase und zeigten eine
hohe Expression leberspezifischer Transkriptionsfaktoren. Auch Zell-Zell
Interaktionen kdnnen diesen Wechsel beeinflussen: Bei hoher Zelldichte konnten
Ben-Ze'ev et al. (1988) lediglich eine gering ausgepragte DNA Synthese
feststellen, wahrend reichlich leberspezifische mMRNA nachweisbar war. Bei
niedriger Zelldichte zeigte sich das Gegenteil. Die Ergebnisse aus oben
genannten Arbeiten legen nahe, dass die Interaktionen mit der extrazellularen
Matrix sowie Zell-Zell-Interaktionen die Hepatozyten im Bioreaktor in der GO
Phase hielten und somit zwar eine Reihe leberspezifischer Funktionen
ausgefiuhrt wurden (s. unten), jedoch keine Zellteilung stattfand. Die Arbeit von
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Blhler et al. (2015) zeigt, dass Hepatozyten in der azellularisierten Leber
dennoch proliferieren kénnen. In ihren Versuchen verwendeten sie
Wachstumsfaktoren in Form von fetalem Kalberserum statt isoliertem
epidermalem Wachstumsfaktor. Die Rolle von fetalem Kalberserum sollte in
weiteren Versuchen untersucht werden, beispielsweise indem man der
serumfreien Kultur nach einigen Tagen FCS zusetzt und anschlielend die
Proliferation beurteilt. Weiterhin gilt es zu klaren, ob die Hepatozyten nach der
moglicherweise durch fetales Kalberserum induzierten Teilung nach erneuter
Umstellung auf serumfreies Medium ahnliche Syntheseraten wie zu Kulturbeginn

aufweisen.

Die Aktivitat der Aspartat-Aminotransferase im Uberstand gilt in Zellkulturen als
sensitiver Parameter fir Zellzerfall (Feutren et al. 1984). Ein starker Anstieg bei
den Versuchen im Bioreaktor wurde in den ersten 17 Stunden verzeichnet. Der
Einbringungsvorgang geht mit einer grollen mechanischen Belastung fur die
Hepatozyten einher. Es ist daher davon auszugehen, dass ein Groldteil der AST
aus bei der Wiederbesiedlung lysierten Hepatozyten stammt. Da jedoch
unmittelbar nach der Einbringung keine Probe enthommen wurde, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass in den Stunden danach weitere Hepatozyten
zugrunde gegangen sind. Eine mdgliche Ursache hierfur kdnnte die Verlegung
von Gefalstrukturen und die damit einhergehende Mangelversorgung von
dahinter liegenden Hepatozyten sein. Weiterhin konnten primar in der Matrix
verbliebene Zellen im Verlauf doch noch ausgespult und vom Pumpsystem lysiert
worden sein. Mit fortschreitender Kulturdauer stiegen die Werte im Gegensatz zu
denen im Monolayer nicht weiter an, was auf suffiziente Kulturbedingungen im
Bioreaktor schlieRen lasst. Dies deckt sich mit Studien wie beispielsweise von
Ise et al. (1999) oder Nguyen et al. (2016), laut denen die 3-D Kultur der 2-D
Kultur hinsichtlich Viabilitat der Hepatozyten deutlich Gberlegen ist. Wahrend bei
Leber 67 und Leber 73 die Aktivitat der Aspartat-Aminotransferase nahezu
konstant blieb, fiel sie bei Leber 80 von 144,52 mU pro 1 Mio. Zellen nach 17
Stunden auf 86,30 mU/1 Mio. Zellen nach 65 h ab. Eine mdgliche Erklarung

hierfur ware eine mangelnde Stabilitat der AST in der Zellkultur, jedoch stellten
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Beranek et al. (2002) keine Aktivitatsabnahme wahrend der mehrtagigen
Lagerung porciner AST bei 37 °C fest. Als Ursache scheint daher ein falsch hoch
gemessener Wert nach 17 h am wahrscheinlichsten. Die Probeentnahme erfolgte
aus dem Vorratsgefald unmittelbar hinter der Leber (vergleiche Abbildung 2 auf
Seite 20), wo die Konzentration zum Zeitpunkt der Probenentnahme im Vergleich
zum restlichen System erhdoht gewesen sein koénnte. Mit fortschreitender
Kulturdauer konnte dann durch die Pumpenzirkulation eine zunehmende

Vermischung und damit eine messbare Abnahme der Konzentration erfolgt sein.

Obwohl bei Leber 73 in den histologischen Schnitten kaum mehr lebendige Zellen
nachgewiesen werden konnten, zeigte sich abgesehen von den ersten Stunden
kein weiterer Anstieg der AST-Aktivitat. Da es sich bei der Aspartat-
Aminotransferase um ein Uberwiegend mitochondrial vorliegendes Enzym
handelt, ware es moglich, dass die Zellschadigung zum Zeitpunkt der
Abkopplung vom Kreislauf noch nicht allzu lange zurick lag und dadurch die
Zellintegritat noch erhalten war. So zeigten Zang et al. (2000) im Mausmodell,
dass ein markanter AST-Anstieg erst nach 9 h auftrat, wahrend unter dem
Lichtmikroskop apoptotische Veranderungen der Hepatozyten bereits nach 6
Stunden sehr ausgepragt waren. Dass in den Tagen zuvor noch Harnstoff und
Proteine von den Hepatozyten sezerniert wurden, lasst ebenfalls darauf
schlie®en, dass zu diesen Zeitpunkten noch vitale Zellen vorlagen. Dies schrankt
die Aussagekraft der AST-Aktivitat hinsichtlich der Viabilitat der Hepatozyten
deutlich ein. Zwar kann damit der Zelltod zuverlassig nachgewiesen werden,
jedoch ist der Wert fir ein Live-Monitoring aufgrund des verzogerten Anstiegs

nicht geeignet.

Harnstoff entsteht als wasserldsliches Endprodukt des Harnstoffzyklus im
Rahmen der Ammoniakentgiftung. Da die Harnstoffbildung in vivo gro3tenteils in
den Hepatozyten ablauft, ist sie ein geeigneter Indikator zur Beurteilung der
Funktionalitat der Leberzellen und essenzieller Bestandteil bei der Entwicklung
eines Leberersatzverfahrens. Sowohl im Bioreaktor als auch im Monolayer war,

abgesehen von Tag 6 bei Leber 73, eine stetige Harnstoffproduktion messbar.
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Diese war nach der Zugabe frischen Mediums besonders ausgepragt. Grund
hierfur durfte vor allem das im Medium enthaltene Ammoniumchlorid sein,
welches zu Harnstoff umgesetzt wurde. Auch Lardner et al. (1994) stellten bei in
vivo Versuchen mit Ratten eine erhdhte Harnstoffkonzentration nach Zufuhr von
Ammoniumchlorid fest. Weiterhin wurde publiziert, dass Glukagon (Triebwasser
und Freedland 1977) sowie insbesondere die Kombination aus Glukagon und
Dexamethason die Enzyme des Harnstoffzyklus stimulieren (Gebhardt und
Mecke 1979; Lin et al. 1982). Dass mit dem Mediumwechsel diese beiden Stoffe
aufgefrischt wurden, kdnnte daher ebenfalls zur erhdhten Harnstoffbildung
beigetragen haben. Die geringeren Werte zwischen Medienwechseln sind durch
vollstandige Verstoffwechslung von Ammoniumchlorid sowie Verlust von
Glukagon (Pohl et al. 2015) und Dexamethason (Good et al. 2004) mit
fortlaufender Kulturdauer erklarbar. Aufgrund der oben genannten Griinde sind
zu Vergleichen mit anderen Studien oder Aussagen Uber eine potenzielle
Dedifferenzierung nur die Werte nach unmittelbar erfolgtem Mediumwechsel
heranzuziehen (vergleiche die mit Sternchen markierten Werte in Tabelle 6 auf
Seite 40). Die im Monolayer gemessenen Werte liegen hier im Bereich der von
Lazar et al. (1995) publizierten Ergebnisse. Diese stellten ebenfalls einen Peak
an Tag 3 (in dieser Arbeit an Tag 4) fest. Der in dieser Arbeit an Tag 6 gemessene
Wert entspricht noch 89% des Wertes von Tag 1 sowie 58% des Maximums von
Tag 4, was auf eine Funktionsabnahme der Hepatozyten in der 2-D Kultur
hinweist. Bei Leber 67 betrug die Harnstoffproduktion an Tag 4 nur noch 54%
des Wertes von Tag 1. Bei Leber 73 betrug die Produktion an Tag 7 26% des
Wertes von Tag 1 bzw. 89% des Wertes von Tag 4. Bei Leber 80 entsprach die
Harnstoffmenge 111% des Wertes von Tag 1. Da nur jeden dritten Tag ein
Mediumwechsel durchgefuhrt wurde, ist aufgrund von wenigen Messpunkten
eine Aussage uber einen mdglichen Funktionsverlust schwierig. Wahrend die
Ergebnisse aus Leber 67 und 73 auf einen Funktionsverlust hindeuten, lassen
die Werte aus Leber 80 gar auf eine Zunahme schlief3en. Hier ist allerdings zu
beachten, dass die gemessene Harnstoffproduktion an Tag 4 bei Leber 80 auf
einem Messzeitraum von 3,5 h basiert (vgl. 24 h bei Leber 67 und 70). Ergebnisse

von Buhler (2017) deuten darauf hin, dass nach Zugabe von Ammoniumchlorid

52



ein Grolteil der Umsetzung zu Harnstoff in den ersten Stunden stattfindet. Dies
kénnte zu einem falsch hohen Ergebnis bei Leber 80 beigetragen haben und
dessen Aussagekraft relativieren. Auffallig ist die im Vergleich zum Bioreaktor um
ein Vielfaches groRere Harnstoffproduktion in der 2-D Kultur. In vielen Studien
wurde bisher gegenteilig von einer hdheren Stoffwechselaktivitat in 3-D Kulturen
berichtet (Lazar et al. 1995; Lin et al. 2004; Nyberg et al. 2005). Auch bei
Wiederbesiedlungsversuchen mit Hepatozyten aus Rattenlebern wurden
wesentlich hohere Harnstoffwerte als in dieser Arbeit erzielt. (Uygun et al. 2010;
Wu et al. 2015). Ein Grund fir die geringeren Harnstoffwerte in der 3-D Kultur
konnte eine falsch-hoch ermittelte Zellzahl im Bioreaktor sein. Aufgrund des
Versuchsdesigns konnten nur die in das System eingebrachten sowie die
unmittelbar nach dem Einbringungsvorgang ausgespulten Zellen erfasst werden.
Aus der Differenz ergab sich die Zellzahl im Reaktor, aus welcher dann die
Harnstoffproduktion  berechnet  wurde. Hepatozyten, welche beim
Einbringungsvorgang sowie in den ersten 17 h zugrunde gingen, konnten dabei
nicht berucksichtigt werden. Weiterhin konnten im Bioreaktor durch die
Verlegung von Gefallen sowie die Bildung von Clustern und der damit
einhergehenden Verkleinerung der Oberflache vergleichsweise weniger
Hepatozyten am Stoffaustausch teilgenommen haben als im Monolayer. Auch
die abweichende Harnstoffproduktion von Leber 73 im Vergleich zu der von Leber

67 und 80 ware durch obige Grunde erklarbar.

Die Produktion von Plasmaproteinen ist ein weiterer Indikator vitaler
Hepatozyten. So werden unter anderem im Menschen taglich etwa 160 mg
Albumin pro Kilogramm Korpergewicht freigesetzt (Ballmer et al. 1990). Der
grofte Zuwachs an Proteinen im Uberstand wurde im Bioreaktor innerhalb der
ersten 17 h verzeichnet und betrug ein Vielfaches des Wertes von Tag 2.
Aufgrund des simultanen AST-Anstiegs durfte der hohe Wert vor allem auf
Zelluntergang zurlckzufuhren sein. Hepatozyten enthalten 1280 ug Proteine pro
108 Zellen (Knook und Sleyster 1980), welche bei der Lyse freigesetzt werden.
Zu dieser Theorie passen auch die Werte aus dem Monolayer, dessen Zellen

nicht mechanischen Belastung des Einbringungsvorgangs unterliegen. Dort lag
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sowohl der Anstieg der Proteinmenge als auch die Zunahme der AST-Aktivitat
an Tag 1 im Bereich der Uber die weitere Kulturdauer gemessen Werte. Aufgrund
des Anstiegs der Proteinwerte mit fortschreitender Kulturdauer bei Leber 67 und
73 ohne Anstieg der AST kann auf sekretorische Aktivitat der Hepatozyten
geschlossen werden. Die bei Leber 80 beobachteten, im Verlauf fallenden Werte
sind vermutlich auf die bereits bei der AST-Aktivitat diskutierte falsch-hohe
Messung mit anschlielender Verdinnung zurtuckzufihren. Da im Monolayer
AST-Aktivitat und Proteinmenge simultan anstiegen, kann dort nicht zwischen bei
der Lyse freigesetzten und von intakten Hepatozyten sezernierten Proteinen
unterschieden werden. Es ist jedoch davon auszugehen, dass ein Grofteil der
Proteine im Uberstand aus lysierten Zellen stammt. Dies erklart auch die deutlich
hoheren Proteinwerte im Monolayer obwohl zahlreiche Autoren von grolerer
Sekretion in 3-D Kultur berichten (Debnath et al. 2020; Sakai et al. 1996; Uygun
et al. 2010; Wu et al. 1996). Weiterhin durften auch hier die bereits bei der
Harnstoffproduktion erwahnte Verlegung von Gefalten und Clusterbildung mit der
damit einhergehenden kleineren Austauschoberflache sowie die falsch-hoch

ermittelte Zellzahl in der 3-D Kultur eine Rolle gespielt haben.

Die Bereitstellung von Glukose stellt einen weiteren zentralen Bestandteil der
Hepatozytenfunktion dar. In vivo stellt die Leber bei niedrigen
Plasmakonzentrationen Glukose bereit, wahrend sie bei hohen Konzentrationen
selbst Glukose aufnimmt und in Form von Glykogen einspeichert. Bei Werten von
uber 10 mmol/l ware daher eine Abnahme der Glukosekonzentration im
Uberstand zu erwarten. Sowohl im Bioreaktor bei Leber 67 sowie 73 als auch im
Monolayer war dies jedoch nicht der Fall. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
von Katz et al. (1975), welche zeigten, dass in Zellkulturen auch bei
Konzentrationen tber 7 mM keine Aufnahme von Glukose in die Hepatozyten
stattfindet. So lange Ausgangstoffe wie Laktat oder Fructose vorhanden sind,
kann die Konzentration durch Gluconeogenese gar weiter ansteigen. Auch fur
ihren eigenen Stoffwechsel bendtigen die Hepatozyten unter den o.g.
Kulturbedingungen keine Glukose: Takagi et al. (2000) zeigten, dass Glutamin

die primare Energiequelle darstellt, wohingegen die Glukosekonzentration in
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ihren Zellkulturen konstant blieb. Bei Leber 80 war dennoch eine Abnahme der
Glucosekonzentration zu beobachten. Da die Hepatozyten beim
Isolationsvorgang vorubergehend in PBS gelagert werden, ware die Auffullung
der Glykogenvorrate eine mogliche Erklarung fur den Glukoseverbrauch. Dass
dies jedoch weder bei den anderen Versuchen im Bioreaktor noch im Monolayer
beobachtet werden konnte, spricht gegen diese Theorie. Insgesamt scheint
daher die Glukosekonzentration kein geeigneter Parameter zu sein, um die
Viabilitat der Hepatozyten zu beurteilen, da sie wahrend der Kulturdauer grof3en
Schwankungen unterliegt, wobei keine klare Tendenz erkennbar ist. Um den
Glukosemetabolismus dennoch beurteilen zu kénnen, ware der Entzug aller
anderen Substrate eine Option, beispielsweise indem man das Medium
vorrubergehend durch eine glukosehaltige PBS-Losung ersetzt. Auffallig ist der
Abfall der Glukosekonzentration bei Leber 70 zum Ende der Kultur. In dem nach
Versuchsende Uber mehrere Tage weiter kultivierten Medium zeigte sich kein
Wachstum von Bakterien oder Pilzen, sodass eine Kontamination als Ursache
unwahrscheinlich erscheint. Mailloux und Appanna (2007) zeigten in Versuchen
mit HepG2 Zellen, dass toxische Schadigung die anaerobe Glykolyse fordern
kann. Dies kénnte eine mogliche Erklarung fir den abrupten Abfall sein,
allerdings ware in diesen Fall auch ein Anstieg der Laktatkonzentration zu
erwarten gewesen, welche jedoch konstant blieb. Auch die protokollierten Werte
des Bioreaktors wie pH, O2-Sattigung, Temperatur und Druck zeigten ebenso wie
die Elektrolyte in der Blutgasanalyse keine Auffalligkeiten. Die endgultige

Ursache bleibt daher unklar und musste in weiteren Versuchen Uberpruft werden.

Laktat entsteht im Rahmen der anaeroben Glykolyse aus Pyruvat. Bei
Sauerstoffmangel fallt es vermehrt an und ist damit ein Indikator fir die Perfusion
eines Gewebes. Unter physiologischen Bedingungen werden 70 % des im Korper
anfallenden Laktats durch die Leber im Rahmen der Gluconeogenese eliminiert.
(Phypers und Pierce 2006). Im Bioreaktor erfolgte der grof3te Anstieg zu Beginn
der Kulturphase. Wie bereits im oberen Abschnitt der GOT-Aktivitat diskutiert,
kommt es im Rahmen des Einbringungsvorgangs zur Verlegung von Gefallen

sowie zur Clusterbildung, was eine Minderperfusion sowie auch einen Untergang
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der Hepatozyten zur Folge hat. Der Laktatanstieg zu Beginn der Kultur ist als
Folge dieser Minderperfusion zu werten. Im weiteren Verlauf kommt es zu keinem
nennenswerten Anstieg der Laktatwerte, wodurch auf eine ausreichende
Sauerstoffversorgung der Hepatozyten im Bioreaktor geschlossen werden kann.
Im Monolayer zeigte sich hingegen ein kontinuierlich hoher Zuwachs an Laktat
im Uberstand und damit eine mangelhafte Versorgung der Zellen. Am ehesten
ist dies auf eine Uberlagerung der Zellen in der 6-Well-Platte sowie auf die
statischen Kulturbedingungen zuruckzufuhren, im Rahmen derer der
Sauerstoffaustausch vermindert ist. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von
Jasmund et al. (2002) sowie Schmitmeier et al. (2006). Diese beobachteten
signifikant niedrigere Laktatwerte bei porcinen Hepatozyten, welche in
Bioreaktoren mit Oxygenatoren kultiviert wurden im Vergleich zur Kultivierung als
2D-Kultur. Bei Linke et al. (2007) zeigten sich ebenfalls signifikant niedrigere
Laktatwerte bei der Verwendung einer vaskularisierten Biomatrix anstelle einer

Monolayer Kultur.

Bei allen drei Versuchen im Bioreaktor war keine Galactoseelimination messbar.
Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen aus der Monolayerkultur, in
welcher, abgesehen vom Zeitraum zwischen 24 und 48 h, kontinuierlich
Galactose eliminiert wurde. Auch Flendrig et al. (1997) sowie Iwata et al. (1999)
beobachteten in ihren mit porcinen Hepatozyten besiedelten Bioreaktoren eine
Abnahme der Galactosekonzentration, wobei in beiden Versuchen
Hohlfasersysteme anstatt Biomatrices als Trager fur die Hepatozyten fungierten.
Daten uber die Galactoseelimination in wiederbesiedelten Lebermatrices liegen
bisher nur von Buhler (2017) vor. Wie in dieser Arbeit konnte auch dort keine
Verstoffwechslung von Galactose im Bioreaktor nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse der HE-Farbung sowie der anderen metabolischen Assays legen
nahe, dass sich ausreichend vitale Hepatozyten im System befanden. Da das
Verhaltnis von Hepatozyten zur beigefigten Menge Galactose in den drei
Versuchen im Bioreaktor deutlich gréf3er war als im Monolayer, kann auch eine
unzureichende Empfindlichkeit des angewendeten Assay-Kits ausgeschlossen

werden. Es ist daher zu vermuten, dass in der wiederbesiedelten Lebermatrix
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eine Inhibition des Galactosestoffwechsels stattfand, wahrend andere

Stoffwechselwege, wie beispielsweise der Harnstoffzyklus, unberthrt blieben.

Die Verstoffwechslung endogener und exogener Substanzen durch Cytochrome
P450 sind essenzieller Bestandteil der Leberfunktion. Die Umsetzung von 7-
Ethoxycumarin zu 7-Hydroxycumarin erfolgt durch CYP2A6 und kann somit als
Marker fur dessen Aktivitat genutzt werden (Yun et al. 1991). Bei allen Versuchen
im Bioreaktor war diese nur sehr gering ausgepragt. Dies widerspricht den
Ergebnissen von Sakai et al. (1999), die bei porcinen Hepatozyten in 3-D Kultur
eine deutliche Verstoffwechslung nachweisen konnten. Bei der in Rahmen dieser
Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen in der Monolayer-Kultur fand diese
Umsetzung, wie bereits von Donato et al. (1998) berichtet, ebenfalls statt. Die
Verstoffwechslung von 7-Ethoxycumarin in einer mit porcinen Hepatozyten
wiederbesiedelten sowie perfundierten Lebermatrix untersuchte bisher nur
Buhler (2017), wobei dort keine Aktivitdt nachgewiesen werden konnte. Da sich
im System vitale, stoffwechselaktive Hepatozyten befanden, ware eine
Cytochrom P450 Aktivitat zu erwarten. Die mangelnde Verstoffwechslung kénnte
daher auf den Versuchsansatz zurlckzufliihren sein, der sich moéglicherweise
nicht von einer Monolayerkultur auf eine komplexe Kultur in einem Bioreaktor
Ubertragen lasst. Dies gilt es in weiteren Versuchen mit anderen Substraten,

welche Uber Cytochrome verstoffwechselt werden, zu prufen.

Aufgrund des Nachweises vitaler Hepatozyten in den histologischen Schnitten
von Leber 80 nach 69,5 Stunden sowie von Leber 67 nach 92 Stunden sowie den
Ergebnissen aus den metabolischen Untersuchungen ist der Bioreaktor fur die
langerfristige Kultivierung von Hepatozyten geeignet. Der starke Anstieg des
Harnstoffes im Uberstand an Tag 7 bei Leber 73 lasst darauf schlieBen, dass
selbst am 7. Tag in Kultur noch zahlreiche stoffwechselaktive Zellen vorlagen.
Bei vergleichbaren Versuchen waren bereits nach 96 h keine vitalen Hepatozyten
mehr nachweisbar (Buhler 2017). In den Versuchen erwiesen sich die Aktivitat
der AST sowie die Menge an Harnstoff im Uberstand als geeignete Marker flr

intakte Hepatozyten, wobei eine Verzogerung im Falle eines Zelltods in Kauf
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genommen werden muss. Die Laktatkonzentration im Uberstand lies
Ruckschlisse auf die Sauerstoffversorgung der Hepatozyten zu, veranderte sich
im Rahmen des Zelluntergang bei Leber 73 jedoch nicht. Die Proteinmenge,
bestimmt nach Bradford, eignete sich aufgrund der Freisetzung bei Zelllyse nur
in Betrachtung mit der Enzymaktivitat der AST. Galaktoseelimination, 7-
Ethoxycumarin sowie Glucosekonzentration erwiesen sich zumindest in diesem
Versuchsansatz im Bioreaktor als nicht aussagekraftig. Ob ein Abfall der
Glucosekonzentration ein aussagekraftiger Parameter fur bevorstehenden

Zelluntergang ist, gilt es weiter zu untersuchen.

Hinsichtlich des Fernziels Organtransplantation gilt es bei Wiederbesiedlung und
Kultivierung noch etliche Anpassungen vorzunehmen. Bei der Wiederbesiedlung
wurden zwischen 1,09 und 3,27 Milliarden Hepatozyten aus dem rechten
Leberlappen isoliert und in die Biomatrix eingebracht. Da ein gewisser Anteil
wieder ausgespult wurde, belief sich die Anzahl der Hepatozyten im System auf
0,67 — 2,07 Milliarden. Gemaf gangiger Meinung ist zur Gewahrleistung einer
ausreichenden Leberfunktion ein Mindestanteil von etwa 25 % der Zellmasse
einer gesunden Leber notwendig, bei Transplantationen sogar bis zu 40 %
(Clavien et al. 2010). Ausgehend vom niedrigeren Wert entsprache dies einer
Gesamtzahl von ungefahr 52,5 Milliarden Hepatozyten (Sohlenius-Sternbeck
2006). Selbst bei Verwendung des gesamten Organs sowie Optimierung des
Isolationsvorgangs waren mehrere Organe notwendig gewesen, um diese
Zellzahl fur eine Wiederbesiedlung zu isolieren. Auch eine langerfristige Kultur
mit Vermehrung der Hepatozyten im Bioreaktor scheint im oben verwendeten
Versuchsansatz aufgrund der Ergebnisse aus der KI-67 Farbung nicht moglich.
In Hinblick auf das Fernziel ,Entwicklung einer biotechnologisch hergestellten
Leber” stellen primare Hepatozyten daher zwar einen Zwischenschritt dar, als
Ausgangspunkt sind sie jedoch nicht geeignet. Die praktikablere Lésung kdnnten
induzierte pluripotente Stammzellen darstellen, welche im Bioreaktor zunachst
vermehrt und abschlieBend in primare Hepatozyten ausdifferenziert werden.
Einige Studien mit Stammzellen unterschiedlichen Ursprungs wurden bereits
erfolgreich durchgefuhrt (Bao et al. 2016; Harper et al. 2020; Wang et al. 2014).
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Die histologische Betrachtung zeigte, dass sich bei Wiederbesiedlung Uber die
Portalvene zahlreiche Zellen im GefalRsystem angesiedelt hatten und nicht wie
gewunscht im Parenchym. Diese Beobachtung wurde auch von Ogiso et al.
(2016) beschrieben, wobei diese den Anteil der im Parenchym befindlichen
Zellen bei Wiederbesiedlung Uber die Portalvene auf lediglich 20 % bezifferten.
Passend dazu ist auch der Abfall der Druckkurve bei Leber 67: Durch die
Verlegung der Gefalde stieg der Druck im Gefal3baum, sodass bereits geringe
Flussraten fur den effektiven Druck von 15 mmHg ausreichten. Im Verlauf wurden
einige Zellen doch noch aus dem GefalRbaum in das Parenchym gespult (Uygun
et al. 2010), wodurch der Druck in den Gefallen sank, was wiederum hohere
Flussraten erforderte. Eine deutlich bessere Verteilung der Hepatozyten im
Parenchym wurde bei Wiederbesiedlung Uber die Vena hepatica erreicht. Wie
bereits von Baptista et al. (2011) publiziert, siedelten sich die Zellen insbesondere
im Bereich um die Zentralvene an, wahrend im GefalRbaum weniger Hepatozyten
beobachtet wurden. Dies zeigte sich auch anhand der Druckkurven. Bei
Wiederbesiedlung uUber die Vena hepatica waren kaum Anpassungen der
Flussrate notwendig. Auch in Hinblick auf eine mogliche Co-Kultivierung mit
Endothelzellen ist die retrograde Wiederbesiedlung mit Hepatozyten vorteilhaft.
Hierbei werden die Endothelzellen anterograd Uber die Pfortader eingebracht.
Die Hepatozyteninjektion erfolgt in einem spateren Durchgang. Eine Injektion von

anterograd ist dann aufgrund der Endothelauskleidung nicht mehr moglich.
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5. Zusammenfassung

Die kausalen Behandlungsmoglichkeiten einer Leberinsuffizienz sind aktuell
aufgrund eines Mangels an Spenderorganen immer noch stark limitiert. Eine
mogliche Losung konnte das Tissue Engineering darstellen, wobei
transplantierfahige Lebern ex vivo erzeugt und im Verlauf den Patienten
transplantiert werden. Bei einem Groldteil der bisher zu diesem Thema
durchgefuhrten Arbeiten lag der Fokus insbesondere auf den technischen
Faktoren der Azellularisierung und der Wiederbesiedlung. Im Gegensatz dazu
liegt der Fokus dieser Arbeit auf der Funktionalitdt dieser wiederbesiedelten
Lebermatrices in langerfristig perfundierter Kultur. Dabei wird gezeigt, wie sich
Viabilitat und Stoffwechselleistung der Hepatozyten Uber einen mehrere Tage
umfassenden Kulturzeitraum ex vivo entwickeln, ob der Bioreaktor fur eine
langerfristige Kultivierung geeignet ist, Uber welche Parameter sich die Viabilitat
der Hepatozyten wahrend der Kulturphase beurteilen lasst und ob die
angewendeten Verfahren zur Wiederbesiedlung und Kultivierung in Hinblick auf
das Fernziel Organtransplantation geeignet sind. Hierfir wurden Gottinger
Minipiglebern mittels einer 1%-igen SDS-LOosung azellularisiert, in einen
Bioreaktor eingebracht und Uber die Pfortader oder Vv. hepaticae mit primaren
Hepatozyten wiederbesiedelt. Uber den gesamten Kulturzeitraum hinweg wurden
Mediumproben entnommen, um die Stoffwechselaktivitat zu beurteilen. Nach
Versuchsende wurden histologische Schnitte angefertigt. In den Versuchen
zeigten die Hepatozyten Uber einen Kulturzeitraum von bis zu 7 Tagen eine
kontinuierliche Produktion von Harnstoff sowie Proteinen. Stabile GOT- sowie
Laktatwerte im Perfusat deuteten auf suffiziente Kulturbedingungen hin. Beim
Glucosestoffwechsel zeigte sich hingegen keine klare Tendenz. Eine
Verstoffwechslung von  Galactose wurde nicht beobachtet, eine
Cytochromaktivitdt war nur geringfigig nachweisbar. In den histologischen
Schnitten zeigten sich die Hepatozyten auch nach 92 Stunden Kulturdauer noch
vital. In den Zellclustern kam es zur Ausbildung kanalikularer Strukturen. Mittels
Ki-67 Farbung konnte bei samtlichen Versuchen jedoch keine Zellteilung

nachgewiesen werden.
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Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass die Entwicklung einer Leber
ex vivo mittels Tissue Engineering durch Kultivierung in einem geeigneten
Bioreaktor moglich sein koénnte. Die Hepatozyten fuhren auch ex vivo
lebertypische Funktionen Uber mehrere Tage hinweg aus. Limitierend in dieser
Arbeit ist die fehlende Teilungsfahigkeit der verwendeten primaren Hepatozyten.
Um eine ausreichend grof3e Zellzahl flr ein transplantationsfahiges Organ zu
erreichen, besteht daher noch weiterer Optimierungsbedarf. Beispielsweise

durch den Einsatz teilungsfahiger Stammzellen.

Diese Arbeit stellt einen weiteren Zwischenschritt auf dem Weg zur
Transplantation einer biotechnologisch erzeugten Leber dar, wobei zum
Erreichen dieses Ziels noch etliche weitere Schritte und Anpassungen notwendig

sind.
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Materialien- und Herstellerverzeichnis

Azellularisierung
Bezeichnung
Nelaton-Katheter
Natriumdodecylsulfat

VacuCap® Flaschenaufsatzfilter

Phosphatgepufferte Kochsalzlsung
(Pulver far 10 L)

Peristaltikpumpe MCP
Peristaltikpumpe IPC

Pumpenschlauche

Astotherm® Plus

Infusionswarmer

Blut- und
Astotube® Verlangerungsleitung
Verlangerungsleitungen far
Infusionssysteme

Kristallisierschale

Connection Line

DISCOFIX® C Dreiwegehahn
Magnetruhrer

CODAN Xtrans® Druckmesser

Analog-Digital-Umsetzer
PicoScope 2000 Oszilloskop
DasyLab 11.0

UV-1 FPLC Detektor
Schraubverschlisse, Kunststoff-

Oliven

Hersteller

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Pall Corporation, Port Washington,
NY, USA

Thermo  Fisher
Waltham, MA, USA
Cole-Parmer GmbH, Wertheim
Cole-Parmer GmbH, Wertheim

IDEX Health & Science GmbH,
Wertheim

Stihler Electronic GmbH, Stuttgart

Scientific  Inc.,

Stihler Electronic GmbH, Stuttgart

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

VWR International, Radnor, PA, USA
Oriplast GmbH, Neunkirchen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen
CODAN Medizinische Gerate GmbH
& Co. KG

Goldammer GmbH, Wolfsburg
dataTec AG, Reutlingen
Measurement
Corporation, Norton, MA, USA
Pharmacia AB, Uppsala, Schweden
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Computing
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Silkam® Nahtmaterial

Hepatozytenisolation
Bezeichnung

Nelaton-Katheter
EGTA

Natriumhydroxid Platzchen
Natriumchlorid
Natriumhydroxid Losung
Natriumhydrogencarbonat
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid Hexahydrat
Natriumdihydrogenphosphat
Monohydrat

Natriumsulfat
Calciumchlorid

HEPES Puffer

Carbogen (95% O2,5% COz2)
Collagenase Typ Il

Wasserbad

Peristaltikpumpe MF-Pumpsystem

Verlangerungsleitungen
Infusionssysteme
Kristallisierschale
DISCOFIX® C Dreiwegehahn
Blasenfalle

Falcon® Zentrifugenréhrchen
Trypanblau 0,5%

C-Chip Hadmozytometer

far

Aesculap AG, Tuttlingen

Hersteller

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt

VWR International, Radnor, PA, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Biochrom GmbH, Berlin

Westfalen AG, Laichingen

Biochrom GmbH, Berlin

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Cole-Parmer GmbH, Wertheim

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

VWR International, Radnor, PA, USA
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Universitare Hauswerkstatt, Tubingen
Corning Inc., Corning, NY, USA
Biochrom GmbH, Berlin

Kisker Biotech GmbH & Co. KG,
Steinfurt
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Wiederbesiedlung und Kulturphase

BD Perfusions-Spritze, 50 ml B. Braun Melsungen AG, Melsungen
6-Well-Platte Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

CO2-Brutschrank Sanyo Denki K.K., Moriguchi, Japan

Z® RP GMP Breeder Zellwerk GmbH, Eichstadt

Z® RP control unit Zellwerk GmbH, Eichstadt

Messturm, Temperaturfihler Zellwerk GmbH, Eichstadt

Hilite® 800 LT Hohlfaseroxygenator =~ Medos Medizintechnik AG, Heilbronn

Kristallisierschale VWR International, Radnor, PA, USA

Midisart 2000 PTFE® 0.2um Filter Sartorius AG, Gaéttingen

pH-Elektrode Mettler-Toledo, Columbus, OH, USA

pO2-Sensor Mettler-Toledo, Columbus, OH, USA

DISCOFIX® C Dreiwegehahn B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Schraubverschlisse, Kunststoff- Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Oliven

CODAN Xtrans® Druckmesser CODAN Medizinische Gerate GmbH
& Co. KG

HEPES Puffer Biochrom GmbH, Berlin

N-Acetyl-Alanyl-L-Glutamin Biochrom GmbH, Berlin

Gentamycin Biochrom GmbH, Berlin

Amphotericin B Biochrom GmbH, Berlin

Dexamethason Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Insulin Insuman® Rapid Sanofi-Aventis, Paris, Frankreich

Glukagon GlucaGen® HypoKit® Novo Nordisk A/S, Bagsveerd,
Danemark

Epidermal Growth Factor human Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Sorbitol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Galactose

Ammoniumchlorid

7-Ethoxycumarin

Williams' Medium E

Ampuwa® Wasser

Injektionszwecke
Injekt®-F Spritzen (1 mL, 2 mL)
DasyLab 11.0

Evaluation der Zellfunktionen
Formaldehyd 4%

96-Well-Microplatte

Ampuwa® Wasser

Injektionszwecke

NaCl fir Injektionszwecke
ASAT (GOT) Assay
TruLab N

QuantiChrom™ Urea Assay Kit

Lactose/D-Galactose Assay Kit
BGA-Gerat ABL800 Flex

Coomassie® Brillantblau G 250

far

far

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Biochrom GmbH, Berlin

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg vor
der Hohe

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Measurement Computing
Corporation, Norton, MA, USA

Otto Fischar

Saarbricken

GmbH & Co. KG,
Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmuiinster, Osterreich

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg vor
der Hohe

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg vor
der Hohe

DiaSys Diagnostic Systems GmbH,
Holzheim

DiaSys Diagnostic Systems GmbH,
Holzheim

Bioassay Systems LLC, Hayward, CA,
USA

R-Biopharm AG, Darmstadt
Medical
Kopenhagen, Danemark
Merck KGaA, Darmstadt

Radiometer ApS,
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Ethanol 99%

Phosphorsaure 85%

Bovines Serumalbumin Fraction V

B-Glucuronidase/Arylsulfatase

TRIS Hydrochlorid

7-Hydroxycumarin

Natriumacetat-Trihydrat

Laborschuttler Easia Shaker

Multiskan Ascent Platereader

CytoFluor® Fluorescence Multi-Well
Plate Reader

Mikroskop BH-2

ZytoChem Plus HRP One-Step
Polymer anti-Mouse/Rabbit
ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit
Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67
Antigen (Concentrate) Clone MIB-1
Control Reagent, Mouse IgG1, X 0931

IBM SPSS Statistics 24

SAV Liquid Production
Flintsbach am Inn
Merck KGaA, Darmstadt

Roche

GmbH,

Diagnostics
Indianapolis, IN, USA
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Medgenix Benelux NV, Wevelgem,

Corporation,

Belgien

Thermo Electron Corporation,
Waltham, MA, USA

PerSeptive Biosystems Inc.,

Framingham, MA, USA
Olympus K.K., Tokio, Japan
Zytomed Systems GmbH, Berlin

Zytomed Systems GmbH, Berlin
Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA

IBM Corporation, Armonk, NY, USA
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