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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Leberversagen

Das Leberversagen entsteht durch einen raschen Ausfall der verschiedenen
Hepatozytenfunktionen. Bei zuvor lebergesunden Patienten spricht man vom
akuten Leberversagen (ALV), bei Dekompensation der Leberfunktion von Pati-
enten mit einer chronischen Lebererkrankung, meist im Stadium der Leberzir-
rhose, spricht man von akut auf chronischem Leberversagen (ACLV), welches
aufgrund des geringeren Regenerationspotentiales der vorgeschadigten Leber
mit einer schlechteren Prognose verbunden ist.

Die haufigsten Ursachen eines ALV in Deutschland sind virale Hepatitiden und
Medikamente. Hierbei konnen sowohl Uberdosierungen (z. B. Paracetamol) als
auch idiosynkratische Medikamentenreaktionen (z. B. auf Halothan, Isoniazid,
Amiodaron) zum Leberversagen fuihren. Seltener sind Toxine (v. a. organische
Lésungsmittel, Amanitine) und Erkrankungen wie der Morbus Wilson, das
Budd-Chiari-Syndrom oder die Schwangerschaftsfettleber Ursache fur ein Le-
berversagen [76].

Im Zeitalter der Ressourcenknappheit und um den richtigen Zeitpunkt fir ein
eventuelles unterstitzendes Verfahren festlegen zu kdnnen, ist die Determinie-
rung prognostischer Faktoren, die eine Aussage dariber erlauben, ob ein Pati-
ent das Leberversagen ohne Leberunterstitzungsverfahren oder Lebertrans-
plantation Uberleben wird, wichtig. Die zwischen Beginn des Ikterus und den
ersten Zeichen der hepatischen Enzephalopathie verstrichene Zeit wird fur die
Einteilung in akutes (< 2 Wochen) und subakutes (> 2 Wochen) Leberversagen
herangezogen, wobei ein kurzes Intervall mit einer besseren Prognose verbun-
den ist [76]. Alter < 11 und > 40 Jahre, ist ebenfalls ein unglinstiger prognosti-
scher Faktor [69]. Weitere prognosebeeinflussende Faktoren wie beispielsweise
die Atiologie des Leberversagens konnten identifiziert werden und fanden Ein-
fluss in die King’s College und die Clichy-Kriterien der Prognoseabschatzung
und Indikationsstellung zur Lebertransplantation beim akuten Leberversagen

[1,3,69,74]. Fur Patienten mit chronischen Lebererkrankungen hat sich diesbe-
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zuglich der Model for End-stage Liver Disease Score (MELD-Score) etabliert
[41]. Bislang ist die prognostische Aussagekraft dieser Scores insbesondere fur
das ALV unbefriedigend, und neue Scores werden entwickelt, von denen der
2006 von Paldez-Luna vorgestellte acute liver failure in-hospital mortality
prediction score (ALFIHMS) den besten pradiktiven Wert zu haben scheint [74].
Klinisch fuhrt der Ausfall der vielfaltigen Synthese-, Biotransformations-,
Homoostase-, und Stoffwechselleistungen der Leber zu einem komplexen
Krankheitsbild, in dessen Verlauf es zu lebensbedrohlichen Hypoglykamien,
Gerinnungsstorungen, und hypotonen, hyperdynamen Kreislaufregulationen
kommt. Das im Rahmen der hepatischen Enzephalopathie entstehende
Hirnédem bestimmt haufig die Prognose des Patienten. Daneben erschweren
ein renales und pulmonales Pumpversagen sowie septische Komplikationen
den Verlauf der Erkrankung [76,80]. Trotz der steten Weiterentwicklung der In-
tensivmedizin in den letzten 30 Jahren sind die Uberlebensraten bei alleiniger
konservativer Therapie niedrig — sie liegen je nach Patient und Atiologie bei 20-
40% [36,69], da vor allem der Progredienz der hepatischen Enzephalopathie
bislang keine effektiven konservativen TherapiemalRnahmen gegenuber gestellt
werden konnen.

Erst die Einfuhrung der orthotopen Lebertransplantation fihrte zu
Einjahresiberlebensraten von aktuell Gber 85% [77].

Neben den allgemeinen Operationsrisiken, die bei Patienten mit Leberinsuffizi-
enz grofl3er sind als bei gesunden Patienten, besteht direkt nach einer Leber-
transplantation die Gefahr der Nicht- bzw. Dysfunktion des Spendeorgans und
der perakuten oder akuten AbstoRungsreaktion [84,101] die mit den heute zur
Verfiigung stehenden immunsuppressiven Medikamenten, insbesondere seit
der Eifihrung von Calcineurininhibitoren, Ciclosporin und Tacrolimus, aber gut
zu kontrollieren sind [23]. Langfristig problematisch sind neben der Gefahr der
chronischen Abstol3ungsreaktion [84,101] die Nebenwirkungen der immunsupp-
ressiven Therapie, insbesondere die erhohte Infektanfalligkeit und die erhéhte
Rate maligner Neoplasien [101]. Auch werden die nach einer Lebertransplanta-
tion Uberdurchschnittlich h&ufig beobachtete Beeintrachtigung der Nierenfunkti-

on, arterielle Hypertonie, neurologische und psychiatrische Komplikationen,
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Ubergewicht, Hyperlipidamie, Diabetes mellitus und Knochenerkrankungen [75]
teilweise als Nebenwirkungen dieser Medikamente beschrieben. Die Lebenser-
wartung und bei einigen Patienten auch die Lebensqualitat sind erniedrigt [34].
AulRerdem verflgt die Leber zumindest beim akuten Leberversagen Uber ein
groBRes Regenerationspotential mit der Moglichkeit der Restitutio ad integrum
[100]. Mit Entfernung der korpereigenen Leber wird dem Patient diese Mdglich-
keit, und damit ein Leben ohne die Folgen der Lebertransplantation und der
damit verbundenen Immunsuppression, genommen. Doch ist die orthotope Le-
bertransplantation bislang die wirksamste Therapie sowohl des ALF als auch
ACLF [70].

Leider versterben angesichts der ausgepragten Knappheit an Spenderorganen
[64] trotz Anpassung der Vergabekriterien viele Patienten, da sie nicht rechtzei-
tig ein Spenderorgan bekommen [70,92].

Die Ansatze, ein Ausweg aus dieser Situation zu finden sind vielschichtig.
Durch verbesserte Offentlichkeitsarbeit kann die Spendebereitschaft erhoht
werden. Vorhandene Spenderlebern kdnnen mit Erfolg geteilt und auf mehrere
Patienten verteilt werden und es besteht die Mdglichkeit der Leberlebendspen-
de [62,88].

Die xenogene Lebertransplantation von tierischen Organen in den menschli-
chen Organismus bietet ein unerschdpfliches Reservoir an Spenderorganen
und ist Gegenstand aktueller Forschung [10,11]. Gegenwartig stellen die hyper-
akute Abstol3ungsreaktion und die akute vaskulare Abstof3ung die grofdten Hin-
dernisse dar [18]. Diese werden in erster Linie vermittelt durch praexistente
xenogene Antikorper gegen Gal al-3 Gal [51]. Durch die Schopfung eines o-
1,3-galactosysltransferase knock-out Schweines [47] sowie durch die Schaffung
transgener Schweine mit humanen Komplementregulationsproteinen wie
hCD46 und hCD55 [12] wurden entscheidende Schritte nach vorne getan. Ak-
tueller Gegenstand der Forschung ist die Ausschaltung von AntikGrpern gegen
nicht-Gal a1-3 Gal-Epitope [8].

Weitere bislang ungeldste Probleme der Xenotransplantation sind zellulare Ab-
stolBungsreaktionen, die Aktivierung des Gerinnungssystems in xenogenen Or-

ganen, die zu einer Verbrauchskoagulopathie fiihren kann, und die Ubertra-
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gungsmaglichkeit tierischer Krankheiten, insbesondere endogener retroviraler
Schweineviren [72].

Eine Strategie, die Probleme sowohl der allo- als auch der xenogenen Leber-
transplantation zu umgehen ist der temporare Einsatz eines extrakorporalen

Leberunterstutzungsystems bis zur Regeneration der korpereigenen Leber.

1.2 Systeme zur Unterstitzung der Leberfunktion

Eine aktuelle Ubersichtsarbeit Uiber die bislang verfolgten Strategien zur Unter-
stutzung der Leberfunktion wurde 2005 von Demetriou publiziert [15]. Man un-
terscheidet grundsatzlich zwischen nicht-biologischen und biologischen Syste-
men.

Nicht-biologische Systeme sorgen lediglich fiur die Entfernung von Giftstoffen
und Metaboliten aus dem Plasma des Patienten, basierend auf der Theorie,
dass im Rahmen des akuten Leberversagens in erster Linie diese Stoffe ver-
antwortlich sind fur die Genese der hepatischen Enzephalopathie und des Mul-
tiorganversagens [39,59,59,85]. Durch die Gabe von Albuminlésungen oder
Frischplasma kann auch die Synthesefunktion der Leber teilweise ersetzt wer-
den.

Die gesamten Erfahrungen mit Plasmapherese, Hamodialyse, Hamofiltration
und Hamoperfusion bleiben bislang den Wirksamkeitsnachweis schuldig [36].
Das von Stange et al 1993 eingefiihrte ,molecular adsorbent recirculating sys-
tem® (MARS) [90], erméglicht durch eine mit Albumin impragnierte Dialyse-
membran und durch eine albuminhaltige Dialyseflissigkeit die Elimination auch
von albumingebundenen Stoffen und ist das momentan am besten untersuchte
System seiner Art. In einer prospektiven kontrollierten klinischen Studie verbes-
serte MARS die Uberlebensrate der Akutphase des hepatorenalen Syndroms
[61]. Bei Patienten mit ALF lasst sich durch den Einsatz von MARS eine Ver-
besserung der Klinischen Situation, insbesondere Reduktion des
Bilirubinspiegels, Verbesserung der hepatischen Enzephalopathie und Redukti-
on des intrakraniellen Druckes, Verbesserung der hamodynamischen Situation
und der Nierenfunktion, feststellen. Wéahrend in einer, allerdings kleinen, pros-

pektiven kontrollierten Studie gezeigt werden konnte, dass beim ACLF das 30-
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Tage Uberleben signifikant verbessert wird [33], fehlen derartige Ergebnisse
momentan noch fur das ALF.

Neben den Entgiftungsfunktionen sind die biologischen Leberunterstitzungs-
systeme durch den Einsatz von Hepatozyten in der Lage, auch Synthese- und
metabolische Leistungen der Leber zu unterstitzen bzw. zu ersetzen.

Daruber hinaus verfugt die Leber tber ein grol3es Regenerationspotential, des-
sen Mechanismen zu entschlisseln man gerade erst begonnen hat [25,73].
Wahrend man mit den oben beschriebenen nicht-biologischen Entgiftungssys-
temen Gefahr lauft, fir die Leberregeneration wichtige Mediatoren und Stoffe zu
entfernen, konnten leberzellbasierte Unterstitzungssysteme hier moglicherwei-
se entscheidend zur Regeneration der Leber beitragen.

Biologische leberzellbasierte Systeme stecken noch in den Kinderschuhen. Im
Wesentlichen werden dabei zwei Strategien verfolgt:

Als zunéachst relativ simple Methode erscheint die extrakorporale Perfusion ei-
ner xenogenen (meist Schweine-) oder einer nicht fir die Transplantation ge-
eigneten humanen Spenderleber. Grundsatzlich bestehen die gleichen Proble-
me wie bei Transplantation xenogener Organe. Kurzzeitig brachte dieses Ver-
fahren eine Verbesserung der klinischen Situation der Patienten, zeigte aber
keinen Effekt auf die Langzeitiberlegensrate [5,20]. Eine hohe Komplikationsra-
te mit Blutungen, schnellem Funktionsverlust durch Mikrozirkulationsstérungen
und AbstoRungsreaktionen in der xenogenen Leber (zwischen 6-12h bei
porzinen Lebern und 35-51h bei humanen Lebern) sowie Blutungen und Hamo-
lyse und dem dadurch hohen logistischen Aufwand machen die extrakoporale
Leberperfusion bislang zu einer Methode fur den Einzelfall [7,15,36].

Einen etwas anderen Ansatz verfolgen die hybriden Leberunterstiitzungssyste-
me. Unterschiedliche Modelle befinden sich in Entwicklung. Einen guten Uber-
blick aktueller Systeme gibt ein 2005 von Park veroffentlichter Ubersichtsartikel
[71]. Das allen zugrunde liegende Prinzip ist die Hepatozytenkultur in einem
Bioreaktor, der vom Patientenblut oder -plasma durchstromt wird. Friihe Model-
le brachten keine messbaren klinischen Erfolge, so dass Weiterentwicklungen
notwendig waren. 2003 konnte erstmals in einer Meta-Analyse von Kjaergard

eine Verbesserung der Uberlebensrate des ACLF um 33% gezeigt werden [43].
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Aktuelle Modelle versuchen insbesondere, die Kulturbedingungen zu optimie-
ren. Dabei stehen im Vordergrund die unabh&ngige Nahr- bzw. Sauerstoffver-
sorgung der in Kultur gehaltenen Hepatozyten und die Optimierung der Kultur-
bedingungen. Vielversprechende Ansatze sind die Mikroverkapselung von
Hepatozyten in Ca''-Alginat, Kokulturen mit Nichtparenchymzellen und
Kollagensandwich-Monolayer-Kulturen von Hepatozyten, die bislang die beste
Kulturform fur Hepatozyten darstellen [14] sowie die Nachahmung der dreidi-
mensionalen Lappchenstruktur der Leber [81]. Unterschiede zwischen den ak-
tuell in Entwicklung befindlichen hybriden Leberunterstitzungssystemen liegen
vor allem im Vorhandensein bzw. Fehlen einer Immunbarriere, die aber gleich-
zeitig auch eine Diffusionsbarriere bildet, in der eingesetzten Zellmasse, in der
Perfusion mit Vollblut oder mit Plasma sowie in der eingesetzten Zellart.

Erste Wahl fur hybride Leberunterstitzungssysteme sind aufgrund der guten
Kompatibilitat humane Leberzellen. Da es bislang nicht gelungen ist, diese in
vitro zu vermehren und die meisten Spendeorgane zur Lebertransplantation
herangezogen werden, ist man gezwungen Uber Alternativen nachzudenken.
Tierische Hepatozyten sind in beinahe unerschopflichem Umfang verfligbar.
Aufgrund der hohen metabolischen Aktivitat und der relativ hohen Ahnlichkeit
gegenuber humanen Leberzellen bieten sich hier besonders Schweineleberzel-
len an und werden momentan auch von der Mehrheit der Arbeitsgruppen, die
an der Entwicklung eines hybriden Leberersatzverfahrens arbeiten, eingesetzt
[71]. Probleme beim Einsatz dieser Zellen sind, &hnlich wie bei der
Xenotransplantation, die mdgliche Infektion mit Xenozoonosen, insbesondere
die Ubertragung endogener retroviraler Schweineviren [72], die allerdings keine
klinische Relevanz zu haben scheint [46], sowie, insbesondere bei Systemen
ohne Immunbarriere, Komplikationen im Sinne einer Abstof3ungsreaktion. Die
Fortschritte aus dem Gebiet der Xenotransplantation mit der Schépfung eines
a-1,3-galactosysltransferase knock-out Schweines [47] sowie der Schaffung
transgener Schweine mit humanen Komplementregulationsproteinen [12], die
weniger immunogen sind, sind hier natlrlich ebenfalls anwendbar. Problema-

tisch ist auch, dass die von xenogenen Leberzellen synthetisierten Produkte wie
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z. B. Albumin und Gerinnungsfaktoren nicht identisch mit den entsprechenden
humanen Produkten sind, so dass auch hier eine Antikdrperbildung maoglich ist.
Leberzelllinien, die ihre hepatozytenspezifischen Funktionen zumindest teilwei-
se nicht verloren haben, sind weitere einsetzbare Alternativen. So verwendet z.
B. das extracorporeal liver assist device (ELAD) die Hepatoblastom-Zelllinie
C3A [22]. Die im Vergleich zu primaren Hepatozyten niedrigere metabolische
Aktivitat [68] kann durch eine gré3ere Zellmasse ausgeglichen werden. Aller-
dings besteht die Gefahr, dass Tumorzellen in den Patienten eingeschleust
werden. Ein Ansatz, diesem Problem zu begegnen entwickelten Kobayashi et
al. durch Entwicklung der mittels des Cre/Lox-Systems reversibel
immortalisierten Zelllinie NKNT-3 [45]. Durch Transfektion mit dem Herpes
simplex Thymidin-Kinase Gen kénnen die eingesetzten Zellen sensibel fur
Ganciclovir gemacht werden [13]. Der Einsatz solcher Techniken wird es er-
moglichen, nach Beendigung der Therapie mit dem Leberunterstitzungsverfah-
ren eventuell in den Koérper gelangte Tumorzellen gezielt abzutdten.

Ein aktueller Forschungsschwerpunkt ist die (Trans-) Differenzierung metabo-
lisch aktiver Leberzellen aus humanen (Stamm-) Zellen, die im Idealfall vom
Patienten selbst stammen, dann nicht von dessen Immunsystem als fremd er-
kannt werden und somit die immunologischen Probleme der nicht autologen

Transplantation umgangen werden kénnen [49].

1.3 Kryokonservierung von Hepatozyten

Im Ernstfall ist es entscheidend, moglichst schnell ein einsatzfahiges Leber-
unterstitzungssystem zur Verfligung zu haben. Eine Mdglichkeit, dies sicherzu-
stellen, liegt in der Verwendung kryokonservierter Hepatozyten, die dann nur
noch aufgetaut zu werden brauchen.

In den letzten Jahrzehnten konnten einige Arbeitsgruppen Fortschritte bei der
Kryokonservierung von nativen Hepatozyten verzeichnen [16,19,91,93,94,98].
Dabei kristallisierten sich einige fur die Qualitat der Kryokonservierung wichtige

Punkte heraus:
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Mit einem computergesteuerten Einfrierprotokoll mit einer langsamen Kuhlungs-
rate unterbrochen von einer Schockkuhlung bei Beginn der Eiskristallisation
lieRen sich die besten Uberlebensraten erzielen [16].

Die optimale Konzentration des Kryoprotektors Dimethylsulfoxid (DMSO) liegt
bei 10% und sollte schrittweise erreicht und wieder reduziert werden [16].
Werden die Zellen nach dem Auftauen durch eine Percoll-Zentrifugation
aufgereinigt, so sind deren enzymatische Aktivitdten nicht wesentlich niedriger
als die nativer Hepatozyten [16].

Je geringer die Menge der in einem Gefal3 eingefrorenen Zellen und je besser
die Hepatozyten wahrend des Einfriervorganges mit Nahrstoffen und mit Sauer-

stoff versorgt sind, desto hoher ist die Vitalitat nach dem Auftauen [16].

1.4 Ausgewahlte hepatozytenspezifische Funktionen

Eine zentrale Rolle im Stoffwechsel der Hepatozyten spielen die Cytochrom
P450 (CYP)-Enzyme. Der Name beruht auf der erstmals 1958 von Klingenberg
beobachteten Tatsache, dass diese ,Pigmente“ nach der Bindung von Koh-
lenmonoxid Licht der Wellenlange 450nm absorbieren [44]. Ursachlich dafir ist
der finfte Ligand der in diesen Proteinen gebundenen Ham-Gruppe, der nicht,
wie bei vielen hamhaltigen Enzymen, ein Stickstoffrest, sondern das Thiolat-
Anion eines Cysteins ist [24]. Je nach Mechanismus des Elektronentransports
von NADPH zum aktiven Zentrum werden vier verschiedene Gruppen der
CYP450 Enzyme unterschieden [102]. Sie sind in der Lage, unterschiedliche
Reaktionen wie Oxidation, Dealkylation, Dehydratation, Dehydrogenation,
Isomerisation, Dimerisation, Spaltung von C-C Bindungen und Reduktion zu
katalysieren [58]. Sie werden als mischfunktionelle Oxidasen oder
Monooxygenasen bezeichnet, da sie im Rahmen des sog. Phase-I-
Metabolismus ein Atom des molekularen Sauerstoffs in das Substratmolekail,
das andere in Wasser einfihren [102]. Dabei ergibt sich der prinzipielle Reakti-

onsmechanismus:
RH + NADPH + H" + O, & ROH + NADP" + H,0

Im anschlieBenden sog. Phase-lI-Metabolismus wird an diese eingefiihrte

Hydroxylgruppe durch Enzyme wie z. B. Glucuronyltransferasen, Sulfatasen, N-
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acetyl-transferasen und Aminosauretransferasen eine hydrophile Gruppe ange-
hangt [37]. Das Molekul wird dadurch insgesamt wasserldslicher und kann renal
ausgeschieden werden. CYP 450-Enzyme werden in vielen Geweben, doch
besonders zahlreich in der Leber exprimiert [24]. Die wichtigsten Reaktionen,
die sie dort katalysieren sind in den Mitochondrien die Hydroxylierung am 27 C-
Atom des Cholesterols (Vitamin D-Synthese), sowie in den Mikrosomen die
Gallensaurebildung, die Epoxidierung mehrfach ungesattigter Fettsduren und
der Metabolismus von Xenobiotica, z. B. durch N- und O- Dealkylierungen, Al-
kohol-Oxidation, Oxygenation von Alkanen und Arenen sowie Hydroxylierungen
aromatischer Verbindungen [24]. Die CYP450-Enzyme sind eine sehr hetero-
gene Proteingruppe, die im Laufe der Forschungen durch die zahlreichen Trivi-
alnamen schnell sehr unibersichtlich geworden ist. Nebert et al. fihrten 1987
eine systematische Nomenklatur fir das CYP450-Enzymsystem ein [65], die
seither im Zweijahresrhythmus aktualisiert wird. Sie werden in Familien und
Unterfamilien eingeteilt. Besteht eine Homologie von mehr als 40% der
Aminosauresequenz, so gehoéren die Enzyme zur gleichen Familie. Betragt die
Homologie mehr als 55%, so gehoren sie zur selben Unterfamilie. Die Familie
wird mit einer Zahl, die Unterfamilie mit einem Buchstaben benannt [65]. Eine
aktuelle Ubersicht tiber CYP 450-Enzymsysteme des Menschen und verschie-
dener Tiere sind im Internet unter
http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html zu finden. Eine Ubersicht der
wichtigen bislang bekannten humanen CYP450-Familien und deren Funktionen
ist in Abb. 1 dargestellt.

Bei sehr schweren Lebererkrankungen wie z. B. der akuten viralen Hepatitis
oder der dekompensierten Leberzirrhose vermindert sich auch die Funktion
des CYP 450 -Enzymsystems [82], so dass dessen Funktionen von einem Le-

berunterstiitzungsverfahren getragen werden missen.
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Wichtige humane CYP 450 - Familien

. Cholesterol-Biosynthese CYP 51
CYP 1A&B Polyzyklische Kohlenwasserstoffe 14-Demethylase

Nitrosamine

Vitamin D3 — 1o Hydroxylase
i CYP40 | *
CYP 2A-H Medikamente Alkohl

Steroide Gallensiure-Svnth
allenséure-Synthese
Medikamente Antibiotika Cyp27| *
CYP 3A -
Flavonoide

Retinsdure-Hydroxylase
cYpP4 w-Oxidation von Fettsauren CYp26
Vitamin D - Abbau
CYP7A 7o-Hydroxylase Cyp24| *

Gallensduren

Progesteron 21-Hydroxylase

i CYP21
CYP 8A&B Prostacyclin Synthase

Gallensduren . .
. Ostrogen-Biosynthese CYP 19
*| cyP 11A&B Cholesterol-Seitenkettenspaltung Aromatase

Aldosteron-Synthese .
Steroid 17o-Hydroxylase CYP 17
Steroid C17/21 Lyase

* mitochondriale Enzyme

Abbildung 1: Ubersicht iiber die wichtigsten bekannten humanen CYP 450-Familien und

deren bioloaische Funktionen 241

Marker fur die CYP 450-Aktivitdt ist beispielsweise die Aktivtat der 7-
Ethoxycoumarin-O-Deethylase (ECOD) und der 7-Ethoxyresorufin-O-
Dealkylase (EROD). Das Verfahren zur Bestimmung der ECOD-Aktivitat wurde
erstmals 1972 von Ullrich [97], das Verfahren zur Bestimmung der EROD-
Aktivitat erstmals 1974 von Burke beschrieben [6]. Beide werden seither ver-
breitet als Parameter fur die Aktivitat der mikrosomalen O-Dealkylase-Reaktion
verwendet. Beide Verfahren sind einfach und schnell durchzufuhren, da die
Produkte ohne Folgereaktion oder Extraktion direkt fluorometrisch nachgewie-
sen werden kdnnen. In humanen Leberzellen wird 7-Ethoxycoumarin (EC) von
CYP 1A1/2, 2A6, 2B6, 2C9, 2E1 und 3A3/4/5 deethyliert, in Rattenleberzellen
konnte dies fur CYP 1A1/2, 2B1/2 und 2E1 nachgewiesen werden. Fur Schwei-
neleberzellen ist dies bislang nicht untersucht [17]. Die O-Dealkylation von
Ethoxyresorufin (ER) erfolgt in den humanen, Ratten- und wahrscheinlich auch
in Schweineleberzellen durch die CYP 1A1/2 [17].

Die Elimination von Ammoniak aus dem Kreislauf ist eine weitere zentrale Auf-
gabe des Leberstoffwechsels. Der seit langem bekannten Assoziation zwischen

der Kumulation von Ammoniak und der Entwicklung einer hepatischen Enze-
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phalopathie konnte mittlerweile ein pathophysiologisches Modell zugrunde ge-
legt werden [54,85,86,89]. Insbesondere vor dem Hintergrund, dass Hirndruck
im Rahmen der hepatischen Enzephalopathie eine haufig zum Tode fihrende
Komplikation darstellt ist die Elimination von Ammoniak eine essentielle Aufga-
be eines Leberersatzverfahrens. Ammoniak kann vom Korper durch zwei Me-
chanismen entgiftet werden: Zum einen durch die in der nativen Leber in den
perivendsen Bereichen, aber auch in nicht hepatischen Geweben, insbesonde-
re im Gehirn, exprimierte Glutaminsynthetase, die aus Ammoniak und Glutamat
unter ATP-Verbrauch Glutamin bildet, und zum anderen durch den in der nati-
ven Leber in den periportalen Arealen lokalisierten Harnstoffzyklus, dessen
Produkt Harnstoff leicht zu messen ist und einen funktionierenden Harnstoffzyk-
lus anzeigt [56].

Neben zahlreichen anderen Proteinen wie beispielsweise den Blutgerinnungs-
faktoren und zahlriechen akute-Phase Proteinen synthetisiert die Leber auch
das Albumin. Albumin ist ein aus 584 Aminosauren bestehendes Protein, des-
sen Hauptaufgabe die Bindung von schlecht wasserloslichen Metaboliten, Hor-
monen und sonstigen Substanzen ist und somit deren Transport im Blut sicher-
stellt. Zusatzlich ist die Albuminkonzentration im Blut die Regelgrof3e fir den
kolloidosmotischen Druck. Beim Leberversagen ist die Albuminkonzentration
erniedrigt und es kann zu Odemen und Aszitesbildung kommen [76]. Die Sub-
stitution von Albumin ist eine wichtige Funktion, die ein Leberunterstiitzungsver-
fahren zu leisten hat und die Albuminproduktion ein wichtiger Parameter fur die
Funktionstiichtigkeit der Hepatozyten.

Leberzellen leisten mit ihrer Fahigkeit zur Glukoneogenese und
Glykogenbildung einen wichtigen Beitrag zur Glukosehomdostase. Doch sie
bendtigen neben einer ausreichenden Sauerstoffversorgung auch selbst Gluko-
se als Energietrager, um die vielen teilweise sehr energieintensiven metaboli-
schen und synthetischen Funktionen aufrecht erhalten zu kénnen. Ein Leberer-
satzverfahren muss diese beim Patienten ausgefallene Funktion ersetzen kon-
nen. In vitro gibt die Bestimmung der Glukosekonzentration im Medium in erster
Linie Aufschluss Uber die Versorgung der Leberzellen mit energiereichen Sub-

straten wie unter anderem auch der ausschlieRlich von der Leber
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metabolisierten Galaktose und Sorbitol. Der Galaktoseabbau findet im Wesent-
lichen in der Leber statt. Zunachst wird Galaktose von einer spezischen
Galaktokinase unter ATP-Verbrauch zu Galaktose-1-Phosphat phosphoryliert,
das anschlielend durch Katalyse der Galaktose-1-phosphat-Uridyltransferase
mit UDP-Glucose unter Bildung von UDP-Galaktose und Glucose-1-phosphat
reagiert. Die dadurch aktivierte Galaktose wird durch die UDP-Galaktose-4-
Epimerase durch Epimerisierung am C-Atom 4 zu UDP-Glucose umgebaut,
welches in Glykogen eingebaut werden kann und Uber die Glykogenolyse dem
Organismus als Glukose zur Verfiigung steht [56]. Sorbitol wird fast vollstandig
von Hepatozyten aus dem Plasma extrahiert und eignet sich daher zum Bei-
spiel auch zur Bestimmung der Plasmaflussrate in der Pfortader [63]. Sorbitol
kann auch in extrahepatischen Geweben, die in einem hybriden Leberunterstit-
zungssystem aber nicht vorkommen, durch die Aldosereduktase zu Glucose
metabolisiert werden [56]

Ein wichtiger Parameter fur die Zellvitalitat in vitro ist die Konzentration der
Laktatdehydrogenase (LDH). Sie ist ein in verschiedenen Isoformen vorkom-
mendes, in jeder Zelle exprimiertes Enzym der Glukoneogenese. Gehen Zellen
zu Grunde, so wird LDH freigesetzt. Steigt die LDH-Aktivitat im Medium der kul-
tivierten Zellen an, so ist dies ein Parameter dafir, dass Zellen untergegangen

sind.
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1.5 Fragestellung

Da ein akutes Leberversagen ein sehr schnell einsetzendes und fortschreiten-
des Geschehen ist, muss im Ernstfall innerhalb sehr kurzer Zeit ein Unterstt-
zungssystem zur Verfugung stehen. Dann erst mit der zeitaufwandigen Zellpra-
paration zu beginnen ist bei der Verwendung von Schweinleberzellen kritisch
und bei dem Fernziel humane oder aus Stammzellen differenzierte Hepatozyten
zu verwenden unmdglich. Eine Mdglichkeit, schnell ein Unterstitzungssystem in
Betrieb nehmen zu kdnnen, bietet unter anderem die Verwendung von kryokon-
servierten Hepatozyten.

Im ersten Versuchsteil sollte in Zellkulturversuchen untersucht werden, mit wel-
chem Funktionsverlust des Phase-I- und Phase-llI-Metabolismus der
Hepatozyten durch die Kryokonservierung zu rechnen ist und wie die Funktion
des CYP450 Enzymsystems von Schweinehepatozyten im Vergleich zu den
besser untersuchten Rattenhepatozyten steht. Als Marker hierzu wurden die
CYP450 abhangig metabolisierten Substrate EC und ER sowie die
Glucuronidierung der jeweiligen Produkte verwendet.

In einem zweiten Versuchsteil sollten dann die hepatozytenspezifischen Aktivi-
taten der Leberzellen in dem von der Arbeitsgruppe fir ein Leberersatzverfah-
ren entwickelten Bioreaktor, sowohl mit nativen als auch mit kryokonservierten
Hepatozyten besiedelt, untersucht werden. Als Marker fur das CYP450 Enzym-
system diente EC. Daruber hinaus wurden weitere Marker fur Syntheseleistun-
gen, metabolische Aktivitat und Zellvitalitat bestimmit.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere und Material

2.1.1 Zellpraparation

21.1.1 Tiere

Mannliche Lewis (LEW)-Ratten CharlesRiver, Sulzfeld
Schweine Zichter NN

2.1.1.2 Geréate und Verbrauchsmaterial

Praparationsbesteck Aesculab, Tuttlingen

Infusionsysteme Braun, Melsungen

Ligaturfaden Dexon Il Braun Dexon, Spangenberg

Kanulen 20G Braun, Melsungen

Venenverweilkantlen 18G Braun, Melsungen

Glas-Gefalie Schott, Mainz

Peristaltische Pumpe Ismatec, Wertheim-Mondfeld

Wasserbad Haake, Berlin-Lichterfelde

Zellschaber Costar, Cambridge MA, USA

Nylon-Siebgewebe 50pum Roland Vetter Laborbedarf, Ammerbuch

Auffanggefalid Eigenbau, Vetter, Ammerbuch

Reaktionsgefasse 50ml Falcon, Becton, Dickinson, Lincoln Park, USA

Blasenfalle Eigenbau, Universitat Tibingen

Mikroskop ID 03 Zeiss, Jena

Zahlkammer nach Neubauer Karl Hecht, Sondheim/R6hn

Sterilfilter 0,22um Millex® GP, Malsheim, France

Sterilfilter Minisart 0,45um Sartorius AG, Goéttingen

Blasenkatheter Foley Tiemann CH14FR Porgés S.A., Robinson, Cedex
France

Spritze 5ml Braun, Melsungen

3-Wege-Héahne Discofix® Braun, Melsungen
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Pumpenschlauche SC 0081

2.1.1.3 Chemikalien

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Kaliumchlorid (KCI)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl,x6H,0)

Ismatec, Wertheim-Mondfeld

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4xH,O) Merck, Darmstadt

Dinatriumschwefeltetroxid (Na;SO,)
Kalziumchlorid (CaCl,)

Aqua ad injectabilia, Ampuwa®
EGTA

HEPES-Stammlésung (1M)
Trypanblau-Lésung

Carbogen (95% O, 5% CO,)
Salzsaure 1M (HCI)

Natronlauge 1M (NaOH)
Pentobarbital-Natrium (Nembutal®)
Phosphatgepufferte Saline (PBS)
Heparin, Liquemin

Kollagenase CLS I

Sauerstoff O2
N-Acetyl-L-alanyl-L-Glutamin (200nM)
Williams* Medium E

2.1.2 Zellkultur

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fresenius, Bad Homburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Hans Mast, Tubingen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

WDT, Hannover
Biochrom AG, Berlin
Roche, Basel

Biochrom AG, Berlin
Hans Mast, Tubingen
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin

2.1.3 Geréate und Verbrauchsmaterial

Mikroskop ID 03
Zellkulturplatten 3226
Pipetten 10ml

Bottle Top Filter 0,22um

Pasteur-Pipette WU, Mainz

Zeiss, Jena

Falcon, Becton-Dickinson, Heidelberg
Corning Incorporated, Corning, USA

Falcon, Becton-Dickinson, Heidelberg
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2.1.3.1 Chemikalien

L-15 Leibowitz instamed Biochrom AG, Berlin
Fetales Kalberserum Biochrom AG, Berlin
Rinderserumalbumin Biochrom AG, Berlin

Gentamycin (10mg/dl) Biochrom AG, Berlin

Dexamethason Biochrom AG, Berlin

Collagen R Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) Biochrom AG, Berlin
Aqua ad injectabilia Ampuwa®, Fresenius, Bad Homburg
Williams* Medium E Biochrom AG, Berlin

HEPES-Stammldésung (1M) Biochrom AG, Berlin
N-Acetyl-L-alanyl-L-Glutamin (200nM) Biochrom AG, Berlin

Insulin Actrapid® HM 401.E./ml (ge) Novo Nordisk ~ Pharma  GmbH,
Bagsvaerd, DK

Glucagen® HypoKit Novo Nordisk Pharma GmbH, Bagsvaerd, DK

2.1.4 Proteinbestimmung

2.1.4.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Pasteur-Pipette WU, Mainz

Reaktiongefal3e 1,5ml Eppendorf, Hamburg

Mikroplatte 96K F-Form  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhsen
ELISA-Reader SLT, Crailsheim

2.1.4.2 Chemikalien

Coomassie Brillantblau G250 Merck, Darmstadt

Ethanol 96% Merck, Darmstadt

Phosphorsaure Merck, Darmstadt

Aqua ad injectabilia Ampuwa®, Fresenius, Bad Homburg
PBS-DULBECCO Biochrom AG, Berlin
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2.1.5 Kryokonservierung Hepatozyten

2.1.5.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Einfriergerat IceCube 1800D SY-LAB GmbH, Purkersdorf, Austria
Wasserbad Haake, Berlin-Lichterfelde

Zentrifuge Rotixa/RP Hettich, Tuttlingen

Reaktionsgefdasse 50ml  Falcon, Becton, Dickinson, Lincoln Park, USA
Bottle Top Filter 0,22um  Falcon, Becton-Dickinson, Heidelberg

2.1.5.2 Chemikalien

Glucose Merck, Darmstadt
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,4) Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

L-Alanin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

L-Asparaginsaure Sigma-Aldrich, Taufkirchen

L-Asparagin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Citrullin Merck, Darmstadt
L-Cystein Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Histidin Merck, Darmstadt

L-Glutaminséaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

L-Glycin Merck, Darmstadt

L-Isoleucin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Leucin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Lysin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Methionin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Ornithin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Phenylalanin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Prolin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Serin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Threonin Merck, Darmstadt

L-Tryptophan
L-Tyrosin

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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L-Valin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

EGTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Kalziumchlorid Dihydrat (CaCl, x 2H,0) Merck, Darmstadt
Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSO4 x 7 H,0) Merck, Darmstadt
Rinderserumalbumin Biochrom AG, Berlin

Natriumhydroxic (NaOH) Merck, Darmstadt

Salzsaure (HCI) Merck, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Williams* Medium E Biochrom AG, Berlin

Fetales Kalberserum Biochrom AG, Berlin

Gentamycin (10mg/dl) Biochrom AG, Berlin

Dexamethason Biochrom AG, Berlin

HEPES-Stammldsung (1M) Biochrom AG, Berlin
N-Acetyl-L-alanyl-L-Glutamin (200nM) Biochrom AG, Berlin

Insulin Actrapid® HM 401.E./ml (ge) Novo Nordisk  Pharma  GmbH,
Bagsvaerd, DK

Glucagon Novo Nordisk Pharma GmbH, Bagsvaerd, DK

Percoll Separating Solution (p = 1,124) Biochrom AG, Berlin

Stickstoff Hans Mast, Tubingen

2.1.6 Produktbestimmungen

2.1.6.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Mikroplatten 96K F-Form Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Klebefolie Hornbach, Tubingen

Fluoreszenz-Reader Cytofluor Il PerSeptive Biosystems GmbH, Freibug

Pasteur-Pipette WU, Mainz
VitaLab eclipse Merck, Darmstadt
Reaktionsgeféalie Eppendorf, Hamburg

2.1.6.2 Chemikalien

Ethoxyresorufin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

7-Ethoxycoumarin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Resorufin
7-Hydroxycoumarin
Ammoniumacetat
Glycin

Aqua ad injectabilia
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Williams*® Medium E
Fetales Kalberserum
Gentamycin (10mg/dl)
Dexamethason

Material und Methoden

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Ampuwa®, Fresenius, Bad Homburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

HEPES-Stammldsung (1M) Biochrom AG, Berlin
N-Acetyl-L-alanyl-L-Glutamin (200nM) Biochrom AG, Berlin

Insulin Actrapid® HM 401.E./ml

Glucagon

L-15 Leibowitz instamed
Rinderserumalbumin
B-Glucuronidase
LDH-Kit

Glucose-Kit
Albumin-Kit
Harnstoff-Kit
Ammoniak-Kit
Galactose-Kit
Sorbitol-Kit

Novo Nordisk Pharma GmbH, Bagsvaerd, DK
Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Greiner, Flacht

Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim

2.1.7 Kreislauf-Versuche

2.1.7.1 Geréate und Verbrauchsmaterial

3-Wege-Hahne Discofix®
Infusions-Verlangerung
LS 2-Luer-Lock

Heizschlauch

Braun, Melsungen
Oriplast, Neunkirchen-Saar
Braun, Melsungen

Horst, Lorsch

Novo Nordisk Pharma GmbH, Bagsvaerd, DK
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Pumpenschlauche SC 0081 Ismatec, Wertheim-Mondfeld
Sauerstoffmesssonden  WTW, Weilheim

Reaktor Eigenbau, Universitatsklinik Tlbingen
Vlies ITV, Denkendorf

Reaktionsgefald 200ml Falcon, Becton, Dickinson, Lincoln Park, USA
Venenverweilkanile 14G Braun, Melsungen

Spinalkanile 20G Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Peristaltische Pumpe Ismatec, Wertheim-Mondfeld

Reaktionsgefald 14mi Falcon, Becton, Dickinson, Lincoln Park, USA
ReaktionsgefalRe 1,5ml  Eppendorf, Hamburg

Spritze 1ml Braun, Melsungen

Sterilfilter 0,8um; 0,45um Minisart®, Sartorius, Gottingen

Bottle Top Filter 0,22um  Falcon, Becton-Dickinson, Heidelberg

2.1.7.2 Chemikalien

7-Ethoxycoumarin (EC)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Williams* Medium E Biochrom AG, Berlin

Fetales Kalberserum Biochrom AG, Berlin

Gentamycin (10mg/dl) Biochrom AG, Berlin

Dexamethason Biochrom AG, Berlin
HEPES-Stammlésung (1M) Biochrom AG, Berlin
N-Acetyl-L-alanyl-L-Glutamin (200nM) Biochrom AG, Berlin

Insulin Actrapid® HM 401.E./ml  Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz

Glucagon Novo Nordisk Pharma GmbH, Bagsvaerd, DK
Ammoniumchlorid (NH4CI) Merck, Darmstadt

D-Sorbitol Sigma-Aldrich, Taufkirchen

D(+)-Galactose Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Heparin, Liquemin Roche, Basel

Sauerstoff (02) Hans Mast, Tubingen

Carbogen (95% O,, 5% CO5,) Hans Mast, Tubingen
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellpraparation

Die Praparation sowohl der Ratten- als auch der Schweineleberzellen erfolgte
nach der von Seglen et al eingefiihrten [83] und von Sies modifizierten zwei
Schritt Perfusionstechnik [31]. Dafir wurde im Einzelnen wie folgt vorgegan-

gen.
2.2.1.1 Praparation von Hepatozyten aus Rattenleber

2.2.1.1.1 Herstellung der Praparationslésungen

Perfusionslésung I: 105mM NaCl, 59mM KCI, 1,18mMmg Cl,;, 1,23mM
NaH,PO,4, 25mM NaHCOs;, 1,2mM NaSO4 0,5mM EGTA, 20mM HEPES-
Puffer in 500ml Aqua ad injectabilia

Perfusionslésung Il: 105mM NacCl, 5,9mM KCI, 1,18mM Cl,, 1,23mM NaH;POy,,
25mM NaHCOs3, 1,2mM NaSO,, 2,5mM Ca?*, 20mM HEPES-Puffer, 30mg Col-
lagenase CLS Il in Aqua ad injectabilia

Vor Gebrauch wurden die Perfusionslésungen 60min mit 5% Carbogen

aquilibriert

2.2.1.1.2 Praparation der Zellen

Die Ratte wurde zunachst durch intraperitoneale Injektion von 60mg/kg Korper-
gewicht Pentobarbital narkotisiert. Nach Erreichen einer ausreichenden Narko-
setiefe, Fixierung der Ratte und Desinfektion erfolgte die Eréffnung des Bauch-
raumes durch einen Medianschnitt. Dieser wurde durch Schnitte unterhalb der
Rippenbdgen links und rechts erweitert und der Verdauungstrakt nach rechts
verschoben. Anschliel3end wurde eine lose Ligatur um die Pfortader (2) gelegt.
Mit einer Venenverweilkanile der GréRe 18 G wurde die Portalvene punktiert.
Nach Entfernung des Stahlmandrins wurde die Venenverweilkantle fixiert und
an das durch eine Peristaltikpumpe mit nachgeschalteter Blasenfalle betriebene
Perfusionssystem angeschlossen. Zunachst wurde mit der Ca**-freien Perfusi-

onslosung | und einer Flussrate von 12ml/min perfundiert und blutfrei gespdlt.
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Sofort nach Anschluss des Perfusionssystems erfolgte ein Entlastungsschnitt in
die untere Hohlvene. Durch Schliel3en der Ligatur (2) um die Pfortader wurde
die Kanule fest mit der Pfortader verbunden. Als nachster Schritt wurde der
Brustraum eroffnet. Eine lose Ligatur (3) wurde um die untere Hohlvene zwi-
schen Herz und Zwerchfell platziert. Anschlieend wurde in die untere Hohlve-
ne uber den rechten Vorhof eine weitere Venenverweilkanile gelegt. Nach
Schliel3en dieser Ligatur wurde die untere Hohlvene zwischen der Leber und
dem Entlastungsschnitt mit einer Klemme abgeklemmt (1). Danach wurde ein
Schlauch fur den Ruckfluss des Perfusionsmediums an die Venenverweilkantle

in der unteren Hohlvene angeschlossen.

. AbfluB der
AN Perfusionslosung lund Il

— -—Zwerchfell
—— -Vena cava inferior

— Gallengang

— —Pfortader

Vena cava ——.
inferior — —ZufluB der

Perfusionslosungen

Abbildung 2: Préparationssitus Ratte; modifiziert nach [52]

Nach Anschluss des Ruckflusses wurde die Leber mit weiteren ca. 100ml Per-

fusionslésung | gespilt, dann wurde auf die kollagenasehaltige Perfusionslo-
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sung Il umgestellt. Nachdem das gesamte Perfusionssystem nach ca. 45 Se-
kunden mit der Losung Il gefillt war, wurde ein rezirkulierender Medienfluss
hergestellt. Die Leber wurde insgesamt fir 9 Minuten mit der Losung I
perfundiert. Anschlieend wurde sie freiprapariert, entnommen und in einer Pet-
rischale, die 50ml Krebs-Henseleit-Puffer enthielt mit einem Zellschaber ausge-
strichen. Um Bindegewebsreste zu entfernen, erfolgte eine Filtration durch ein
Nylonfilter mit 50um Porenweite. AnschlieRend lie3 man die Zellen absitzen.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in Krebs-Henseleit 1l-Losung
ohne Kollagenase resuspendiert. Zur Bestimmung der Zelldichte, der Zellaus-
beute und der Vitalitat wurden 100l der Zellsuspension mit 500ul Trypanblau
verdunnt und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Nach einem weiteren

Mal Absitzen der Zellen wurde die Zelldichte auf 8x10° Zellen/ml eingestellt.
2.2.1.2 Praparation von Hepatozyten aus Schweineleber

2.2.1.2.1 Herstellung der Praparationslésungen

Perfusionslésung 1: Ein Liter PBS enthielt 0,5mM EGTA und 5000IE Heparin.

Perfusionslésung 2: 500ml PBS enthielten 0,5mM EGTA und 5000IE Heparin.

Perfusionslosung 3: 500ml PBS ohne Zusatze

Perfusionslésung 4: Zu 400ml Williams' Medium E enthielten: 25mM HEPES-
Puffer, 2,5mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, 250ug Gentamycin (50ug/ml),

400mg Kollagenase CLS Il
Vor Gebrauch wurden die Perfusionslésungen 60min mit Carbogen aquilibriert.

Kulturmedium: 500ml Williams‘ Medium E enthielten: 50ml FCS (konz), 20mM
HEPES-Puffer, 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, 200pug Gentamycin
(50ug/ml), 196ug Dexamethason (100ul von 196mg/100ml), 5ug Glukagon,
62,51.E. Insulin

2.2.1.2.2 Praparation von Hepatozyten aus der Schweineleber

Die Entnahme der Schweinelebern erfolgte im Groldtier OP der Universitat TU-
bingen. Durch eine mediane Laparatomie wurde das Abdomen des Schweines

eroffnet. Die Pfortader wurde aufgesucht und mit einer Klemme abgeklemmt
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aber noch nicht durchtrennt. Anschlieend wurde die Leber vorsichtig mobili-
siert, die Lebervenen und zuletzt die Pfortader durchtrennt. In einer Metall-
schissel wurde die Pfortader aufgesucht, ein Blasenkatheter eingebracht und
mit 5ml Aqua ad injectabilia geblockt. An den Blasenkatheter wurde die Perfu-
sionslosung 1 angeschlossen und die Leber perfundiert. Die so praparierte Le-
ber wurde zum Transport vom OP in das Labor in ein Plastikgefald gegeben. Im
Labor angekommen wurde die Leber in ein speziell angefertigtes Glasgefaf
mit Metallgitter und Ablauf transferiert, so dass eine rezirkulierende Perfusion

maoglich war.

Die Leber wurde mit dem Rest der Perfusionslosung 1 und anschlie3end mit
Perfusionslésung 2, 3 und zuletzt 60min rezirkulierend mit der Kollagenase-
haltigen Perfusionslésung 4 perfundiert. Die so ,verdaute“ Leber wurde nach
Entfernung der Gallenblase auf ein Metallsieb mit 100um Maschenweite gege-
ben und mit dem Zellschaber ausgestrichen. Die durch das Sieb getretene
Zellsuspension wurde aufgefangen. 50ml davon wurden in ein 50ml Reakti-
onsgefald gegeben und stehen gelassen, bis sich die Zellen am Boden des Ge-
faBes abgesetzt hatten. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und die
Zellen in Kulturmedium resuspendiert. 100ul der Zellsuspension wurden in
500ul Trypan-Blau-Losung gegeben und mittels einer Zahlkammer nach Neu-
bauer Zelldichte, Vitalitat und Ausbeute bestimmt. Nach einem weiteren Mal
Absitzenlassen der Hepatozyten wurde die Zelldichte auf 8 x 10° Zellen/ml ein-
gestellt. Die so hergestellte Zellsuspension wurde zum Einfrieren oder direkt
zur Herstellung von Leberzellkulturen verwendet oder in die Vliese fur das Le-

berersatzverfahren eingebracht.
2.2.1.3 Zellkultur
2.2.1.3.1 Rattenleberzellkulturen

2.2.1.3.2 Herstellung des Kulturmediums

L-15 Leibowitz Instamed wurde in 4 Liter Aqua ad injectabilia geldst, mit 1,2 g/l
NaHCO3 versetzt und der pH-Wert mit Natriumhydroxid und Salzsaure auf
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7,36-7,37 eingestellt. Anschliel3end wurde mit Aqua ad injectabilia auf 5 Liter
aufgefullt. Das so erhaltene Medium wurde sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

Zu 500ml dieses L-15 Leibowitz Mediums enhielten: 750mg Glucose, 500mg
BSA, 196ul Dexamethason (196mg/100ml) und 250ug Gentamycin (50ug/ml).

2.2.1.3.3 Herstellen der Rattenleberzellkulturen

Fur die Kultivierung von Hepatozyten wurden Zellkulturplatten mit 24 Kavitaten
verwendet. Um die Anheftung der Rattenhepatozyten zu verbessern wurden die
Zellkulturplatten mit Kollagen-R beschichtet. In jede Kavitat wurde 1ml vorge-
warmtes Kulturmedium und anschlieBend 40ul Zellsuspension (entsprechend
3,2 x 10°Zellen) gegeben und anschlieRend die Platten vorsichtig geschiittelt,
damit sich die Zellen gleichmé&Rig in den Wells verteilten. Nach 60min Inkubati-
on bei 37°C und 5% CO, wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und durch je
1ml Hanks‘ Salt Solution w/o Ca*" ersetzt. Nach kréaftigem aber trotzdem vor-
sichtigen Schutteln der Platte wurde das Hanks' abgesaugt und die Zellen wie-
der mit je Iml/Well frischem Medium versorgt. Dieser Vorgang diente zum Ab-
spulen geschadigter Hepatozyten. AnschlielRend wurden die Zellkulturen weiter
bei 37°C und 5% CO- inkubiert und taglich das Medium gewechselt. Da die
Messungen des Cytochrom P450 Enzymsystems an sechs verschiedenen Zeit-
punkten vorgenommen wurden und fur jeden Zeitpunkt eine ganze Zellkultur-

platte benotigt wurde, wurden jeweils sechs Zellkulturplatten besiedelt.
2.2.1.4 Schweineleberzellkulturen

2.2.1.4.1 Herstellung des Kulturmediums

Zu 500ml Williams‘ Medium E enthielten: 50ml FCS, 20mM HEPES-Puffer,
1mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, 50mg Gentamycin (5ml von 10mg/ml),
196ug Dexamethason, 5ug Glukagon, 62,51E Insulin

2.2.1.4.2 Herstellung von Schweineleberzellkulturen

Die Kultivierung von Schweinehepatozyten erfolgte analog der Kultivierung von
Rattenhepatozyten. Allerdings wurden die Zellkulturplatten nicht mit Kollagen
beschichtet und die Zellkulturen erst nach vier Stunden gespdilt.
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Abbildung 3: Schweinleberzellen 68h Stunden nach Zelleinsaat.

2.2.2 Kryokonservierung

2.2.2.1 Einfrieren von Hepatozytensuspensionen

2.2.2.1.1 Herstellung der Einfrierldsungen

Medium: Williams Medium E wurde wie zur Herstellung von Schweineleberzell-
kulturen supplementiert.

Suspensionspuffer: Bestand aus: 620ml Glukose-Losung (9g/l); 100ml KH-
Puffer (60g/l NaCl, 1,75g/l KCI, 1,6g/l KH,PO, mit NaOH auf pH 7,6 eingestellt);
100ml HEPES-Puffer (1 M) pH 7,6; 150ml Aminoséuren-Losung (0,27g/l L-
Alanin, 0,149/l L-Asparaginsaure, 0,49/l L-Asparagin, 0,27g/l L-Citrullin, 0,149/l

L-Cystein, 1g/l L-Histidin, 1g/| Glutaminsaure, 1g/l L-Glycin, 0,4g/l L-Isoleucin,
0,8g/l L-Leucin, 1,39/l L-Lysin, 0,55g/I L-Methionin, 0,65¢g/I L-Ornithin, 0,55g/I L-
Phenylalanin, 0,55g/l L-Prolin, 0,659/l L-Serin, 1,35g/l L-Threonin, 0,65g/l L-
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Tryptophan, 0,55¢g/I L-Tyrosin, 0,8g/l L-Valin, Lésung der Aminoséuren durch

Zugabe von NaOH und Einstellen des pH auf 7,6 mit HCI); 10ml Glutamin-

Losung (7g/l); 5ml Insulin-Lésung (2g/l); 8ml CaCl,-Lésung (19g/l CaCl, x 2

H.0); 4ml MgSO4-L6sung (24,6g/l MgSO,4 x 7 H,0); 2g/l Rinderserumalbumin.

Losungl: Zu 8,8ml Suspensionspuffer wurden 1,2ml DMSO gegeben (=
12%v/v).

Losung Il: Zu 25,2ml Suspensionspuffer wurden 4,8ml DMSO gegeben (=
16%v/v).

Losung Ill: Zu 300ml Suspensionspuffer wurden 24ml DMSO gegeben (=
7,4%V/V).

Losung IV: Zu 300ml Suspensionspuffer wurden 32ml DMSO gegeben (=
9,6%V/V).

2.2.2.1.2 Einfrieren der Hepatozytensuspensionen

Die bei der Praparation gewonnene Zellsuspension wurden mit eisgekihltem
Suspensionpuffer auf eine Zelldichte von 3 x 10° lebende Hepatozyten/ml ver-
dinnt und das Volumen (Ausgangsvolumen) bestimmt. Diese Suspension wur-
de fur 10min bei 15g und 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurden 60% des
Ausgangsvolumens als Uberstand entfernt und das Zellsediment in dem ver-
bliebenen Suspensionspuffer durch leichtes Schwenken resuspendiert. Bis zur
Halfte des Ausgangsvolumens wurde das R6hrchen mit eisgekihlter Losung |
aufgefiillt. Dies ergab eine Zellsuspension von 6 x 10° lebenden
Hepatozyten/ml in Suspensionspuffer mit 4% (v/v) DMSO. Diese Suspension
wurde fur 5min im Eisbad stehen gelassen. Danach wurde mit eisgekuhlter L6-
sung Il das Rohrchen bis zum Ausgangsvolumen aufgefllt. Dies ergab eine
eisgekiihlte Zellsuspension mit 3x10° lebenden Hepatozyten/ml in Suspensi-
onspuffer mit 10% (v/v) DMSO. Je 1,5ml dieser Zellsuspensionen wurden in
sterile Kryo-Roéhrchen pipettiert. Das Pipettieren der Zellsuspensionen wurde
innerhalb < 5min abgeschlossen. Die Kryo-Réhrchen wurden in Einfrierautoma-
ten Uberfiihrt und das Einfrierprogramm gestartet. Das Einfrierprogramm wurde
so programmiert, dass die Temperatur, besonders im kritischen Bereich des

Aggregatzustandtbergangs, kontinuierlich sank (Abb. 4). Direkt nach Beendi-
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gung des Einfriervorgangs wurden die Kryo-Rohrchen in der Gasathmosphare
Uber flussigem Stickstoff gelagert.

20 ------ Programm
| -~ Kammertemperatur
0 e — Probentemperatur

-20 4
-40 4

-60

Temperatur [°C]

-80 4

-100 A

T T T T T T T T T T T T T T T
0:08:20 0:16:40 0:25:00 0:33:20 0:41:40 0:50:00 0:58:20
Zeit [h]

Abbildung 4: Temperaturverlauf wéhrend des Einfriervorganges

2.2.2.1.3 Einfrieren der Hepatozyten-Vliese

Ein Vlies wurde unter sterilen Bedingungen in einen Reaktor eingebaut An-
schlieBend wurde der Reaktor mit Medium gefillt und im Kidhlraum auf eine
Temperatur von 4°C gekiihlt. 50ml der Hepatozytensuspension mit 8 x 10° Zel-
len/ml (= 4 x 108 Zellen) wurden mit einer Flussrate von 4ml/min in das Vlies
eingespult und anschlieBend mit 20ml Medium nachgesptilt. Danach wurden
mit jeweils einer Flussrate von 8ml/min zuerst 50ml des Suspensionspuffers,
danach 50ml der Losung 3 und zuletzt 50ml der Losung IV durch das Vlies ge-
spult. Anschliel3end wurde der Reaktor so schnell wie mdglich abgebaut, das
Vlies unter sterilen Bedingungen in Wundverschlussfolien verpackt und in den

Einfrierautomaten transferiert.
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2.2.2.2 Auftauen cryokonservierter Schweinehepatozyten

2.2.2.2.1 Herstellen des Lésungen

Medium:  Williams’ Medium E wurde wie bei der Herstellung von Schweinle-
berzellkulturen supplementiert.

++

Separationslésung: Zu 40ml PBS w/o Ca'™, Mg wurden 40ml Percoll

(p =1,124) gegeben und kréaftig vertiert.

2.2.2.2.2 Auftauen von kryokonservierten Schweinehepatozyten-Suspensionen

In vier 50ml ReaktionsgeféalRe wurden in der Sterilbank je 20ml Medium gege-
ben und diese anschlieBend bei 37°C mindestens 15 Minuten im Wasserbad
inkubiert. In vier weitere 50ml ReaktionsgefalRe wurden jeweils 20ml der Sepa-
rationslosung gefullt und bei 4°C im Kihlschrank gekunhlt. 16 aus der Stickstoff-
tonne entnommene Hepatozytenaliquots wurden im Wasserbad bei 37°C so
angetaut, dass noch ein Eiskern Ubrig blieb. In der Sterilbank wurden je vier
der Aliquots in eines der mit Medium vorbereiteten 50ml Reaktionsgefal3e ge-
geben. Danach wurden die so erhaltenen Zellsuspensionen vorsichtig auf die
vorbereiteten Separationslésungen geschichtet, und 10min bei 300g und 21°C
ohne Bremse zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand mit den avitalen
Zellen abgesaugt, das Zellpellet in 20ml Medium resuspendiert und 10min bei
50g und 21°C zentrifugiert. Die Uberstande wurden abgesaugt, die in kleinem
Volumen resuspendierten Zellen in einem 50ml Reaktionsgefald vereinigt und
die Vitalitat, Zelldichte und Ausbeute bestimmt. AnschlieRend wurde die Zell-

dichte auf 8x10° Zellen/ml eingestellt und die Zellen in Zellkulturen eingebracht.

2.2.2.2.3 Auftauen kryokonservierter Schweinehepatozyten-Vliese

Vorgehen siehe Kreislaufversuche mit kryokonservierten Schweinehepatozyten
Kap. 2.2.5.2.3.
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2.2.3 Bestimmung der EROD- und ECOD- Aktivitat

2.2.3.1 Messprinzipien

2.2.3.1.1 Bestimmung der EROD- Aktivitat

Ethoxyresorufin (ER) wird unter Oxidation von NADPH und Sauerstoffver-
brauch von der Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD) zu Resorufin (R) abge-
baut (Abb. 5). ER und R sind intensiv fluoreszierende Stoffe. Die Exzitations-
maxima liegen bei 456nm fur ER und 560nm fir Resorufin, die Emissionsma-
xima bei 570nm fur ER und 586nm fur Resorufin. Daher lassen sich die beiden
Stoffe durch ihr unterschiedliches Exzitationsmaximum unterscheiden [6].
Durch die zytosolische Diaphorase kann Resorufin zu nicht fluoreszierenden
Stoffen abgebaut werden. Um dies zu verhindern wurde dem Inkubationsmedi-

um Dicumarol zugegeben [66].

NADPH/H®  NADP'

¢ o O__CHs o 0 OH
X X
N N
0, H,0

Ethoxyresorufin Resorufin

Abbildung 5: Reaktion der EROD

2.2.3.1.2 Bestimmung der ECOD- Aktivitat

7-Ethoxycoumarin (EC) wird von der Ethoxycoumarin-O-Deethylase (ECOD)
unter NADPH und Sauerstoffverbrauch zu 7-Hydroxycoumarin (7-HC) abge-
baut (Abb. 6). 7-HC ist ein fluoreszierender Stoff mit einem breiten Exzitati-
onsmaximum zwischen 330 und 380nm und einem Emissionsmaximun bei
460nm und kann somit fluorometrisch einfach nachgewiesen werden [97]. Die

Fluoreszenz ist pH-abhangig mit einem Maximum bei pH > 9,5 [30].
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NADPH/H  NADP

7-Ethoxycoumarin 7-Hydroxycoumarin

Abbildung 6: Reaktion der ECOD

2.2.3.1.3 Bestimmung der Glucuronidierungsleistung

Resorufin und 7-HC kdnnen im Phase |l Metabolismus durch die Konjugation
mit einem wasserloslichen Molekll wie der Glucuronsaure konjugiert werden
und entziehen sich dann dem fluorometrischen Nachweis. Durch Inkubation
der Uberstande mit einer Glucuronidase in einem Puffer mit deren pH-Optimum
(pH 4,5) wird diese Reaktion rickgangig gemacht und bereits glucuronidiertes

Produkt wieder nachweisbar.

2.2.3.2 Reagenzien

Stammldésungen: EC und DC wurden mit einer Konzentration von 10mg /ml,

ER in einer Konzentration von 1mg /ml in DMSO gel6st. Diese Stammlésungen
wurden aliquotiert bei -20°C gelagert.

B-Glucuronidase wurde mit 10.000U/ml In Ammoniumazetat-Puffer (s.u.) gelost

und bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.

Substrathaltige Medien: L-15 Leibowitz Medium bzw. Williams’ Medium E wur-

den wie zur Herstellung von Zellkulturen supplementiert.
Medium 1: Zu 9ml des Mediums wurden 12ul der EC zugegeben,
so dass das Medium EC in einer Konzentration von 70umol/l enthielt.

Medium 2: Zu 9ml des Mediums wurden 12ul der EC-
Stammldsung, 21,6l der ER-Stammldésung und 3ul der DC-Stammlésung zu-
gegeben, so dass das Medium EC in einer Konzentration von 70umol/l, ER und
DC in einer Konzentration von 10umol/l enthielt.
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Medium 3: Zu 9ml des Mediums wurden 21,6ul der ER-Stammlésung und
3ul der DC-Stammldsung zugegeben, so dass das Medium ER und DC in einer

Konzentration von 10umol/l enthielt.

Inkubationspuffer:

Ammoniumazetatpuffer: 15,416g Ammoniumazetat wurden abgewogen und in

900ml Aqua ad injectabilia gelost. Der pH-Wert wurde mit Essigsaure auf 4,5
eingestellt. AnschlieRend wurde mit Aqua ad injectabilia auf einen Liter aufge-
fullt. Der so hergestellte Puffer enthielt Ammoniumazetat in einer Konzentration
von 200mmol/l und wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Ammoniumazetatpuffer mit Glucuronidase: Zu 9,9ml des Ammoniumazetat-

puffers wurden 100ul der B-Glucuronidase Stammldsung gegeben. Der so her-
gestellte Puffer enthielt p-Glucuronidase mit einer Aktivitat von 100U/ml und
wurde bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

Glycinpuffer: 120,112g Glycin wurden abgewogen und in 800ml
Aqua ad injectabilia geltdst. Der pH-Wert wurde mit Natriumhydroxid-Platzchen
auf 10,3 eingestellt. Anschliel3end wurde mit Aqua ad injectabilia auf einen Liter
aufgefpullt. Der so angesetzte Puffer enthielt Glyzin in einer Konzentration von
1,6mol/l und wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Standards:

7-HC: Zur Erstellung der Stammlésung mit einer Konzentra-
tion von 100mmol/l wurden 187mg 7-Hydroxycoumarin in 11,536ml DMSO ge-
|6st. 20l dieser Stammlésung wurden mit dem entsprechenden Medium auf
2ml aufgeflllt. Aus der so hergestellten Losung wurden im entsprechenden Me-
dium die einzelnen Standards hergestellt. Die Eichreihe fur die Zellkulturversu-
che umfasste folgende Konzentrationen: 0, 1, 3, 5, 10 und 30umol/l. Die Eich-
reihe fur die Kreislaufversuche bestand aus folgenden Konzentrationen: 0,10,
20, 30, 40 60, 80, 100umol/l.

Resorufin: Zur Herstellung der Stammlésung mit einer Konzent-
ration von 100mmol/ml wurden 89,4mg Resorufin abgewogen und in 3,801ml
DMSO gel6st. 20pl dieser Stammlésung wurden mit dem entsprechenden Me-

dium auf 2ml aufgefullt. Aus der so hergestellten Losung wurden im entspre-
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chenden Medium die einzelnen Standards mit folgenden Konzentrationen her-
gestellt: 0, 100, 300, 500, 1000, 3000nm.

2.2.3.3 Durchfuhrung der Messungen

2.2.3.3.1 Cytochrom P450-Aktivtatsbestimmung in den Zellkulturen

Bestimmt wurde die Cytochrom P450 Aktivitdt zu sechs verschiedenen Zeit-

punkten nach der Zelleinsaat in die Zellkulturplatten (Tab. 1)

Rattenleberzellkulturen Schweineleberzellkulturen
Zeitpunkt Zeit [h] SD Zeit [h] SD
1 2,35 11 4,71 0,9
2 19,68 1,3 18,85 1,7
3 26,79 1,8 27,94 2,5
4 43,23 15 43,36 1,7
5 51,93 2 51,44 2,2
6 70,08 0,34 68,52 1,6
Tabelle 1: Messzeitpunkte in den Zellkulturversuchen

Verwendet wurde zu jedem Zeitpunkt immer eine ganze Zellkulturplatte.

Es wurden drei Gruppen gebildet. Eine Gruppe erhielt ausschliel3lich 7-EC als
Substrat, eine Gruppe ER und DC und die dritte Gruppe erhielt die Kombination
aus EC, ER und DC. Jede Gruppe wurde nochmals in 2 Pools unterteilt, so
dass auf einer Platte mit jeder Substratkombination zwei unabhangige Versu-
che durchgefuhrt wurden.

Zu Beginn wurde das Kulturmedium vorsichtig aus den Kavitdten abgesaugt
und durch 1ml substrathaltiges Medium ersetzt, dessen Rest als Nullwert auf-
gehoben wurde. Nach 60min Inkubationszeit bei 37°C und 5% CO, wurde die
Zellkulturplatte aus dem Brutschrank genommen und das Pooling der Proben
durchgefiihrt: Je 200ul Probenvolumen pro Kavitdt wurden in einem 1,5ml

Reaktionsgefal vereinigt.
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Die Fluoreszenz-Messung erfolgte auf Mikroplatten mit 96 Kavitaten. Auf diese
Platten aufgetragen wurden je 60ul der Eichreihen mit 7-HC bzw. Resorufin in
Doppelbestimmung sowie pro Pool je sechsmal die Null- und die 60min-Proben.
Zu je drei dieser Null- und 60min-Proben wurden anschlieRend je 60ul des
Ammoniumazetat-Puffers ohne Glucuronidase, zu den anderen drei je 60ul des
Ammoniumazetat-Puffers mit Glucuronidase zugegeben. Zu den Standard-
Proben wurde Ammoniumazetat-Puffer ohne Glucuronidase zugegeben. Die
Mikroplatte wurde mit einer Klebefolie verschlossen und tGber Nacht bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden in jede Kavitat je 180ul des
Glycinpuffers gegeben und die Fluoreszenz bei den entsprechenden Wellen-
langen (Resorufin: Ex. 530nm, Em: 590nm; 7-HC: Ex: 360nm, Em: 460nm) mit

dem Cytofluor 1I-Gerat gemessen.

2.2.3.3.2 EROD- und ECOD-AKktivitatsbestimmung in den Kreislaufversuchen

Die nach Protokoll aus dem Kreislauf entnommen Proben wurden direkt nach
der Entnahme geteilt. Aus jedem Teil wurden drei Mal 60pl Probenvolumen auf
eine Mikroplatte mit 96 Kavitdten aufgetragen. Zusatzlich wurden die Stan-
dardwerte im jeweiligen Medium in Dreifachbestimmung aufgetragen. Zu den
Standardwerten und zu je einem der drei Probenvolumina wurden je 60ul Am-
moniumazetat-Puffer ohne Glucuronidase zugegeben. Zu den verbliebenen
Probenvolumina wurden je 60ul Ammoniumazetat-Puffer mit Glucuronidase
zugegeben. Zu jedem Zeitpunkt wurden die Proben somit doppelt ohne
Glucuronidase und vierfach mit Glucuronidase bestimmt. Die Mikroplatte wurde
mit einer Klebefolie verschlossen und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Anschlie-
Rend wurden in jede Kavitat je 180ul des Glycin-Puffers gegeben und die Fluo-
reszenz bei den entsprechenden Wellenldngen (Resorufin: Ex. 530nm, Em:
590nm; 7-HC: Ex: 360nm, Em: 460nm) mit dem Cytofluor II-Gerat gemessen.

2.2.3.3.3 Auswertung

Aus den Standardwerten wurde eine Standardkurve erstellt und die Geradeng-

leichung zur Berechnung der Konzentrationen der Proben bestimmt.
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2.2.3.3.4 Auswertung Zellkulturversuche

Die mittels Standardkurve ermittelte Konzentration [umol/l] des Nullwertes wur-
de von der des 60-minuten-Wertes abgezogen, zur Bestimmung der Menge
des umgesetzten Produktes durch 1000 geteilt (Inkubationsvolumen war 1ml)
und angesichts der Inkubationszeit von einer Stunde zur Darstellung des Er-
gebnisses in U (umol/min) noch einmal durch 60 geteilt. Dieses Ergebnis wur-
de durch die in der entsprechenden Kavitat gemessene Proteinmenge dividiert
und so die proteinbezogene Aktivitat berechnet.

2.2.3.3.5 Auswertung der Kreislaufversuche

Unter Berlcksichtigung des Kreislaufvolumens und der durch die
Probennahme aus dem Kreislauf entfernten Produktmenge wurde fiir jeden
Messpunkt die bis dahin produzierte Menge 7-HC berechnet. Weiterhin wurde
die jeweils zwischen zwei Zeitpunkten produzierte Menge 7-HC berechnet und
durch die zwischen diesen Messpunkten verstrichene Zeit dividiert und so die
ECOD-AKktivitat fur diesen Zeitraum bestimmt.

2.2.4 Proteinbestimmung

2.2.4.1 Testprinzip

In der erstmals 1976 von Bradford beschriebenen Farbemethode werden als
Coomassie-Brillantblau bezeichnete blaue Saurefarbstoffe verwendet. In der
Gegenwart von Proteinen verschiebt sich deren Absorptionsmaximum von 465
zu 595nm [4].

2.2.4.2 Reagenzien

Bradford-Reagenz: 100mg Coomassie Blue G wurden in 50ml Ethanol

geldst. Anschlielend wurden 100ml Phosphorsdure zugegeben und mit Aqua
ad injectabilia auf 250ml aufgefullt. Diese Stammldsung wurde bei Raumtempe-
ratur gelagert. Zur Herstellung des eigentlichen Bradford-Reagenz' wurde die-
ser Stamm 1:4 mit Aqua ad injectabilia verdunnt.

Standards: Zur Herstellung der Standards wurden 4,3mg BSA abgewogen und
mit PBS auf 43ml aufgefullt. Aus diesem Stamm der Konzentration 100ug
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BSA/ml wurden durch weitere Verdinnung mit PBS Standards mit folgenden
BSA-Konzentrationen erstellt: Opg/ml, 20pg/ml, 40pg/ml, 60pug/ml, 80ug/ml,

100pg/ml. Diese Standards wurden bei -18°C im Gefrierschrank aufbewabhrt.
2.2.4.3 Vorgehen

2.2.4.3.1 Vorbereiten der Proben

Unmittelbar nach Durchfihrung der Versuche mit den Zellkulturen wurde das
Medium aus den Zellkulturplatten abgesaugt und in jedes Well 500ul PBS ge-
geben und kréftig geschattelt. Dieser Vorgang wurde wiederholt. Anschliel3end
wurden die Zellen sorgfaltig unter Vermeidung von Aerosolbildung mit dem Ult-
raschallstab lysiert. Analog zum Pooling der EROD- und ECOD- Aktivitatsbe-
stimmung wurden aus jeder Kavitdt 200ul Probenvolumen entnommen und in
einem 1,5ml Reaktionsgefald vereinigt. Die so erhaltenen Proben wurden bis
zur Messung im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt. Zur Messung wurden die

Proben nach Bedarf, meist 1:5 mit PBS vedinnt.

2.2.4.3.2 Messung

Auf einer 96-Well Platte wurden aufgetragen: 50pul der einzelnen Standards in
Dreifachbestimmung und in entsprechender Verdiinnung 50ul der Proben aus
den Zellkulturen in Doppelbestimmung aufgetragen. In jedes Well wurden
250ul Bradford-Reagenz zugegeben und die Platte 5-30min bei Raumtempera-
tur inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion bei 595nm im Photometer
(ELISA-Reader) bestimmt.

2.2.4.4 Auswertung

Aus den Werten der Standards wurde eine Geradengleichung ermittelt, wobei
klar nicht im linearen Bereich liegende Messwerte ausgeblendet wurden. Mit-
tels dieser Gerade und dem Probenvolumen wurde die in einem Welle enthal-
tene Proteinmenge berechnet. War der Variationskoeffizient >20% oder die
Messwerte aulR3erhalb der Standardkurve, so wurde die Messung bei Bedarf in

einer hoheren Verdinnung wiederholt.
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2.25 Leberersatzverfahren

2.2.5.1 Herstellung der Medien

Medium: Williams’ Medium E wurde wie fur die Zellkulturen
supplementiert (Kap. 2.2.1.4.1)

Plasma: Vollheparinisiertes Schweineplasma wurde zentrifu-
giert, der Uberstand als Plasma abgenommen und bei -80°C gelagert. Zu 500ml
dieses Plasmas wurden zugegeben: 2,5ml Heparin und 5ml Gentamycin.
Substrate: In 10ml Medium bzw. Plasma wurden gelost: 25mg
Sorbitol, 250mg Galaktose, 10mg NH;Cl und 266ul 7-Ethoxycoumarin
(70pmol/l).

2.25.2 Kreislaufversuche

2.2.5.2.1 Aufbau des Kreislaufes

Folgender Kreislauf wurde aufgebaut: Von einem Reservoir aus es ging durch
eine Peristaltikpumpe und durch einen Heizschlauch, dessen Temperatur so
eingestellt war, dass die Temperatur im Leberzellreaktor 37°C betrug. Es folgte
die Sauerstoffmesssonde 1 und danach der Lerberzellreaktor. Aus diesem her-
aus ging es vorbei an der Sauerstoffmesssonde 2 wieder zuriick in das Reser-
voir (Abb.7)

/ Reservoir

%, Temp.
Druck-
l" messung
Heizung

Reaktor —» /
O2, Temp.
Sauerstoff- \_4.//
versorgung

Abbildung 7: Schemazeichnung des Kreislaufaufbaus
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2.2.5.2.2 Kreislaufversuche mit nativ praparierten Hepatozyten

Der Kreislauf wurde zunachst mit 200ml Medium geflllt. Der eigentliche Ver-
such begann mit der Zugabe von 10ml der Schweinehepatozytensuspension
entsprechend 8 x 10" Zellen. Von diesem Zeitpunkt ab wurden nach Protokoll
Proben genommen (bis 15min alle 3min, bis 1 h alle 5min, bis 2 h alle 10min,
bis 4 h alle 30min, anschlielend Pause Uber Nacht und ab 21 h jede Stunde).
Das Probenvolumen betrug jeweils 1ml. Direkt nach der Probenname wurde
das Probenvolumen geteilt um moglichst unabhangige Doppelbestimmung zu
ermdglichen und die Proben bis zur Messung im Kuhlschrank bei 4°C gelagert.
Nach 12 Minuten wurden die Substrate in Medium zugegeben. Nach 22 Stun-
den wurde das Medium aus dem Kreislauf entfernt und durch 100ml Plasma
ersetzt. Direkt danach wurden die Substrate in 10ml Plasma zugegeben. An-
schlieRend wurden bis Versuchszeit 26 Stunden alle 30 Minuten, danach stiind-
lich Proben entnommen. Versuchsende war nach einer weiteren Nacht bei 44

Stunden Versuchszeit.

2.2.5.2.3 Kreislaufversuche mit kryokonservierten Hepatozyten

Der Kreislauf wurde zunachst ohne den Reaktor aufgebaut, mit 100ml Plasma
gefillt und die in 10ml Plasma geldsten Substrate zugegeben. Das bereits vor
dem Einfrieren mit Hepatozyten besiedelte kryokonservierte Vlies wurde aus
der Stickstofftonne genommen und zum antauen 10min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. AnschlieRend wurden die Folien entfernt und das Vlies unter
sterilen Bedingungen in den Reaktor eingebaut. Manuell wurde mit einer 50ml
Spritze Hanks’ leicht Druck auf das noch gefrorene Vlies ausgelbt bis es
durchgéngig war. Die ersten durchgeflossenen 20ml wurden in
Milliliterportionen in 1,5ml Reaktionsgefallen aufgefangen und daraus spéater
die LDH-Aktivitdt bestimmt. Nachdem der Reaktor mit 50ml Hanks’ gespdlt
worden war wurde er in den Kreislauf eingebaut, womit der eigentliche Versuch
begann. Bis Versuchszeit 6 Stunden wurden alle 30 Minuten Proben genom-
men, danach alle 60 Minuten. Zwischen 10 und 21 Stunden Versuchszeit war

Nachtpause. Versuchsende war nach 24 Stunden Versuchszeit.
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2.2.6 Messung der Proben aus den Kreislaufversuchen

Nach Protokoll wurden dem Kreislauf zu jedem Zeitpunkt 1ml Probe entnom-
men. Diese Probe wurde, um mdglichst unabhangige Doppelbestimmungen zu
ermdglichen sofort nach der Entnahme geteilt und bei 4°C im Kihlschrank ge-
lagert. Gemessen wurde die 7-HC-Konzentration wie unter 2.2.4.4. beschrie-
ben. AuRerdem wurden bestimmt: Die LDH-Aktivitat, die Glucose-
Konzentration, die Albumin-Konzentration, die Harnstoff-Konzentration, die
Ammoniak-Konzentration, die Galaktose-Konzentration und die Sorbitol-

Konzentration
2.2.6.1 Bestimmung der LDH-Aktivitat

2.2.6.1.1 Testprinzip

LDH katalysiert folgende Reaktion:

LDH

Pyruvat + NADH + H* Lactat + NAD"

Die Geschwindigkeit der NADH Abnahme wird photometrisch bestimmt und ist
der LDH-AKktivitat direkt proportional.

2.2.6.1.2 Reagenzien
Verwendet wurde der LDH-Kit 1.14869.0001 der Firma Merck, Darmstadt.

Der Versuchsansatz enthielt folgende Endkonzentrationen: 50mM Phosphatpuf-
fer pH 7,5, 0,6mM Natriumpyruvat und 0,18mM NADH.

2.2.6.1.3 Durchfiihrung

Die Bestimmung der LDH-Aktivitdt wurde automatisiert mit dem Vitalab-Eclipse
Gerat durchgefihrt.

Zu 500ul Reagenzlésung wurden 10ul Probe pipettiert, gemischt und nach einer
Minute Uber zwei Minuten die Extinktionsabnahme bei 340nm und 37°C ge-

messen.
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2.2.6.1.4 Auswertung

Die LDH Aktivitat wurde wie folgt berechnet:
Enzymaktivitét [U/I] = [OE/min] x F (F fur 340nm = 8095)

2.2.6.2 Bestimmung der Glucose-Konzentration

2.2.6.2.1 Testprinzip

Glucose-Dehydrogenase (Gluc-DH) katalysiert die Oxidtion von Glucose nach

folgender Gleichung:

Gluc-DH
B — D-Glucose + NAD* —————= D-Gluconolacton + NADH + H*

Die Menge des gebildeten NADH ist der Glucose-Konzentration proportional.

2.2.6.2.2 Reagenzien
Verwendet wurde der Glucose-Kit 1.14853.0001 der Firm Merck, Darmstadt.

Der Versuchsansatz enthielt folgende Endonzentrationen: 2=144mM
Hepespuffer pH 7,6, 2720mM Kaliumchlorid, 2792U/l Gluc-DH, 23,6mM NAD".

2.2.6.2.3 Durchfiihrung
Die Bestimmung der Glucose-Konzentration wurde automatisiert mit dem

Vitalab-Eclipse Gerat durchgefihrt.

Zu 400ul Reagenzlésung wurden 5ul Standard bzw. Probe gegeben, gemischt
und nach einer Minute tUber 2 Minuten die Extinktionszunahme bei 340nm und
37°C gemessen.

2.2.6.2.4 Auswertung

Die Glucose-Konzentration wurde wie folgt berechnet:

. ndardkonzentration
Glucose — Konzentration = Standardkonzentratio X AE (P)

AE (St)
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2.2.6.3 Bestimmung der Albumin-Konzentration

2.2.6.3.1 Prinzip

Bromcresylgriin reagiert bei pH 4,2 mit Aloumin quantitativ zu einem intensiv

blaugefarbten Farbstoff:

Albumin + Bromcresolgrin ————= Albumin BCG - Komplex

Die Extinktion des gebildeten Farbstoffes bei 578nm ist proportional zur

Albuminkonzentration der Probe.

2.2.6.3.2 Reagenzien
Verwendet wurde der Albumin-Kit 1.14819.0001 der Firma Merck, Darmstadt.

Der Versuchsansatz enthielt folgende Endkonzentrationen: 100mM Bernstein-

saure-

Puffer pH 4,2 und 0,21mM Bromcresolgrun.

2.2.6.3.3 Durchfiihrung
Die Bestimmung der Albumin-Konzentration wurde automatisiert mit dem

Vitalab-Eclipse Gerat durchgefihrt.

Zu 500pul wurden 5ul Standard bzw. Probe gegeben, vermischt, finf Minuten

bei 25°C inkubiert und anschlieRend die Extinktion bei 578nm gemessen.

2.2.6.3.4 Auswertung
Zunachst wurde von den Extinktionswerten der Probe und des Standards der
Reagenzienleerwert abgezogen:

DEst = Est-Eriw

DEp = Ep-ErLw

Anschliel3end wurde Albuminkonzentration wie folgt berechnet:

Albuminkonzentration (c) = Standardkonzentration x —=

St
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2.2.6.4 Bestimmung der Harnstoffkonzentration

2.2.6.4.1 Testprinzip

Harnstoff wird vollautomatisch entsprechend folgenden zwei Teilschritten um-

gesetzt:

. Urease
Harnstoff + H,O + 2H E—— CO, + 2NH,"

GIDH

2NH," + 2 2-Oxoglutarat + 2 NADH 2 2-Glutamat + 2 NAD" + 2H,0

Die Abnahme der NADH-Extinktion pro Zeiteinheit ist proportional der Harn-

stoffkonzentration.

2.2.6.4.2 Reagenzien
Verwendet wurde Harnstoff-Kit 1.14855.0001 der Firma Merck, Darmstadt.

Der Versuchsansatz enthielt folgende Endkonzentrationen: 9mM 2-
Oxoglutarat, 0,3mM NADH, 0,8mM ADP, =1,2kU/l GIDH, =4,5kU/| Urease.

2.2.6.4.3 Durchfiihrung

Die Bestimmung der Harnstoff-Konzentration wurde automatisiert mit dem
Vitalab Eclipse Gerat unter folgenden Konditionen durchgefuhrt: Reagenztem-
peratur: 25°C, Wellenlange 340nm, Schichtdicke: 1cm, Messtemperatur: 25°C.

Zu 2000ul Reaktionslésung wurden 10ul Standard bzw. Probenvolumen oder
gegeben und gemischt, als Reagenzienleerwert wurden 2000ul Reaktionslo-
sung verwendet. Nach einer Minute wurden die E; Werte und nach funf weite-

ren Minuten die E; Werte gemessen.
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2.2.6.4.4 Auswertung

Zunachst wurden wie folgt die Veranderungen der Extinktionen fur Standard

und Proben berechnet:
AEst = (E1 — E2)st — (E1 — E2)riw
AEp = (E1 — E2)p — (E1 — E2)rLw

AnschlielRend wurde die Harnstoff-Konzentration berechnet:

) . AE
Harnstoff — Konzentration = Standardkonzentration x P
St

2.2.6.5 Bestimmung der Ammoniak-Konzentration

2.2.6.5.1 Testprinzip
Ammoniak wird von Glutamat-Dehydrogenase (GDH) entsprechend folgender

Reaktion umgesetzt:

GDH
NH, + Ketoglutarat + NADH ————= Glutamat + NAD

Die Abnahme der Extinktion bei 340nm ist dabei der Konzentration von NH3

proportional.

2.2.6.5.2 Reagenzien
Verwendet wurde der Ammoniak-Kit der Firma Rolf Greiner BioChemica,

Flacht.

Der Versuchsansatz enthielt folgende Endkonzentrationen: 1mM ADP, 0,25mM
NADH, 4U/ml GDH, 4U/ml LDH, 40mM Triethanolamin pH 7,9, 1,5mM EDTA,
10mM Ketoglutarat.

2.2.6.5.3 Durchfuhrung

Die Bestimmung der Ammoniak-Konzentration wurde automatisiert mit dem
Vitalab Eclipse Geréat mit folgenden Einstellungen durchgefiihrt: Wellenlange:
340nm, Temperatur: 37°C.
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Als Reagenzienleerwert wurde Aqua bidest., verwendet Direkt nach Zugabe
von Ketoglutarat zum Start der Bestimmungreaktion wurde E; gemessen,
sechs Minuten spéter, als die Reaktion zu 100% abgelaufen war, wurde E,

gemessen.

2.2.6.5.4 Auswertung
Zunéchst wurden die Extinktionsveranderungen wie folgt berechnet:
Eprobe = [(E1probe X 0,85) — E2probe] — [E1rLw X 0,85] — Ezriw]
Estandard = [(Estandard X 0,85) — Estandard] — [E1rLw X 0,85] — Ezriw]

Anschliel3end wurde die Ammoniak-Konzentration wie folgt berechnet:

i . Konz.
Ammoniak — Konzentration = E,,, X ————rerd

Standard

2.2.6.6 Bestimmung der Galactose-Konzentration

2.2.6.6.1 Testprinzip

D-Galactose wird durch NAD von B-Galactose -Dehydrogenase (Gal-DH) bei

pH 8,6 zu D-Galactonsaure oxidiert.

+ Gal-DH . +
D-Galactose + NAD"™ ————= D-Galactonsaure + NADH + H

Die wahrend der Reaktion gebildete NADH-Menge ist der Galactose-Menge

aguivalent und kann photometrisch bei 340nm bestimmt werden.

2.2.6.6.2 Reagenzien

Verwendet wurde ein Kit der Firma Bohringer Mannheim. Es wurden folgende
Endkonzentrationen erreicht: 5mg /I NAD", 2,3U/I Gal-DH. Zusétzlich waren
enthalten: Citrat-Puffer pH 6,6, Magensiumsulfat, Kaliumsiphosphat-Puffer pH
8,6.
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2.2.6.6.3 Durchfiihrung

Die Messung der Galactose-Konzentration wurde automatisiert mittels des
Vitalab-Eclipse Gerates mit folgenden Einstellungen durchgefiihrt: Wellenlan-
ge: 340nm, Schichtdicke: 1cm, Temperatur: 25°C.

Die Reaktionldsung wurde mit der Probe bzw. Lactosestandard vermischt, E;
gemessen, anschlieend die Reaktion durch Zugabe von Gal-DH gestartet.
Nach Stillstand der Reaktion nach ca. 15 Minuten wurde E, gemessen. Als

Leerwert wurde Aqua bidest. verwendet.

2.2.6.6.4 Auswertung

Zunachst wurde wie folgt die Extinktionsdnderung berechnet:

AE = (EZ - El)Probe - (EZ - El)Leerwert

Anschlielend wurde die Galactose-Konzentration nach folgender Formel be-

rechnet;

c-— VXMG x AE[g/1]
e xd xvx1000

V = Testvolumen, v = Probenvolumen,mg = Molekulargewicht (180,16),

d = Schichtdicke (1cm), € = Extinktionskoeffizient von NADH (6,3 bei 340nm)
2.2.6.7 Bestimmung der Sorbitol-Konzentration

2.2.6.7.1 Testprinzip

D-Sorbit wird in Gegenwart des Enzyms Sorbit-Dehydrogenase (SDH) durch
NAD zu D-Fructose oxidiert, wobei reduziertes NADH entsteht. Das Gleichge-
wicht der Reaktion liegt weitgehend auf der Seite von NAD und D-Sorbit. Es
wird auf die Seite von Fructose verschoben, indem das gebildete NADH in ei-
ner nachfolgenden Reaktion in Jodnitro-tetrazoliumchlorid (INT) reagiert. Es
bildet sich in einer irreversiblen Reaktion in Gegenwart von Diaphorase ein

Formazan mit einem Absorptionsmaximum bei 492nm.
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2.2.6.7.2 Reagenzien

Verwendet wurde ein Kit der Firma Boéhringer (Mannheim) mit folgenden L6-

sungen:
Lésung 1: Kaliumphophat/Triethanolamin-Puffer, pH 8,6, Triton X 100

Lésung 2: in Aqua bidest. geléste Diaphorase (1600U/l), NAD (11,2g/l), Stabi-

lisatoren

Losung 3: in Aqua bidest. gelostes INT

Lésung 4: in Aqua bidest geléste SDH (4,2 x 10*U/)

2.2.6.7.3 Vorgehen

Der Test wurde auf einer 96-Well-Platte durchgeftihrt. Pro Well wurden 40l
Lsg. 1, 13pl Lsg. 2, 13pul Lsg. 3 und 127ul Ampuwa gemischt, danach 7ul Probe
zugegeben. Fiur eine Platte (gerundet 100 Wells) wurden also 4ml Lsg. 1,

1,33ml Lsg. 2, 1,33ml Lsg. 3 und 12,67ml Ampuwa angesetzt.
Die Proben wurden 1:4 verdinnt eingesetzt (5ul Ampuwa, 1,7ul Probe)

Eine Standardkurve bestehend aus 0, 25, 50, 75, 100, 130, 160, 200ug/ml

Sorbitol wurde ebenfalls auf die Platte pipettiert.

Wenn Reagenz und Proben bzw. Standards auf der Platte waren, kam die L6-
sung 4 (da Enzym), ebenfalls 1:4 verdiunnt (150ul Losung 4 + 450ul Ampuwa),
dazu. Pro Well wurde 5pul des verdinnten Enzyms dazugegeben und rasch der
Nullwert im Photometer gemessen (492nm). Die zweite Messung erfolgte nach
30 Minuten.
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2.2.6.7.4 Auswertung

Aus den Standards wurde eine Standardkurve erstellt (Abb. 8) und mittels einer

daraus berechneten Geradengleichung die Werte der Proben bestimmt.

0,15

0,10 /

0,05

O.D.

0,00

0 50 100 150 200
Sorbitol [ug/ml]

Abbildung 8: typische Standardkurve fir die Sorbitolbestimmung

2.2.7 Statistische Methoden

Um von der Annahme einer Normalverteilung der Messergebnisse frei zu sein,
wurden in dieser Arbeit ausschlieBlich nicht-parametische Tests zur
Signifikanzprufung eingesetzt. Zur Auswertung wurde das Programm Jump in
der Version 3.1.2 (SAS Institute Inc., Cary NC, USA) benutzt.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit unter 0,05 wurde als statistisch signifikant be-

trachtet.

Der Lagevergleich zweier Stichproben wurde mit dem Vorzeichen-
Rangsummentest nach WILCOXON durchgefuhrt [27].

Bei Berechnungen von Korrelationen wurde zur Vermeidung vermeintlicher
Korrelationen durch einzelne stark abweichende Messwerte der
nonparamatrische Test nach SPEARMAN verwendet [103].

Die Fehlerbalken in den Grafiken reprasentieren den Standardfehler des arith-
metischen Mittelwerts; die im Text und in Tabellen angegebenen Abweichun-

gen sind Standardabweichungen.
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3 Ergebnisse

3.1 Methodenevaluierung der Bestimmung der 7-
Ethoxyresorufin- und 7-Hydroxycoumarin-
Deethylase (EROD und ECOD) Aktivitat

3.1.1 Linearitat der Methode

Um zu zeigen, dass die Fluoreszenz der Produktkonzentration linear ansteigt
wurde je eine Eichreihe mit 7-Hydroxycoumarin (7-HC) und mit Resorufin her-
gestellt. Die Korrelationskoeffizienten beider Eichreihen waren grof3er 0,999
(Abb. 9).

4000+ 35004
R > 0,999

3500 3000 R > 0,999
= 3000 = 2500
‘N 2500 =
c N 2000+
& 2000 3
3 » 1500
5 1500 2
=}
T 1000- {2 1000+

500 500-

0% T T T y y y 0ls ; : : : ; :
0 5 10 15 20 25 30 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Konzentration 7-Hydroxycoumarin [uM] Resorufin-Konzentration [nM]
Abbildung 9: Linearitéat zwischen Fluoreszenzeinheiten und Produktkonzentration

3.1.2 Prazision der Methoden

Um die Préazision der Methode zu bestimmen wurden die Messwerte der Eich-

reihen mit jeweils 648 Einzelmessungen auf Reproduzierbarkeit tberprift (Abb.
10)

Die Varianzen der Methoden betrugen:
Eichreihe 7-Hydroxycoumarin: 9%

Eichreihe Resorufin: 5%
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Abbildung 10: Prazision:Verteilung der Messwerte fiir folgende Beispiele: 10uM 7-HC und
500nM Resorufin

Die Steigungen der Eichreihen (in Williams’ Medium E fur die Versuche mit den

Schweineleberzellen) variierten folgendermal3en (Abb. 11):
7-HC: 8,6+0,4nmol/Fluoreszenzeinheit

Resorufin: 946+44fmol/Fluoreszenzeinheit.

“
ET I
NN\ = g
R
Stelgung der Elchrelhe [nmol 7- HC | FE] Stelgung der Elchrelhe [nmol Resorufln / FE]

Abbildung 11: Reproduziertbarkeit der Eichreihensteigung 7-HC und Resorufin

3.1.3 Haltbarkeit der Produkte

Die Eichreihen wurden bei -20°C gelagert und bei jedem Versuch mitgemessen.

Hier sollte gezeigt werden, dass die Eichreihen auch nach einer langeren Lage-
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rung noch die gleiche Steigung haben und entsprechend die Produkte der Ver-
suche lagerungsstabil sind.

Die Steigungen der Uber 60 Tage alten 7-HC-Eichreihen waren um den Faktor
1,026 hoher als die der weniger als 20 Tage alten 7-HC-Eichreihen.

Die Steigungen der tUber 60 Tage alten Resorufin-Eichreihen waren um den
Faktor 0,988 niedriger als die der weniger als 20 Tage alten Resorufin-
Eichreihen (Abb. 12).
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Abbildung 12: Steigung der 7-HC und Resorufin Eichreihe in Abhéngigkeit von der Dauer der Kon-
servierung der Standards

3.1.4 Linearitat der ersten Stunde

Hier sollte gezeigt werden, dass innerhalb der ersten Stunde die Produktkon-
zentration linear zunimmt und somit die Reaktionsgeschwindigkeit konstant und

nicht von der Substratkonzentration abhangig ist.

Zwei Mal wurden Rattenleberzellen mit EC bzw. mit ER Uber zwei Stunden
inkubiert. Zu Beginn, sowie nach 15, 30, 45, und 60min wurden Proben ge-
nommen und ohne bzw. mit Glucuronidase Uber Nacht inkubiert.
Ammoniuamacetatpuffer wurde dazugegeben und die Fluoreszenz bei den ent-
sprechenden Wellenl&dngen gemessen.

Sowohl fir die Produktion von 7-HC als auch fur Resorufin zeigte sich ein linea-
rer Anstieg der Produktkonzentration innerhalb der ersten Stunde mit einem
Korrelationskoeffizienten zwischen Zeit und Fluoreszenzzunahme von >0,99
(Abb. 13).
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Abbildung 13: Linearitat der ECOD-und EROD-Aktivitat wahrend der ersten Stunde

3.1.5 Einfluss der Inkubationszeit

Der Uberstand aus den Versuchen wurde bis zum néchsten Tag mit
Ammoniumazetatpuffer inkubiert. Ob die Lange dieser Inkubationszeit einen
Einfluss hat wurde in folgendem Versuch untersucht:

Um hohe Produktkonzentrationen zu erreichen und somit auch kleine Unter-
schiede deutlicher darstellen zu kdnnen wurden die Zellen funf Stunden mit ER
bzw. EC inkubiert. Die Uberstande wurden auf sechs Platten verteilt und unter-

schiedlich lang im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Die gemessene Konzentration von 7-HC war nach einer Inkubationszeit von
vier Stunden mit Schwankungen um den Faktor 0,1 konstant wahrend die ge-
messene Konzentration von Resorufin nach einer Inkubationszeit von vier
Stunden zwar langsamer aber dennoch weiter stieg und zwischen 19 und 47

Stunden Inkubationszeit Schwankungen um den Faktor 0,21 zeigte (Abb. 14).
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Abbilduna 14: Einfluss der Inkubationszeit auf die aemessene ECOD-bzw. EROD-Aktivitat
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3.2 Praparation der Leberzellen

3.2.1 Leberzellpraparation aus Lewis-Ratten

Prapariert wurden die Lebern von sechs Ratten. Die Ratten hatten ein mittleres
Gewicht von 235+56g (130g bis 280g). Die durchschnittliche Ausbeute an
Hepatozyten betrug 3,6+1,7 x 108 Zellen. Die Vitalitat der Zellen betrug im Mit-
tel 87+9%.

3.2.2 Leberzellpraparation aus Schweinen

3.2.2.1 Fir die Leberzellkulturen

Prapariert wurden die Lebern von sieben Schweinen. Die Schweine hatten ein
mittleres Gewicht von 9,8+1,4kg (8,0kg bis 11,5kg). Die durchschnittliche Aus-
beute an Hepatozyten betrug 1,3+0,5 x 10*° Zellen. Die Vitalitat der Zellen be-
trug im Mittel 96+£2%.

3.2.2.2 Fur das Leberersatzverfahren

Prapariert wurden die Lebern von acht Schweinen. Die Schweine hatten ein
mittleres Gewicht von 31+42kg (8,9kg bis 95kg). Die durchschnittliche Ausbeu-
te an Hepatozyten betrug 8,8+6,3 x 10° Zellen. Die Vitalitat der Zellen betrug
im Mittel 96+2%.

3.3 Kryokonservierung von Schweinehepatozyten

Sieben Mal wurden kryokonservierte Schweinehepatozytensuspensionen auf-
getaut und in Zellkulturen eingebracht. Von maximal méglichen 9,6 x 107 Zellen
betrug die mittlere Ausbeute 4,7+2,4 x 10" Zellen. Der Verlust an Zellen durch
die Kryokonservierung betrug somit nach Dichtegradientenzentrifugation mit
30-40% Percoll 51+25%. Die Vitalitat der aufgetauten Zellen betrug 95+4%.
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3.4 Ergebnisse der Zellkulturversuche

3.4.1 Protein in den Zellkulturversuchen

Die Proteinmenge in den nativen

Schweineleberzellkulturen stieg

fast kontinuierlich von o] “3 Sotwennaty

71+20ug/Wel nach 4,7 Stunden 1o i —4— Ratte

auf 102+20pg/Well nach 68,5 gﬂég L\&i/;ﬁg/i

Stunden (Abb. 15). g o) #—* é/é\é\g
T -

Die Proteinmengen in den Kulturen g Zg §/§/§/§/§

mit den kryokonservierten Schwei- o]

neleberzellen stiegen kontinuierlich R RN

von 39+24ug/MWell nach 4,7 Stun- Zeit ab Zelleinsaat [h]

den auf 57+30ug/Well nach 68,5 Abbildung 15 Protein in den Zellkulturen

Stunden (Abb. 15).

In den Kulturen der kryokonservierten Schweinehepatozyten war die Protein-
menge/Well bei gleicher eingesater Zellzahl durchschnittich um den Faktor

0,46%0,02 niedriger als in den Kulturen der nativen Schweinehepatozyten.

Die Proteinmenge in den nativen Rattenleberzellkulturen sank fast kontinuier-
lich von 105+30ug/Well nach 2,4 Stunden auf 60,8+20ug/Well nach 70 Stun-
den (Abb. 15).

3.4.2 ECOD-Aktivitat in den Zellkulturversuchen

Als Grundlage fur die Auswertung wurden die Versuche genommen, in denen
dem Kulturmedium nur EC und kein ER zugegeben wurde.

Sowohl bei den nativen und kryokonservierten Schweinehepatozyten als auch
bei den Rattenhepatozyten ging die ECOD-AKktivitat besonders bei Betrachtung
der proteinbezogenen Werte im Verlauf zurtick (Abb. 16). Im Einzelnen war fol-

gender Verlauf zu beobachten:
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3.4.2.1 Native Schweinehepatozyten

Zwischen Zeitpunkt eins und sechs sank die ECOD-Aktivitdt um den Faktor 0,6
von 150+88mU/g Protein bei vier Stunden auf 60+20mU /g Protein 69 Stunden
nach Zelleinsaat.

3.4.2.2 Kryokonservierten Schweinehepatozyten

Nach einem Anstieg der proteinbezogenen ECOD-Aktivitat von 130+68mU/g
Protein vier Stunden nach Zelleinsaat auf 138+39mU /g Protein nach 19 Stun-
den kam es zu einem fast kontinuierlichem Abfall der ECOD-Aktivitdt um den
Faktor 0,72 auf 36:21mU /g Protein nach 69 Stunden.

3.4.2.3 Rattenhepatozyten

Die proteinbezogene ECOD-Aktivitat wies mit einem Plateau bei ca. 102mU /g
Protein zwischen 19 und 52 Stunden nach Zelleinsaat qualitativ einen &hnlichen
Verlauf wie die der nativen Schweinehepatozyten auf. Dabei zeigte sich eine
Aktivitdtsabnahme um den Faktor 0,54 von 152+60mU /g Protein vier Stunden
nach Zelleinsaat auf 70+25mU /g Protein nach 69 Stunden.

3.4.2.4 Vergleich der ECOD-Aktivitaten

Die absolute ECOD-Aktivitat  war bei den kryokonservierten
Schweinehepatozyten im Mittel um den Faktor 0,6+0,1 niedriger als bei den
nativen Schweinehepatozyten. Bei einer Versuchszahl von 14 (native
Schweinhepatozyten) bzw. 13 (kryokonservierte Schweinehepatozyten) war
dieser Unterschied an den Zeitpunkten zwei bis sechs signifikant.

Die proteinbezogene Aktivitdt der nativen Schweinehepatozyten war im Mittel
um den Faktor 0,1+0,2 niedriger als die der kryokonservierten
Schweinehepatozyten. Dieser Unterschied war bei einer Versuchszahl von 14
(native Schweinhepatozyten) bzw. 13 (kryokonservierte Schweinehepatozyten)

an den Zeitpunkten vier und sechs signifikant.

3.4.3 EROD-Aktivitat in den Zellkulturversuchen

Als Grundlage fur die Auswertung wurden die Versuche genommen, in denen

dem Kulturmedium nur ER und kein EC zugegeben wurde.
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Die proteinbezogene EROD-Aktivitat war bei allen drei untersuchten Zellen un-
gefahr gleich grof3 und zeigte einen besonders bei den nativen und kryokonser-
vierten Schweinehepatozyten ausgepragten wellenformigen, tendenziell ab-
nehmenden Verlauf. Im einzelnen war folgender Verlauf zu beobachten (Abb.
16).

3.4.3.1 Native Schweinehepatozyten

Wellenformiger Verlauf der EROD-Aktivitat mit durchschnittichen Schwankun-
gen um den Faktor 0,35 zwischen vier und 52 Stunden nach Zelleinsaat. Die
proteinbezogene EROD-Aktivitdt betrug vier Stunden nach Zelleinsaat
19+18mU /g Protein. Das Maximum lag mit 20+4mU /g Protein bei 52 Stunden.
Nach 69 Stunden betrug die Aktivitdt 8+7mU /g Protein. Innerhalb der Beobach-
tungsdauer kam es zu einer Abnahme der EROD-AKktivitat um den Faktor 0,58.

3.4.3.2 Kryokonservierte Schweinehepatozyten

Vier Stunden nach Zelleinsaat betrug die proteinbezogene EROD-Aktivitat
19+13mU /g Protein. Anschliessend kam zu einem Abfall der Aktivitat auf ein
Plateau von durchschnittlich 11mU /g Protein zwischen 19 und 43 Stunden
nach Zelleinsaat, danach zu einem Anstieg auf 23+10mU /g Protein bei 52
Stunden nach Zelleinsaat und zu einem Wiederabfall der Aktivitat auf 3+4muU /g
Protein nach 69 Stunden. Somit kam es innerhalb des Beobachtungszeitrau-

mes zu einem Abfall der proteinbezogenen EROD-Aktivitat um den Faktor 0,85.

3.4.3.3 Rattenhepatozyten

Die proteinbezogene EROD-Aktivitat betrug vier Stunden nach Zelleinsaat
18+14mU /g Protein. AnschlieBend zeigte sich ein leichte etwas wellenférmige
Aktivitatsabnahme auf 15+8muU /g Protein 69 Stunden nach Zelleinsaat. Im Ver-
lauf der Beobachtungsdauer kam es zu einer Abnahme der proteinbezogenen
EROD-Aktivitat um den Faktor 0,21.

3.4.3.4 Vergleich der EROD-AKktivitat

Die nicht proteinbezogene EROD-Aktivitat war bei den kryokonservierten

Schweinepatozyten im Mittel um den Faktor 0,55+0,16 geringer als bei den na-
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tiven Schweinehepatozyten. Dieser Unterschied war bei einer Versuchszahl von
14 (native Schweinehepatozyten) bzw. 13 (kryokonservierte
Schweinehepatozyten) bei den Zeitpunkten drei, vier und sechs signifikant.

Die proteinbezogene EROD-Aktivitat war bei den kryokonservierten
Schweineheptozyten im Mittel um den Faktor 0,21+0,26 niedriger als bei den
nativen Schweinehepatozyten. Dieser Unterschied war bei Zeitpunkt sechs bei

0. g. Probenumfang signifikant.
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Abbildung 16: ECOD-und EROD-AKktivitat in den Zellkulturversuchen

(m native Schweineleberzellen, e kryokonservierte Schweineleberzellen,

A native Rattenleberzellen)

3.4.4 Glucuronidierungsleistung in den Zellkulturversuchen

Durch die Zugabe von Glucuronidase konnte durch die Glucuronidierung nicht

mehr fluoreszierendes 7-HC bzw. Resorufin deglucuronidiert werden und somit
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wieder dem fluoremetrischen Nachweis zuganglich gemacht werden. Durch
den Vergleich der Produktmenge mit und ohne Glucuronidase konnte die

Glucuronidierungsleistung berechnet werden.

Fur die Auswertung wurden die Versuche herangezogen, in denen dem Kul-
turmedium entweder EC oder ER (also nicht beides gleichzeitig) als Substrat
zugegeben wurde. Die Glucuronidierungsleistung fir 7-HC war sowohl in den
Rattenleberzellkulturen als auch in den Zellkulturen der nativen und kryokon-
servierten Schweinleberzellen relativ konstant bzw. zeigte im Verlauf eine ge-
ringe Abwartstendenz, wahrend sich die Glucuronidierungsleistung fur
Resorufin in allen drei Zellkulturreihnen von sehr niedrigem Niveau kurz nach

Zelleinsaat steigerte.

Im Einzelnen wurden folgende Ergebnisse beobachtet (Abb. 16).

3.4.4.1 Native Schweinehepatozyten

Die Glucuronidierungsleistung fur 7-HC betrug vier Stunden nach Zelleinsaat
17+£13% und blieb bis 52 Stunden nach Zelleinsaat mit leichten Schwankungen
ungefahr konstant. Nach 69 Stunden war die Glucuronidierungsleistung fir 7-
HC auf 1+34% abgefallen. Die Glucuronidierungsleistung sank innerhalb des

Beobachtungszeitraumes um den Faktor 0,93.

Die Glucuronidierungleistung fur Resorufin der nativen Schweinehepatozyten
betrug vier Stunden nach Zelleinsaat -4+32%, erreichte zwischen 19 und 52
Stunden ein Plateau bei ca. 9% und erreichte 69 Stunden nach Zelleinsaat
48+32%. Bei der negativen Anfangsaktivitat liel3 sich der Steigerungsfaktor der

Glucuronidierungsleistung nicht berechnen.

3.4.4.2 Kryokonservierte Schweinehepatozyten

Die Glucuronidierungsleistung fur 7-HC betrug vier Stunden nach Zelleinsaat
58+111%, sank 22+32% nach 27 Stunden und stieg dann wieder auf 54+85%
nach 69 Stunden. Die Glucuronidierungsleistung fur 7-HC reduzierte sich im

Beobachtungszeitraum um den Faktor 0,08.

Die  Glucuronidierungsleistung  fir  Resorufin  der  kryokonservierten

Schweinehepatozyten betrug vier Stunden nach Zelleinsaat -13+84% und blieb
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bis 28 Stunden nahe Null Prozent oder negativ. Danach kam es zu einer Stei-
gerung der Glucuronidierungsleistung fir Resorufin auf ein Plateau bei ca. 31%
nach 43 Stunden. Bei der negativen Anfangsaktivitat liel3 sich der Steigerungs-

faktor der Glucuronidierungsleistung nicht berechnen.

3.4.43 Vergleich native und kryokonservierte Schweinehepatozyten

Im Mittel war die Glucuronidierungsleistung fir 7-HC in den Kulturen der kryo-
konservierten Schweinehepatozyten um den Faktor 10+18 hoher als in den
Kulturen der nativen Schweinhepatozyten. Dieser Unterschied war bei einer
Versuchszahl von 14 (native Schweinhepatozyten) bzw. 13 (kryokonservierte
Schweinehepatozyten) zu den Zeitpunkten eins, zwei, vier und sechs signifi-
kant (Abb. 17).

Die Glucuronidierungsleistung fiir Resorufin war in den Kulturen der kryokon-
servierten Schweinehepatozyten im Mittel um den Faktor 1,5£3,6 héher als in
den Kulturen mit den nativen Schweinehepatozyten. Dieser Unterschied war
bei einer Versuchszahl von 14 (native Schweinhepatozyten) bzw. 13 (kryokon-

servierte Schweinehepatozyten) zu den Zeitpunkten vier und funf signifikant.

3.4.4.4 Rattenhepatozyten

Die Glucuronidierungsleistung fur 7-HC blieb Gber den Beobachtungszeitraum
relativ konstant. Vier Stunden nach Zelleinsaat betrug sie 33+32%, sank auf
29+23% nach 28 Stunden. Das Maximum lag mit 43£17% bei 52 Stunden nach
Zelleinsaat. Nach 69 Stunden betrug die Glucuronidierungsleistung 41+17%.
Im  Beobachtungszeitraum kam es zu einer Steigerung der
Glucuronidierungsleistung fur 7-HC um den Faktor 1,21.

Die Glucuronidierungsleistung fir Resorufin zeigte wie bei den Schweineleber-
zellkulturen eine steigende Tendenz. Vier Stunden nach Zelleinsaat betrug sie
-15+58% und erreichte nach schwankendem Verlauf 59+81% nach 69 Stun-
den. Bei der negativen Anfangsaktivitat lasst sich der Steigerungsfaktor der

Glucuronidierungsleistung nicht berechnen.

58



Ergebnisse

=

o

o
|

100~

o]
o
1

80

[o2]
o
1

z o 60-
£ 404 t ;‘% 40 \+ /+>§/
é 204 i\*/i\ /§>< % 20 \ % T
2 ol e i ? oL

0 R S A 0 - .

T 1IO 20 30 40 50 6I0 -I’;O
Zeit [h]

Glucuronidierungsleistung [%)]
Glucuronidierungsleistung [%]

N
=]
N

/ZtIO/ 3IO 40 5IO 6I0 ;0
.20 Zeit [h]

-404

A
S

100
T Abbildung 17: Glucuronidierungsleistung in
§ o0 den Zellkulturversuchen
S i
@
§ o 404 + ; /;/;74 » Glucuronidierungsleistung fir 7-HC
<=1 B
2 T 20- # ¢ Glucuronidierungsleistung fir Resorufin
N I VG|
s f/fo/ 20 30 40l 50 60 70
S -20- -
5 Zeit [h]
-40 4
100~ 100+
80 80+

60 604

o] | §/;7<

"

q /Ib/ T 3b 40 - 50 6‘0 ;O
-20 Zeit [h]

-404

40

T l\
50 60 ;O

\
—

i>§<i;i/+

Resorufin

10
-20+ Zeit [h]

Glucuronidierungsleistung [%]
7-HC

Glucuronidierungsleistung [%)]

-40

Abbildung 18: Vergleich der Glucuronidierungsleistung

(w native Schweineleberzellen, e kryokonservierte Schweinleberzellen)

3.45 Einfluss von ER auf die ECOD-AKktivitat

Bei den Versuchen mit den nativen Schweinehepatozyten zeigte sich durch die
Anwesenheit von ER im Kulturmedium eine Verminderung der ECOD-Aktivitat
um den Faktor 0,3%£0,1. Diese Verminderung war bei 14 unabhangigen Versu-
chen an den Zeitpunkten eins, zwei, drei und funf signifikant (Abb. 18).

Bei den Versuchen mit den kryokonservierten Schweinehepatozyten zeigte sich

durch die Anwesenheit von ER im Kulturmedium eine Verminderung der ECOD-
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Aktivitat um den Faktor 0,5£0,1. Diese Verminderung war bei 13 unabhangigen
Versuchen an den Zeitpunkten eins, zwei, vier, funf und sechs signifikant (Abb.
18).

Bei den Versuchen mit den Rattenhepatozyten zeigte sich durch die Anwesen-
heit von ER im Kulturmedium eine Verminderung der ECOD-Aktivtat um den
Faktor 0,6+0,1. Diese Verminderung war an allen Zeitpunkten statistisch auf
dem p<0,001-Niveau signifikant(Abb. 18).

3.4.6 Einfluss von EC auf die EROD-Aktivitat

Bei den Versuchen mit den nativen Schweinhepatozyten zeigte sich durch die
Anwesenheit von EC im Kulturmedium eine Verminderung der EROD-AKktivitat
um den Faktor 0,12+0,1. Diese Verminderung war bei 14 unabhé&ngigen Ver-
suchen an keinem Zeitpunkt signifikant (Abb. 18).

Bei den Versuchen mit den kryokonservierten Schweinhepatozyten zeigte sich
durch die Anwesenheit von EC im Kulturmedium eine Verminderung der
EROD-Aktivitat um den Faktor 0,3+0,3. Diese Verminderung war bei 13 unab-
hangigen Versuchen am Zeitpunkt zwei signifikant (Abb. 18).

Bei den Versuchen mit den Rattenhepatozyten zeigte sich durch die Anwesen-
heit von EC im Kulturmedium eine Verminderung der EROD-Aktivitdt um den
Faktor 0,2+0,1. Diese Verminderung war bei 12 unabh&angigen Versuchen an
keinem Zeitpunkt signifikant (Abb. 18).
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3.5 Ergebnisse der Kreislaufversuche

Ein Versuch mit kryokonservierten Schweineleberzellen wurde nach 7 Stunden
wegen OkKklusion des Vlieses abgebrochen und wurde bei der Auswertung
nicht bertcksichtigt. Werte, die mehr als 4 Standardabweichungen vom Mittel-

wert entfernt waren, wurden ebenfalls nicht bericksichtigt.

Bei den Versuchen mit den nativen Schweineleberzellen wurden 10ml einer
Zellsuspension mit 8 x 10° Zellen/ml entsprechend 8 x 10’ Zellen in den Reak-
tor eingesat, bei den Versuchen mit den kryokonservierten Schweineleberzel-
len wurden 50ml einer Zellsuspension mit 8 x 10° Zellen/ml entsprechend 4 x

108 Zellen in den Reaktor eingesat.

Unter Berlcksichtigung der durch die Probennahmen aus dem Kreislauf ent-
fernten Volumina wurden die seit Versuchsbeginn bzw. Wechsel der Perfusion
von Medium auf Plasma produzierten bzw. eliminierten Stoffmengen berech-
net. Bei Stoffen, die zu Versuchsbeginn zugegeben wurden (Sorbitol,
Galacotse, Ammoniumchlorid) wurde dafir als Referenz die errechnete Stoff-
menge nach abgeschlossener Verteilung des Substrates im Kreislauf genom-

men.

Aufgrund der strukturellen Unterschiede hinsichtlich Perfusionsmedium und
eingesetzter Zellzahl wurde auf statistische Tests zum Vergleich der Aktivitaten

zwischen nativen und kryokonservierten Schweineleberzellen verzichtet

3.5.1 ECOD-Aktivitat in den Kreislaufversuchen

Den Kreislaufversuchen wurde EC in einer Konzentration von 70umol/l zuge-

geben, so dass die maximal erreichbare 7-HC-Konzentration 70umol/l betrug.

3.5.1.1 native Schweinehepatozyten
Die ECOD-AKktivitat in den Kreislaufexperimenten mit den nativen Schweinele-

berzellen war heterogen und liel3 sich in zwei Gruppen aufteilen (Abb. 19):

In den Versuchen mit vergleichsweise hoher ECOD-Aktivitdt wurde wahrend
der Perfusion mit Medium eine 7-HC Konzentration von 27,8+13umol/l und

wahrend der anschlieBenden Perfusion mit Plasma eine Konzentration von
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28,2+10umol/l erreicht. Das entspach unter Bericksichtigung des Kreislaufvo-
lumens und dem durch die Probennahme aus dem Kreislauf entfernten Produkt
einer 7-HC-Produktion von 4,6+2,3umol wéahrend der Perfusion mit Medium

und von 2,6x1,2umol wahrend der Perfusion mit Plasma.

In den Versuchen mit vergleichsweise niedriger ECOD-AKktivitat wurden wéah-
rend der Perfusion mit Medium eine 7-HC Konzentration von 2,1+1umol/l und
wahrend der anschlieRenden Perfusion mit Plasma eine 7-HC Konzentration
von 1,1+0,6umol/l erreicht. Das entsprach unter Beriicksichtigung des Kreis-
laufvolumens und dem durch die Probenentnahme aus dem Kreislauf entfern-
ten Produkt einer 7-HC-Produktion von 0,35+0,2pmol und wahrend der Perfu-

sion mit Medium und von 0,17+0,1umol wahrend der Perfusion mit Plasma.

3.5.1.2 kryokonservierte Schweinhepatozyten

Innerhalb der wahrend 24 Stunden durchgefiihrten Perfusion mit Plasma wurde
eine 7-HC-Konzentration von 1,43+0,8umol/l (0,63 bis 2,43umol/l) erreicht. Das
entsprach unter Beriicksichtigung des Kreislaufvolumens und dem durch die
Probennahme aus dem Kreislauf entfernten Produkt 0,15+0,09umol (0,07 bis

0,26pumol) umgesetztem EC.
3.5.2 Glucuronidierungsleistung in den Kreislaufversuchen

3.5.2.1 native Schweinehepatozyten

In drei der sieben Versuche wurden gegen Ende der Perfusion mit Plasma mit
bis zu 68% relevante Mengen 7-HC glucuronidiert. In den tbrigen Versuchen
war die Glucuronierungsleistung auf niedrigem Niveau annahernd konstant und
betrug zwischen wahrend der Perfusion mit Medium 2,5+12%. Wéahrend der
Perfusion mit Plasma 12+21% (Abb 20).

3.5.2.2 kryokonservierte Schweinehepatozyten

In allen finf Versuchen war die Glucuronidierungsleistung konstant auf niedri-

gem Niveau. 0,1+5% des produzierten 7-HC wurden glucuronidiert (Abb. 20).
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3.5.3 Albuminproduktion in den Kreislaufversuchen

3.5.3.1 native Schweinehepatozyten

Wahrend der Perfusion mit Medium kam es in funf von sieben Versuchen zu
einer Reduktion der Albuminmenge im Kreislauf. Die Albouminmenge verander-
te sich um -0,07+0,08g (-0,22 bis +0,019).

Wahrend der Perfusion mit Plasma stieg in 3 Versuchen die Albouminmenge, in
drei Versuchen kam es zu einem Abfall. Dabei veradnderte sich die
Albuminmenge im Mittel um -0,18+0,5g (-1,44 bis +0,27g) (Abb. 21).

3.5.3.2 Kryokonservierte Schweinehepatozyten

In allen Versuchen zeigte sich besonders wahrend der ersten drei Stunden ei-
ne Reduktion der sich im Kreislauf befindlichen Menge an Albumin. Die Veran-
derung der Albuminmenge wahrend der Versuchszeit betrug im Mittel -
0,61+0,249 (-1,02 bis -0,399g) (Abb. 21).

3.5.4 Ammoniakelimination in den Kreislaufversuchen

Den Kreislaufversuchen wurden bei Versuchsbeginn bzw. Perfusionswechsel
von Medium auf Plasma jeweils 10mg Ammoniumchlorid, entsprechend

187umol Ammoniak, zugegeben.

3.5.4.1 native Schweinehepatoyzten

Wahrend der Perfusion mit Medium kam es in allen Versuchen zu einer Reduk-
tion des im Kreislauf vorhandenen Ammoniak. Diese Veranderung betrug im
Mittel -136+79umol (-211 bis -4,7umol).

Auch wahrend der anschlieRenden Perfusion mit Plasma kam es in allen Ver-
suchen zu einer Reduktion des im Kreislauf vorhandenen Ammoniak. Diese
Veranderung betrug im Mittel -32+17umol (-62 bis -7,1umol) (Abb. 21).

3.5.4.2 kryokonservierte Scheinehepatozyten

Bei den Versuchen mit den kryokonservierten Schweinleberzellen kam es in
den ersten drei Stunden zu einer Reduktion des sich im Kreislauf befindlichen

Ammoniak. Diese Veranderung betrug im Mittel -27+24mg (-70 bis -2,1mg).
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Danach blieb die im Kreislauf vorhandene Ammoniak-Menge im Wesentlichen
konstant (Abb. 21).

3.5.5 Harnstoffproduktion in den Kreislaufversuchen

3.5.5.1 native Schweinhepatozyten

Wahrend der Perfusion mit Medium kam es in allen Versuchen zu einer Zu-
nahme des im Kreislauf vorhandenen Harnstoffs mit einem Maximum bei
durchschnittlich 18 Stunden nach Versuchsbeginn. Zu diesem Zeitpunkt waren
im Mittel 11,4+4mg (1,9 bis 15,8mg) Harnstoff produziert worden.

Wahrend der Perfusion mit Plasma kam es in allen bis auf einen Versuch in-
nerhalb der ersten vier Stunden zu einem leichten Anstieg der sich im Kreislauf
befindlichen Harnstoffmenge um 3,3+5mg (-6,4 bis 8,6mg) (Abb. 21).

3.5.5.2 kryokonservierte Schweinehepatozyten

In den Versuchen mit den kryokonservierten Schweineleberzellen kam es be-
sonders innerhalb der ersten 3,5 Stunden in allen Versuchen zu einem Abfall
der Harnstoffmenge um 5,8+3mg (3 bis 11mg). Anschliel3end blieb die Harn-
stoffmenge im Wesentlichen konstant (Abb. 21).

3.5.6 Sorbitolelimination in den Kreislaufversuchen

Bei Versuchsbeginn und beim Wechsel der Perfusion von Medium auf Plasma
bei den Versuchen mit den nativen Schweinehepatozyten wurden 25mg

Sorbitol zugegeben.

3.5.6.1 native Schweinehepatozyten

Waéahrend der Perfusion mit Medium kam es in allen Versuchen zu einer in den
ersten vier Stunden schnelleren Reduktion des im Kreislauf vorhandenen
Sorbitols. Dabei wurden in 22 Stunden im Mittel 16,7+10mg (1,3 bis 28,3mg)

Sorbitol eliminiert.

Wahrend der anschlieRenden Perfusion mit Plasma kam es in allen Versuchen

zu einer weiteren relativ gleichmafigen Reduktion der Sorbitolmenge. 22 Stun-
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den nach Perfusionsbeginn mit Plasma Betrug diese Reduktion im Mittel
9+9mg (0,2 bis 22,7mg) (Abb. 22).

3.5.6.2 kryokonservierte Schweinehepatozyten

In einem der Versuche mit den kryokonservierten Schweineleberzellen zeigte
sich nach 22 Stunden eine Reduktion des sich im Kreislauf befindlichen
Sorbitols um 10,1mg . In den anderen Versuchen zeigte sich keine wesentliche

Veréanderung der Sorbitolmenge (Abb. 22).

3.5.7 Galaktoseelimination in den Kreislaufversuchen

Bei Versuchsbeginn bzw. beim Wechsel von Medium auf Plasma wurden
250mg Galaktose zugegeben.

3.5.7.1 native Schweinehepatozyten

Wahrend der Perfusion mit Medium kam es in allen Versuchen besonders zu
Beginn zu einer Reduktion der sich im Kreislauf befindlichen Galaktosemenge.
Wahrend der Perfusion mit Medium wurden im Mittel 36,1+17mg (5,4 bis
54,3mg) Galaktose eliminiert.

Wahrend der Perfusion mit Plasma kam es zu einer Reduktion der sich im
Kreislauf befindlichen Galaktose um durchschnittlich 14,6£18mg (1,6 bis
46,3mg) (Abb. 22).

3.5.7.2 kryokonservierte Schweinehepatozyten

In allen Versuchen kam es zu einer im Verlauf immer langsamer werdenden
Reduktion der im Kreislauf vorhandenen Galaktose-Menge. Wé&hrend der Ver-
suche wurden im Mittel 9,6x2mg (5,7 bis 11,9mg) Galaktose eliminiert (Abb.
22).

3.5.8 LDH-Freisetzung in den Kreislaufversuchen

3.5.8.1 native Schweinehepatozyten

Wahrend der Perfusion mit Medium kam es in allen Versuchen zu einer relativ
kontinuierlichen LDH-Freisetzung von im Mittel 33,8+26U (14 bis 126U) LDH.
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Wahrend der Perfusion mit Plasma wurden durchschnittlich 6,1+4U (-0,8 bis
9,6U) LDH freigesetzt (Abb. 22).

3.5.8.2 kryokonservierte Schweinehepatozyten

In den Versuchen mit den kryokonservierten Schweineleberzellen kam es be-
sonders innerhalb der ersten 2,5 Stunden zu einem starken LDH-Anstieg. In-
nerhalb der 24 Stunden Versuchsdauer wurden im Mittel 84,7+20U (52,4 bis
107,5U) LDH freigesetzt (Abb. 22).

3.5.9 Glucose in den Kreislaufversuchen

3.5.9.1 native Schweinehepatozyten

Wahrend der Perfusion mit Medium lag die Glucosekonzentration bei Ver-
suchsbeginn bei im Mittel 223+32mg/dl (184 bis 156mg/dl). Im Verlauf kam es
in allen Versuchen =zu einer Abnahme der Glucosekonzentration um
47+41mg/dl (138 bis 18mg/dl) auf 174+62mg/dl (40 und 213mg/dl).

Bei Wechsel der Perfusion von Medium auf Plasma betrug die
Glucosekonzentration 77x12mg/dl (52 bis 89mg/dl), sank im Verlauf um
17+27mg/dl (77 bis -7mg/dl) auf 49+41mg/dl (O bis 101mg/dl). Bei den beiden
Versuchen mit der héchsten ECOD-Aktivitat war die Glucosekonzentration auf
Omg/dl gefallen (Abb. 23).

3.5.9.2 kryokonservierte Schweinehepatozyten

Zu Beginn der Versuche betrug die Glucosekonzentration 86+17mg/dl (66 bis
109mg/dl). Im Verlauf kam es zu einem leichten Anstieg der
Glucosekonzentration um 2+7mg/dl auf 88+15mg/dl (72 bis 111mg/dl) (Abb.
23).
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Abbildung 22: Albuminproduktion, Ammoniakelimination und Harnstoffproduktion in den
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Abbildung 24: Glucosekonzentration in den Kreislaufversuchen mit den nativen (links) und

den kryokonservierten (rechts) Schweineleberzellen

3.5.10Sauerstoffverbrauch in den Kreislaufversuchen

Vor und nach dem Vlies war jeweils eine Sauerstoffsonde in den Kreislauf ein-
gebaut. Durch die in das Vlies eingewebten Kapillaren wurden das Vlies und
damit die Hepatozyten mit Sauerstoff versorgt. Sauerstoffzufuhr und Verbrauch
fanden somit an der derselben Stelle statt und sind nicht eindeutig von einan-
der zu Trennen. Insbesondere lasst sich keine Aussage Uber den absoluten
Sauerstoffbedarf treffen. Davon ausgehend, dass die Sauerstoffzufuhr konstant
war, lief3 sich zumindest ein Trend beobachten.

Davon ausgehend, dass der Sauerstoffverlust im Rest des Kreislaufs prozen-
tual konstant war wurde um insbesondere durch Flaschenwechsel aufgetretene
Schwankungen der Sauerstoffzufuhr ansatzweise auszugleichen die Differenz
aus der dem Vlies nach- mit der dem Vlies vorgeschalteten Messelektrode ge-
bildet.

Je mehr Sauerstoff die Hepatozyten verbrauchen, desto weniger Sauerstoff
gelangt in den Kreislauf und desto niedriger sind dementsprechend die von den
Elektroden gemessenen Werte und desto niedriger entsprechend auch die
graphisch dargestellte Differenz der beiden Elektroden (Abb .25).
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Bei den Versuchen mit den nativen Hepatozyten zeigte sich wahrend der Per-
fusion mit Medium eine kontinuierlich steigende Differenz entsprechend einem
initial schnellen, im Verlauf immer langsamer werdendem Riickgang des Sau-
erstoffverbrauchs. Beim Wechsel der Perfusion von Medium auf Plasma kam

es zu einem deutlichen Abfall der Differenz. Wahrend der folgenden Perfusion

mit Plasma blieb der Sauerstoffverbrauch qualitativ konstant (Abb. 25).

Bei den Versuchen mit kryokonservierten Hepatozyten, die direkt in den nicht
voroxygenierten Kreislauf eingebaut wurden kam es zu Versuchsbeginn mit
Beginn der Oxygenierung zu einem schnellen Anstieg der Differenz. Nach Er-
reichen der Homoostase zeigte sich bis Stunde vier nach Versuchsbeginn eine
leichte Zunahme der Differenz entsprechend einem rticklaufigen Sauerstoff-
verbrauch, bis Stunde sieben nach Versuchsbeginn war die Differenz aber
wieder auf das Ausgangsniveau ricklaufig und blieb dort bis zum Ende auf

dem gleichen Niveau konstant (Abb. 25).

Ein wesentlicher Unterschied im Sauerstoffverbrauch zwischen der Versuchen
mit nativen Hepatozyten in Perfusion mit Medium und den kryokonservierten

Hepatozyten bestand nicht (Abb. 25).
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Abbildung 25: Sauerstoffverbrauch in den Kreislaufversuchen.
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3.5.11Perfusionsdruck in den Kreislaufversuchen

In den Kreislaufversuchen mit den nativen Schweineleberzellen betrug der mitt-
lere Perfusionsdruck 27,9mmHg (15,6 bis 81,8mmHg) und es traten Druckspit-
zen von im Mittel 143,7mmHg (47 bis 211mmHg) auf.

In den Kreislaufversuchen mit den kryokonservierten Schweineleberzellen be-
trug der mittlere Perfusionsdruck des Reaktors 30,5mmHg (17,6 bis
55,4mmHg) und es traten Druckspitzen von durchschnittlich 63mmHg (31 bis
102mmHg) auf.

3.5.12Vergleich der Ergebnisse der Kreislaufversuche

Die gemessenen Stoffwechselfunktionen waren mit Ausnahme der
Glucuronidierungsleistung bei den Versuchen mit nativen Hepatozyten in Per-
fusion mit Medium durchweg hoher als in Perfusion mit Plasma: Die ECOD-
Aktivitat in den ersten vier Stunden lag um den Faktor 2,2, in den folgenden
Zeit um den Faktor 3 hoher. Die Glucuronidierungsleistung war um den Faktor
0,2, der Albuminverbrauch war um den Faktor 0,3 niedriger, Ammoniakelimina-
tion und Harnstoffproduktion waren um den Faktor 1,5 bzw. 3,5, Sorbitol- und
Galaktoseelimination um den Faktor 1,9 bzw. 2,4 héher. Zudem reduzierte sich
die Glucosekonzentration wahrend der Perfusion mit Medium 1,9 Mal starker
als wahrend der Perfusion mit Plasma. Aul3erdem zeigte sich wahrend der Per-
fusion mit Medium eine 6,25 fach hoher LDH-Freisetzung als wahrend der Per-

fusion mit Plasma (Tab. 2).

Auch im Vergleich mit den kryokonservierten Hepatozyten zeigten die nativen

Leberzellen in allen getesteten Funktionen eine bessere Leistung:

Die nativen Hepatozyten in Perfusion mit Medium zeigten innerhalb der ersten
vier Stunden eine 7,7fach, in der restlichen Versuchszeit eine 33,3fach hohere
ECOD-AKktivitat. Ebenso zeigten sie eine 100fach erhohte
Glucuronidierungsleistung, einen um den Faktor 0,1 niedrigeren
Albuminverbrauch, eine 5,9fach hohere Ammoniakelimination, eine 20fach ho-

here Sorbitol- und eine 3,8fach hohere Galaktoseelimination, eine um den Fak-
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tor 0,44 niedrigere LDH-Freisetzung und eine 20fach hohere Glucosereduktion.
Da es in den Versuchen mit den nativen Leberzellen zu einem Anstieg der
Harnstoffkonzentration kam, sank diese in den Versuchen mit den kryokonser-
vierten Hepatozyten. Ein aussagekréftiger Quotient lasst sich daher nicht bil-
den (Tab. 2).

Letztlich zeigten auch die nativen Leberzellen in die an die Perfusion mit Medi-
um angeschlossene Perfusion mit Plasma eine durchweg bessere Stoffwech-

selleistung als die kryokonservierten Hepatozyten:

Die ECOD-Aktivitat in den ersten vier Stunden war 3,6fach, in der folgenden
Versuchszeit 11,1fach hoher, die Glucuronidierungsleistung war 20fach hoher,
der Albuminverbrauch um den Faktor 0,4 niedriger, die Ammoniakelimination
um den Faktor 1,3, die Sorbitol- und Galaktoseelimination um den Faktor 10
bzw. 1,6 hoher. Albumin wurde um den Faktor 0,4 weniger verbraucht, die
Glucosereduktion war 11,1fach héher. Harnstoff wurde in beiden Versuchen
verbraucht, von nativen Hepatozyten in Perfusion mit Plasma aber um den

Faktor 1,76 weniger als von den kryokonservierten Leberzellen (Tab. 2).

| < E £ é % © b
B8 8.8 55222 |z|¢8
= E 0| O 2 € 5 /o] © X
£2/ 825 | < | E | £ |3 |5 |2 |3
20 5S4 50 8 | < | T |w |8 | £ |3
S8 2252 |5 |2 |8 |2 |8 |9
> < Qe ¢ Q = o 4 5 4 S
Qeclpgg| e |2 |e |x |2 | € |8 |8
Qe oY 3 | S | |2 |E |€ |3° |2
Owl 5 s b £ 8 G = = ©
w g | = (] = = @ @
0} > 3 i~ °
SChwemnativMedium 22 3 0,2 0,3 1,5 35 19 2,4 6,25 1,9
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Tabelle 2: Vergleich der Ergebnisse der Kreislaufversuche ( * Ergebnisse mit unterschiedli-

chen Vorzeichen, ** in beiden Versuchen negative Ergebnisse)
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3.5.13 Korrelation der in den Kreislaufversuchen gemessenen

Parameter

Die in den Kreislaufversuchen gemessenen Parameter wurden miteinander

korreliert, die Ergebnisse sind in den Tabellen 3-5 dargestellt.

Bei den Versuchen mit nativen Hepatozyten in Perfusion mit Medium zeigten
die Versuche mit einer hohen ECOD-Aktivitdt eine niedrige
Galaktoselemination und eine Uberdurchschnittliche LDH-Freisetzung, die Ver-
suche mit einer hohen Glucuronidierungsleistung ebenfalls eine niedrige
Galaktoseelimination, die Versuch mit einer hohen Albuminproduktion eine ho-
he Harnstoffproduktion, die Versuche mit einer hohen Ammoniakelimination
eine  hohe Sorbitolelimination, die Versuche mit einer hohen

Galactoseelmination eine niedrige LDH-Freisetzung (Tab. 3).
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Tabelle 3: Korrelationskoeffizienten nach Spearman der in den Kreislaufversuchen mit den
nativen Schweineleberzellen in Perfusion mit Medium gemessenen Parameter (Kor-

relationskoeffizienten > |0,7| sind grau hinterlegt)
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Bei den Versuchen mit nativen Hepatozyten in die an die Perfusiom mit Medi-
um angeschlossene Perfusion mit Plasma zeigten die Zellen mit einer hohen
ECOD-Anfangsaktivitat eine niedrige Albuminproduktion und eine niedrige
LDH-Freisetzung, die Versuche mit einer hohen ECOD-Aktivitdt ab vier Stun-
den nach Wechsel auf Plasma bis Versuchsende zeigten eine hohe
Glucuronidierungsleistung und eine hohe Sorbitolelimination. Versuche mit ei-
ner hohen Albuminproduktion zeigten auch eine hohe Harnstoffproduktion,
Versuche mit einer hohen Galactoseelmination zeigten eine hohe
Glucosereduktion (Tab. 4).
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Tabelle 4: Korrelationskoeffizienten nach Spearman der in den Kreislaufversuchen mit den
nativen Schweineleberzellen an die Perfusion mit Medium angeschlossene Perfu-
sion mit Plasma gemessenen Parameter (Korrelationskoeffizienten > |0,7| sind

grau hinterlegt)
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Bei den Versuche mit den kryokonsevierten Hepatozyten zeigten die Versuch
mit einer hohen ECOD-Aktivitat eine hohe Galaktoseelimination und insbeson-
dere die Versuche mit einer hohen ECOD-Aktivitat Uber vier Stunden hinaus
eine niedrige  Sorbitolelimination.  Versuche mit  einer  hohen
Glucuronidierungsleistung zeigten eine hohe Albuminproduktion, eine niedrige
Harnstoffproduktion, eine hohe Sorbitolelimination und eine hohe LDH-
Freisetzung, Versuche mit einer hohen Albuminproduktion zeigten eine niedri-
ge Harnstoffproduktion und eine hohe LDH-Freisetzung, Versuche mit einer
hohen Sorbitolelimination zeigten eine niedrige Galactoseelimination und eine
hohe LDH-Freisetzung, Versuche mit einer hohen Glucosereduktion zeigten

eine niedrige Reduktionden Glucosekonzentration (Tab. 5).
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01 |-08| 06 |-01|09 |-05 |produziertes
Albumin

0103|033 0 | -0,3 |eliminierter
Ammoniak

-0,6 | 0,4 | -0,6 | -0,1 produzierter
Harnstoff

0,7 | 0,7 | -0,3 [eliminiertes
Sorbitol

-0,3 | -0,2 |eliminierte
Galactose

-0,7 [freigesetzte
LDH

Tabelle 5: Korrelationskoeffizienten nach Spearman der in den Kreislaufversuchen mit den
kryokonservierten Schweineleberzellen gemessenen Parameter (Korrelationskoeffi-

zienten > |0,7] sind grau hinterlegt)
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4 Diskussion

Auf dem Weg zum zellbasierten Leberersatzverfahren sollte in dieser Arbeit in
erster Linie untersucht werden, wie weit native und kryokonservierte Leberzel-
len im konkret getesteten System in der Lage sind hepatozytenspezifische
Funktionen mit besonderem Schwerpunkt auf dem Xenometabolismus auszu-

bilden bzw. zu erhalten.

Nach der Etablierung der EROD- und ECOD-Aktivitdtsbestimmung wurde im
ersten Schritt unter den gut etablierten Bedingungen der Zellkultur [2,17,78]
untersucht, welche Aktivitat Leberzellen in vitro zu leisten im Stande sind. Im
zweiten Schritt wurde untersucht, ob die Leberzellen unter den Kulturbedin-
gungen im Reaktor eine ahnliche Leistung erreichen kdnnen. Zuletzt wurde
untersucht, welchen Einfluss die Kryokonservierung auf die Funktionen der

Leberzellen unter den Bedingungen der Zellkultur und im Reaktor hat.

4.1 Methodenevaluierung der EROD- und ECOD Aktivi-
tatsbestimmung

Dass die Methode das misst, was sie zu messen vorgibt, ndmlich die CYP450-
abhangige Umsetzung von Ethoxyresorufin und Ethoxycoumarin, sowie die
Eignung der Ethoxyresorufin- und Ethoxycoumarin-O-Deethylase (EROD und
ECOD) als Marker fur die CYP-450-Aktivitat sind in der Literatur hinlanglich be-
schrieben [6,29,66,97].

Somit wurde bei der Etablierung der EROD- und ECOD-Aktivitatsbestimmung
ein besonderes Augenmerk auf wichtige technischen Parameter gelegt:

Es konnte gezeigt werden, dass ein linearer Zusammenhang zwischen den
Fluoreszenz und der Konzentration von Resorufin bzw. 7-Hydroxycoumarin (7-
HC) besteht. Dadurch wird die Bestimmung der Resorufin bzw. 7-HC Konzent-
ration einer Probe mittels einer Eichreihe mdglich.

Die mittels jeweils 648 Einzelmessungen untersuchten Préazisionen liegen fur
die Bestimmung einer 7-HC-Konzentration mit 9% und fir die Bestimmung ei-
ner Resorufin-Konzentration mit 5% unter dem fir eine gute Methode etablier-

ten Grenzwert von 10%.
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Insbesondere die Eichreihen wurden Uber einen Zeitraum von mehreren Mona-
ten aufbewahrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Dauer der Lagerung von
der gemessenen Fluoreszenz unabhangig ist.

Fur die Bestimmung der EROD- und ECOD-Aktivitat konnte gezeigt werden,
dass es wahrend der wahrend der genutzten Inkubationszeit von 60 Minuten zu
einem linearen Anstieg der Produktkonzentration kommt. Dies bedeutet, dass
das Enzym wéhrend der Inkubationszeit konstant mit Substrat gesattigt ist und
die gemessene Aktivitdt somit von der Substratkonzentration unabhangig ist.
Vor der eigentlichen Fluoreszenzmessung stand ein unterschiedlich langer In-
kubationsschritt in einem Glycinpuffer bei 37°C. Es konnte gezeigt werden,
dass bei der Bestimmung einer 7-HC-Konzentration die gemessen Fluoreszenz
von der Lange dieser Inkubationsdauer unabhangig ist. Fur die Bestimmung
einer Resorufin-Konzentration zeigte sich eine mit zunehmender Inkubations-

dauer steigende Fluoreszenz.

4.2 Monolayerkultur

Da es nach wie vor grof3e Schwierigkeiten bereitet, Leberzellen in vitro zu ver-
mehren, ist man auf Zellen aus der Direktpraparation angewiesen. Hier sind die
Methoden inzwischen ziemlich ausgereift: Sowohl in unseren Versuchen, als
auch in denen anderer Arbeitsgruppen kann die gesamte Leber verarbeitet
werden. AnschlieBend steht reproduzierbar fast die gesamte Zellmasse mit

einer sehr guten Vitalitat von meistens mehr als 95% zur Verfugung [26,38,87].

Monolayerkulturen sind ein etabliertes Modell zur Untersuchung
hepatozytenspezifischer Funktionen, insbesondere bei der Untersuchung des
Metabolismus von Xenobiotica [2,35]. Als Marker der Funktion des im Phase-I-
Metabolismus dieser Stoffe wichtigen CYP-450 Enzymsystems sind neben an-
deren Methoden die Bestimmung der EROD- und ECOD-Aktivitat etabliert
[6,97]

Fur Rattenleberzellen wurde unter Kulturbedingungen von mehreren Autoren
eine zu Kulturbeginn schnelle und im Verlauf langsamere Abnahme leberzell-
spezifischer Funktionen beschrieben. Auch fir Schweineleberzellen wurde

gleiches vereinzelt berichtet [35,60].
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Diese Ergebnisse konnten im Wesentlichen in dieser Arbeit bestatigt werden:

Insbesondere passend fand sich die fast kontinuierliche Abnahme der ECOD-
Aktivitat.

Auch die EROD- Aktivitat nahm mit zunehmender Kulturdauer tendenziell ab.
Interessanterweise kam es jedoch zu Aktivitatsschwankungen von ca. 50% mit
systematisch abends hoheren Aktivitdten als morgens. Einziger tageszeitab-
hangiger Faktor wahrend der Zellkultur war der Mediumwechsel morgens, der
maoglicherweise Uber eine Induktion des CYP 450 Enzymsystems Ursache die-

ser Schwankungen sein kann [50].

Andere Arbeitgruppen erzielten meist etwas niedrigere Aktivitaten, qualitativ

jedoch vergleichbare Ergebnisse:

Behnia et al. bestimmten die ECOD-AKktivitat in primaren Schweineleberzellkul-
turen [2]. Im Gegensatz zu den hier durchgefiihrten Versuchen befand sich
EGF im Medium, betrug die EC-Konzentration im Medium 4uM, die Inkubati-
onszeit 4 Stunden, wurden die Zellen vor der Messung mittels Ultraschall zer-
trdmmert und verblieben in den zu messenden Proben. Sie fanden eine nicht-
induzierte ECOD-Aktivitat von ca. 160pU/10° Zellen am Tag der Praparation,
die sich nach vier Tagen auf 63uU/10° Zellen reduziert hatte.

Korrigiert man die langere Inkubationszeit (einen lineare Kinetik vorausgesetzt)
und die hoéhere Zellzahl, so betrug die ECOD-Aktivitat 13,3uU am Tag der Pra-
paration und 5,3uU vier Tage nach Praparation und liegen im selben Bereich
wie die Aktivitaten in unseren Untersuchungen (10,3uU am Tag der Praparati-

on und 5,5uU vier Tage nach Praparation).

Donato et al. fanden in einer 1999 verdoffentlichten Arbeit mit fast gleichem Ver-
suchsaufbau wie bei den in dieser Arbeit gewonnenen Daten eine ECOD- Akti-
vitdt von 29,1mU /g Protein bei frisch praparierten Rattenhepatozyten und
79,2mU /g Protein bei frisch préaparierten Schweineleberzellen jeweils 24 Stun-
den nach Praparation [17]. Die in dieser Arbeit gemessenen Aktivitdten liegen
mit 109mU /g Protein sowohl fir Ratten- wie auch fir Schweinehepatozyten

am entsprechenden Zeitpunkt deutlich hoher.
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Fiur die EROD beschrieben Donato et al eine Aktivitat von 6,03mU /g Protein
bei frisch praparierten Ratten- und von 1,94mU /g Protein bei frisch praparier-
ten Schweineleberzellen 24 Stunden nach Praparation. Die Aktivitdten unserer

Kulturen lagen mit 18,1 bzw. 19,4mU /g Protein ebenfalls deutlich héher.

Bader et al. beschrieben 1997 in Sandwichkulturen mit Rattenleberzellen eine
Uber die ersten drei Tage konstante ECOD Aktivitdt von umgerechnet ca.
12,8uU/3,2*10° Zellen, wobei sie mit der HPLC eine genauere Methode zur
Bestimmung der konjugierten Anteile verwendeten [42]. Trotzdem sind die in
unserer Arbeit gefunden Aktivitaten direkt nach Praparation mit 14,7pU/3,2*10°
Zellen sogar etwas grofller, fallen aber nach drei Tagen deutlich auf
6,71U/3,2*10° Zellen ab, was die stabileren Kulturbedingungen der Sandwich-
kultur, in der auch Uber Wochen eine stabile leberzellspezifische metabolische

Aktivitat aufrecht erhalten werden kann [48], unterstreicht.

In der gleichen Studie wurde auch die EROD-Aktivitat untersucht. Diese sank
von 2,24pU/3,2*10° Zellen direkt nach Praparation auf 1,76pU/3,2*10° Zellen
drei Tage spater und sind damit etwas hdher als die in dieser Arbeit gefunde-
nen Aktivitaiten: 1,82uU/3,2*10°> Zellen direkt nach Préparation und
1,12pU/3,2*10° Zellen drei Tage spéter.

Zur Untersuchung des Phase-lI-Metabolismus wurde eine indirekte und daher
recht fehleranfallige Methode angewendet. Dies spiegelt sich wieder in einer
groRen Streubreite der Messwerte. Die Ergebnisse sind daher nur einge-

schrankt zu verwerten.

Anders als bei den Reaktionen des Phase | Metabolismus zeigte sich eine im
Verlauf weitgehend konstante Funktion der exemplarisch getesteten UGT

(UDP-Glucuronidyltransferase).

Auch Langsch et al konnten eine nahezu konstante Aktivdt mehrere Enzyme
des Phase Il Metabolismus sogar tber 3 Wochen zeigen [48].

Zusammenfassend lasst sich sagen: Mit den aktuellen Methoden der Leber-

zellkultur besteht die Mdglichkeit, hepatozytenspezifische Funktionen auch
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Uber einen langeren Zeitraum aufrecht zu erhalten. Im Verlauf kommt es je-
doch zunehmend zu einem Verlust vor allem der Funktionen des Phase-I-
Metabolismus wahrend die Funktionen des Phase-lI-Metabolismus wahr-
scheinlich auch Uber einen langeren Zeitraum aufrecht erhalten werden kon-

nen.

4.3 Leberzellreaktor

Dass Leberzellen in der Lage sind, in vitro hepatozytenspezifische Funktionen
wahrzunehmen, konnte somit in dieser Arbeit in Ubereinstimmung mit zahlrei-
chen Vorarbeiten gezeigt werden. Auf dem Weg zum Leberersatzverfahren
mussen im nachsten Schritt in einem Reaktor, der dann mit Patientenkreislauf
gekoppelt wird, ahnliche oder moglichst bessere Bedingungen geschaffen wer-
den.

Der im Rahmen dieser Arbeit getestete Leberzellreaktor wurde 2002 von Linti
et al. beschrieben. Besondere Merkmale, die den Reaktor auch wesentlich von
den von anderen Arbeitsgruppen getesteten Reaktoren unterscheidet ist in ers-
ter Linie die zusatzliche Sauerstoffversorgung [53].

Herrschen in diesem Reaktor also Bedingungen, unter denen die Leberzellen
sich wohlfiihlen und spezifische Funktionen wahrnehmen? Um diese Frage zu
beantworten wurden nicht wie in der Versuchen der Zellkultur nur der Stoff-
wechselweg des CYP-450 Enzymsystems untersucht sondern auch zusatzli-
che Paramater aus dem Bereich der Synthesefunktionen (Albumin, Harnstoff-
zyklus), Kohlenhydratstoffwechsel (Glucose, Sorbitol, Galactose) sowie Marker
fur Zelluntergang (LDH) bestimmt. Das CYP-450 Enzymsystem betreffend
wurde wegen der im Rahmen der Zellkulturversuche festgestellten Hemmung
der ECOD durch ER sowie der Hemmung der EROD durch EC lediglich der
Bestimmung der ECOD-AKktivitat durchgefuhrt, da diese eine gréfRere Zahl der
CYP 450 Enzyme reprasentiert [17] und valider als die EROD-Messung zu sein
scheint, bei welcher die Inkubationszeit der Proben vor der Messung das Er-
gebnis beeinflussen kann (Kap. 3.1.5) und unterschiedliche Ergebnisse ver-
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schiedener Labors fir die gleiche Probe zu einer schlechteren Vergleichbarkeit
der Ergebnisse fuhrt [79].

Xenometabolismus

Betrachtet man die Aktivitat der ECOD als Marker fir das CYP-450 Enzymsys-
tem so fallt eine deutliche Zweiteilung der Versuche auf. In knapp der Halfte
der Versuche zeigte sich eine hohe Aktivitat, die mit ca. 50uU/10° Zellen wéh-
rend der ersten vier Stunden mehr als zehnmal so hoch wie in den Zellkultur-
versuchen war (ca 3,2pU/10° Zellen). In den restlichen Versuchen zeigte sich
allerdings im gleichen Zeitraum mit 0,4uU/10° Zellen eine mehr als hundertfach
niedrigere Aktivitat, also auch bei weitem niedriger als in den Zellkulturversu-
chen. Das gibt einen ersten Hinweis darauf, dass Hepatozyten sich im geteste-
ten Leberzellreaktor grundsatzlich wohlfiihlen kénnen. Dies aber méglicherwei-

se nicht immer tun.

Einzig Bader et al testeten die ECOD-AKktivitat in den von ihnen entwickelten
Sandwichkulturen, die zum Gebrauch in einem Leberersatzverfahren gedacht
sind. Sie fanden mit 4pU/10° Zellen eine mehr als zehnfach niedrigere Aktivitat

als die, die in den optimalen Versuchen dieser Arbeit gemessen wurden [42].

Andere Arbeitsgruppen testeten jedoch die CYP-450-Aktivitdt anhand von
Lidocain-Metaboliten. Dieser Test ist nicht mehr erhéltlich. Aktivitatsunterschie-
de zwischen einzelnen Versuchen wie in dieser Arbeit werden in der Literatur
nicht berichtet [9,28,40,99].

Um zu klaren, ob in den Versuchen mit niedriger ECOD-Aktivitat die Zellen
moglicherweise zu Grunde gegangen waren wurde als Marker fur Zellunter-
gang die LDH gemessen, die beim Zusammenbruch der Zellmembran aus dem
Zellinneren freigesetzt wird. Ein Zusammenhang zwischen hoher LDH-
Freisetzung und niedriger ECOD Aktivitat fand sich nicht. Im Gegenteil fand
sich mit einem Korrelationskoeffizient von 0,8 nach Spearman eher eine Korre-
lation zwischen hoher ECOD-AKktivitat und hoher LDH-Freisetzung. Da die LDH
Freisetzung sich zwischen den einzelnen Versuchen nicht wesentlich Unter-
schied durfte diese Korrelation am ehesten Zufall sein. Allerdings wurden wéh-
rend aller Versuche kontinuierlich LDH freigesetzt. Erst spater wahrend der
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Perfusion mit Plasma nach 22,5 stagnierte die LDH Freisetzung. Die Leberzel-
len scheinen also in den ersten ca. 24 Stunden im Leberzellreaktor einen An-

passungsprozess mit Verlusten zu durchlaufen.

Auch der Sauerstoffverbrauch der Versuche mit den hohen ECOD-Aktivitaten
unterschied sich nicht von dem der Versuche mit den niedrigen ECOD-
Aktivitaten, was als weiteres Argument gegen die These, die Leberzellen in
den Versuchen mit der niedrigen ECOD-Aktivitat seien in ihrer Vitalitat einge-

schrankt, zu werten ist.

Svynthesefunktionen

Albumin wurde wahrend der meisten Versuche nicht produziert sondern mit
einer Rate von durchschnittlich ca. 400pg/(min x 10° Zellen) verbraucht. Ange-
sichts der stetigen LDH Freisetzung ist davon auszugehen, dass die Ansiede-
lung im Leberzellreaktor fir die Hepatozyten Stress bedeutet und sie sich in
einer katabolen Stoffwechsellage befinden, in der Proteine abgebaut werden.
Eine Korrelation zwischen niedriger ECOD-Aktivitdt und hohem

Albuminverbrauch bestand nicht.

Andere Arbeitsgruppen fanden eine Albuminproduktion zwischen 5,3 bis
14pg/(h x 107 Zellen) [9,14,28,40].

Ein funktionierender Harnstoffzyklus mit der Elimination von Ammoniak und der

Synthese von Harnstoff wurde in allen Versuchen gefunden. Diese war mit
79ug/(h x 107 Zellen) héher als in den Leberzellreaktoren anderer Arbeitsgrup-
pen, welche Syntheseraten zwischen 17 und 60ug/(h x 10’ Zellen) erreichten
[26,28,40]. Die erwartete Korrelation zwischen Ammoniakelimination und Harn-
stoffproduktion zeigt sich mit einem Korrelationskoeffizient von 0,3 allerdings
nicht. Vielmehr wurde in den Versuchen mit hohem Albuminverbrauch viel
Harnstoff gebildet (Korrelationskoeffizient 0,9), so dass die vergleichsweise
hohe Harnstoffproduktion zwar einerseits einen funktionierenden Harnstoffzyk-
lus, auf der anderen Seite aber auch die katabole Stoffwechsellage der

Hepatozyten im Leberzellreaktor wiederspiegelt.

Galactose und Sorbitol werden in der Leber in Glucose umgewandelt und somit

aus dem Plasma entfernt. Beides konnte in allen Versuchen zuverlassig repro-
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duziert werden. FUr die Elimination von Sorbitol gibt es keine Vergleichsdaten
in der Literatur. lwata et al fanden in einem Leberzellreaktor ohne eigene Sau-
erstoffversorgung eine Galactoseeliminationsrate von 78ug/(h x 10’ Zellen)
[38]. In dem in dieser Arbeit getesteten System war die Elimination mit
201ug/(h x 107 Zellen) fast drei Mal so hoch.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Leberzellreaktor unter den getes-
teten Bedingungen eine katabole Stoffwechsellage zu herrschen scheint.
Hepatozytenspezifische Funktionen wie der Harnstoffzyklus und der Metabo-
lismus von Galactose und Sorbitol sind im Vergleich zu den Ergebnissen ande-
rer Arbeitsgruppen, die mit Leberzellreaktoren ohne eigene Sauerstoffversor-
gung arbeiten besser erhalten. Fur das CYP-450 Enzymsystem trifft dies fur
die Versuche mit den hohen Aktivitaten ebenfalls zu. Hier werden auch wesent-
lich héhere Aktivitaten als in den Monolayerkulturen erreicht. Warum aber in
mehr als der Halfte der Versuche eine mehr als zehnfach niedrigere Aktivitat
gemessen wurde, bleibt unklar. Nachdem die anderen getesteten Funktionen
davon unbeeindruckt teils hohe Aktivitaten zeigten scheint ein Vitalitdtsproblem
auszuscheiden. Ein wesentliche Rolle spielen sehr wahrscheinlich unterschied-
liche Induktionszustande des CYP-450 Enzymsystems [67].

Stabilitat der Zellkultur

Im Anschluss an die Perfusion mit Medium folgte nach 22,5 Stunden die Perfu-
sion mit Plasma, so wie dies am Patient nach Plasmaseparation vor dem Re-
aktor auch statt finden wirde. Wahrend des Betriebs mit Plasma traten keine
Komplikationen auf, so dass dies technisch mdglich scheint.

Die gemessen Funktionen gingen insgesamt deutlich zuriick. So verringerte
sich die ECOD-Aktivitat um den Faktor 2,2, die Harnstoffproduktion um den
Faktor 3,4, der Albuminverbrauch steigerte sich um den Faktor 2,6. Die dann
erzielten Werte liegen in etwa im Bereich der oben zitierten Werte anderer Ar-
beitsgruppen oder leicht darunter. Das getestete System hat zu diesem Zeit-
punkt seinen funktionellen Vorsprung vor anderen Systemen verloren, welche
zum Teil fast konstante leberzellspezifische Funktionen tber bis zu drei Wo-
chen zeigen konnten [26,40]. Zwei Faktoren spielen hier wahrscheinlich eine
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wesentliche Rolle. Zum einen schafft es nicht jede Zelle, sich dauerhaft im Re-
aktor anzusiedeln, so dass es passend zur steigenden LDH zu einem Verlust
an Zellmasse kommt. Zweitens verlieren die Hepatozyten aber auch langsam

ihre spezifischen Funktionen [21].

4.4 Kryokonservierung von Schweinehepatozyten

Ein Leberersatzverfahren muss im Ernstfall schnell Einsatzbereit sein. Da man
beim Betrieb des getesteten Leberzellreaktors auf humane Zellen angewiesen
ist (Kap. 1.2) wird eine Methode der Konservierung der Zellen bendtigt. Eine
zentrale Fragestellung dieser Arbeit ist, wie stark die leberzellspezifischen
Funktionen, insbesondere das CYP-450 Enzymsystem, FunktionseinbufRen

durch die Kryokonservierung erleiden.
Im ersten Schritt wurde dies unter den Bedingungen der Zellkultur untersucht.

Nach Auftauen und Percoll-Zentrifugation zeigte sich in Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen [35,94] ein Zellverlust von ca. 50%.
Betrachtet man weiterhin die Ergebnisse der Proteinbestimmungen aus den
Zellkulturversuchen, so fallt auf, dass der Proteingehalt der kryokonservierten
Schweineleberzellkulturen um knapp 50% niedriger ist als der Proteingehalt
der nativen Schweineleberzellkulturen. Daflr gibt es zwei mogliche Erklarun-
gen: (a) entweder die kryokonservierten Leberzellen exprimieren weniger Pro-

tein als die nativen, oder (b) es sind weniger Zellen in der Kultur.

In einer Arbeit von Diener et al. von 1993 zeigten kryokonservierte Rattenle-
berzellen einen um 10% niedrigeren Proteingehalt. Nach Percoll-Zentrifugation
lag dieser aber bei gleicher Zellzahl sogar 20% tber dem von frisch isolierten
Zellen [16]. Daher scheint ein niedrigerer Proteingehalt kryokonservierter Le-
berzellen nicht die Ursache zu sein. Andererseits ist bekannt, dass Leberzellen
durch die Kryokonservierung ihre Fahigkeiten an Oberflachen zu haften teil-
weise verlieren [94,96] und dann beim Spulen und Medienwechsel der Zellkul-
turen heruntergespult werden. Von den 50% Leberzellen, die die
Kryokonservierung tberstanden haben, haben also noch einmal die Hélfte die

Anheftungsfahigkeit verloren und stiinden dann auch in einem Leberersatzver-
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fahren nicht zur Verfigung. Die effektive Ausbeute betrug somit ca. 25% und
entspricht den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen [57,94].

Xenometabolismus kryokonservierter Leberzellen in der Monolayerkultur

Um die Aktivitdten der kryokonservierten Hepatozyten trotzdem mit denen der
nativen Leberzellen vergleichen zu kdénnen wurden die Aktivitdten auf das in

der Kultur vorhandene Protein bezogen.

Hier zeigt sich ein Rickgang der ECOD-AKktivitdt um 12% sowie der EROD-
Aktivitat um 21%. Das bedeutet, dass man durchaus eine Funktionseinbuf3e
durch die Kryokonservierung in Kauf nehmen muss, diese aber einem tolerab-
len Rahmen liegt und somit die Kryokonservierung prinzipiell fir die Bereithal-
tung von Hepatozyten zur Verwendung in einem Leberersatzverfahren geeig-

net ist.

Praxistauglich ist der Einsatz derartig kryokonservierter Hepatozyten allerdings
nicht. Zum einen ist bereits das Aufteilen auf Einzelportionen von 1ml Zellsus-
pension beim Einfrieren sehr arbeitsaufwandig. Die entscheidenden Nachteile
liegen aber im Auftauvorgang. Dieser gestaltet sich vor allem durch die Percoll-
Zentrifugation sehr zeitaufwéndig. Zeit, die man bei der Versorgung eines Pati-

enten im akuten Leberversagen unter Umstanden nicht hat.

Einsatz kryokonservierter Leberzellen im Leberzellreaktor

Auf der Suche nach einer praktikablen Lésung wurde im Rahmen dieser Arbeit
folgender Ansatz getestet: Hepatozyten (finf Mal so viele wie bei den Versu-
chen mit den nativen Leberzellen-um die Verluste durch die Kryokonservierung
in etwa auszugleichen) wurden in ein Vlies eingesat und dieses dann nach
dem gleichen Protokoll wie in Leberzellsuspensionen fiir die Zellkultur compu-
tergesteuert eingefroren. Nach dem Auftauen wurden sie direkt in den Kreislauf
eingebaut, der dieses Mal von Beginn an mit Plasma perfundiert wurde, um so

den ,Ernstfall* mdglichst gut zu simulieren.

Insgesamt zeigten die so kryokonservierten Leberzellen eine enttduschende
metabolische Aktivitat. Auf statistische Tests zum Vergleich mit den nativen

Hepatozyten wurde wegen der unterschiedlichen Versuchsbedingungen (mehr
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Zellen, Perfusion mit Plasma) verzichtet. Im direkten Vergleich war die ECOD-
Aktivitat in den ersten vier Stunden nach Inbetriebnahme fast acht Mal niedri-
ger als die gemittelte Aktivitait bei den nativen Hepatozyten. Der
Albuminverbrauch war neun Mal hoher, die Harnstoffsynthese aber nur halb so
hoch. die Galactoseelimination war vier Mal, die Sorbitolelimination 20 Mal
niedriger als bei den nativen Hepatozyten. In den ersten 4 Stunden kam es zu
einer deutlichen LDH-Freisetzung, die danach stagnierte. Nach diesem Zeit-
raum war die ECOD-AKktivitat erloschen und auch alle anderen metabolischen
Funktionen fast nicht mehr nachweisbar, so dass man davon ausgehen muss,
dass die Leberzellen im Reaktor avital oder zumindest auf den Strukturstoff-

wechsel reduziert waren.

Ursachen fur die schlechte Performance kryokonservierter Vliese

Als Ursache fur die schlechte metabolische Aktivitat der in den Vliesen kryo-
konservierten Schweineleberzellen scheidet die Perfusion mit Plasma aus, da
die nativen Hepatozyten auch in Plasma deutlich bessere metabolische Aktivi-
taten zeigten. AuBerdem behielten Schweineleberzellen in einem Einzelexpe-
riment in Kultur mit Plasma Uber Tage ihre spezifische Morphologie. Die Ursa-
che fur die niedrige metabolische Aktivitdit muss daher direkt im Prozess der

Kryokonservierung zu suchen sein.

Hengstler et al. bestimmten flr eine gute Kryokonservierung von Leberzellen
wichtige Parameter [16,35,91], welche soweit mdglich berlcksichtigt wurden:
Ein langsames, kontrolliertes Absinken der Temperatur wurde durch den com-
putergesteuerten Einfrierprozess erreicht. Ebenso wurden die Hepatozyten vor
dem Einfrieren auf die empfohlene Konzentration des Kryoprotektors DMSO
von 10% eingestellt. Zwei zentrale Punkte waren aber versuchsaufbaubedingt
nicht erfillt: Das Einfrieren in kleinen Portionen von optimaler weise 4 x 10°
Zellen und wahrscheinlich noch wichtiger: Die Percoll-Zentrifugation nach dem

Auftauen.

Analog zu den Zellkulturversuchen haben wahrscheinlich ca. die Hélfte der
Hepatozyten die Kryokonservierung nicht dberlebt, verblieben aber hdchst-
wahrscheinlich teilweise im Vlies. Ca. ein weiteres Viertel hat die Anheftungs-
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fahigkeit verloren und war somit auch geschadigt. Nekrotische, geschadigte
und gestresste Leberzellen Ubertragen diesen Stress mittels Zytokinen an ihre
gesunden Nachbarzellen [32] und fihren dadurch zu einer schlechteren Funk-
tion der Gesamtzellmasse bis hin zum raschen Tod séamtlicher Zellen. Dies
erklart die nach dem Auftauen in allen gemessenen Funktionen reduzierte und
nach 3,5 Stunden fast nicht mehr nachweisbare Aktivitat der in den Vliesen

kryokonservierten Leberzellen.

Angesichts dieser Ergebnisse stellt sich die Frage ob es Uberhaupt sinnvoll ist,
kryokonservierte Vliese im getesteten Leberersatzverfahren zu verwenden.
Dabei ist zu bedenken, dass Patienten mit einem akuten Leberversagen ab-
hangig vom Verlauf auf eine sehr rasche Unterstlitzung angewiesen sein kon-
nen und ein Leberunterstitzungssystem entsprechend schnell einsatzbereit
sein muss. Die Zeit zwischen Leberentnahme und Einsaat der
Hepatozytensuspension in den Reaktor betrug etwas mehr als drei Stunden
und stellt eine akzeptable Zeit bis zur Einsatzbereitschaft dar. Angesichts der
erheblich besseren Aktivitat ware momentan also der Verwendung frisch pra-
parierter Leberzellen der Vorzug zu geben. Diese ist allerdings verbunden mit
einem erheblich gréReren materiellen und personellen Aufwand, und musste
bei klinischer Anwendung rund um die Uhr und auch am Wochenende zur Ver-
fugung stehen. AuBerdem stellen Schweineleberzellen fir die Anwendung am
Mensch gerade auch vor dem Hintergrund der im getesteten System fehlenden
Immunbarriere nur die zweite Wahl dar. Humane Leberzellen stehen in viel zu
geringer Menge und schon gar nicht zum bengtigten Zeitpunkt zur Verfliigung
und auch die Differenzierung von Hepatozyten aus Stammzellen wird nicht in
vier Stunden geschehen kdnnen. Der Einsatz dieser Zellen macht ein Konser-

vierungsverfahren notwendig.

4.5 Verbesserungsmaglichkeiten und Probleme

Was kann also getan werden um das im Rahmen der Zellkulturversuche in die-
ser Arbeit gezeigte Potential der Kryokonservierung auszuschopfen? Zentraler
Punkt hierbei ist in Analogie zu den oben genannten Ursachen fur die schlech-

te Aktivitat die Durchfihrung einer Percoll-Zentrifugation der Leberzellen nach
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dem Auftauen und die Kryokonservierung in kleineren Einheiten. Zum Beispiel
kénnten jeweils 4 x 10° Zellen [35] in Medium suspendiert in einem Réhrchen
eingefroren und erst nach der nach dem Auftauen durchgeftihrten Percoll-
Zentrifugation in den Reaktor eingesat werden. Dies bedeutet aber auf der an-
deren Seite wieder einen erheblichen materiellen, personellen und auch zeitli-
chen Aufwand.

Zwei weitere Probleme traten bei den Versuchen mit den kryokonservierten
Vliesen auf: (a) kam es wahrend der Perfusion mit Plasma zu einer Erh6hung
des Flusswiderstandes im Leberzellreaktor und (b) wurde eine betrachtliche
Menge an Zellen aus dem Leberzellreaktor heraus gespiilt.

Zirkulationsprobleme durch ein Verstopfen des Leberzellreaktors traten nur bei
den Versuchen mit den kryokonservierten Vliesen auf. Eine Aktivierung des
Gerinnungssystems erscheint bei der eingesetzten Menge an Heparin unwahr-
scheinlich, zumal eine weitere Zugabe von Heparin direkt vor das Vlies keine
Verbesserung brachte. Denkbar ist, dass Leberzellen sich verklumpen und
dann als ,Pfropfen“ die Strombahn verschlielen. Setzt man mehrere Vliese in
Reihe hintereinander, wie flr das hier getestete System geplant, so wird man
hohe Perfusionsdriicke benétigen, die physiologischerweise in einer Leber
nicht auftreten und zu Zellschaden fuhren kénnen. Eine Parallelschaltung der

einzelnen Vliese konnte dieses Problem in Grenzen halten.

Dass Zellen aus dem Reaktor heraus gespult werden entspricht der Tatsache,
dass ein Teil der Leberzellen nach dem Auftauen ihre Anheftungsfahigkeit ver-
lieren. Bei der Verwendung von uber Percoll zentrifugierten Hepatozyten wird
die Zahl der ausgesplulten Zellen geringer sein. Bei Verwendung einer Zelllinie
ist dies als besonders kritisch anzusehen. Aber auch sonst sollte dies insbe-
sondere aus immunologischen Grinden durch einen nachgeschalteten Filter

unterbunden werden.

4.6 Probleme bis zur klinischen Anwendung

Fir den Einsatz am Patienten gilt es nach wie vor einige Probleme zu I6sen.

Die nativ eingesetzten Hepatozyten kdnnen schon jetzt mit guter metabolischer
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Aktivitat tberzeugen. Allerdings wurde diese nur in etwas weniger als 50% der
Versuche erreicht. Hier ist die Entwicklung von Leberzellreaktoren mit zuver-
lassig hohen hepatozytenspezifischen Funktionen noch nicht abgeschlossen.
Wollte man zum Beispiel die Harnstoffsynthese eines 70kg schweren Patienten
von ca. 30g/d [55] komplett ersetzen, brauchte man mit dem hier getesteten
System fast 2000 Vliese.

Vor diesem Hintergrund wird die optimale Therapie des akuten Leberversa-
gens mdoglicherweise in der Kombination von Substitutions- und physikalischen
Mallnahmen wie sie beispielweise das MARS verwendet [95] mit dem Einsatz

von vitalen Leberzellen zu suchen sein.

Um im Bedarfsfall zligig eine Leberersatztherapie beginnen zu kénnen sind
Methoden der Konservierung unerlasslich. Dass die Kryokonservierung von
Hepatozyten dazu prinzipiell geeignet ist konnte gezeigt werden. Allerdings ist
der fur ein gutes Ergebnis bendtigte Aufwand noch nicht zu rechtfertigen und
deutlich zu zeitintensiv. Methoden mit denen man gréRere Mengen Leberzellen

ohne relevanten Funktionsverlust konservieren kann werden dringend bendtigt.

Die im Rahmen dieser Arbeit getesteten mit Hepatozyten besiedelten kryokon-
servierten Vliese sind zur praktischen Anwendung nur mit deutlichen Funkti-
onseinbufRen und nur innerhalb der ersten maximal vier Stunden nach dem

Auftauen in geeignet.
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5 Zusammenfassung

Das akute Leberversagen und das akute Leberversagen auf dem Boden einer
chronischen Leberinsuffizienz stellen eine vitale Bedrohung fur den Patienten
dar. Einzig die allogene Lebertransplantation ist bislang in der Lage, die Uber-
lebensrate signifikant zu verbessern. Angesichts der Knappheit an Spenderor-
ganen sowie um die langfristigen Folgen der Immunsuppression zum Umgehen
werden aktuell Leberersatzverfahren entwickelt, um die Leberfunktion bis zur
Restitution der korpereigenen Leber zu Uberbrticken.

Auf der Suche nach einem schnell einsatzfahigen zellbasierten Leberersatzver-
fahren wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Kryokonservierung auf leberzell-
spezifische Aktivitaten von Hepatozyten in vitro untersucht.

Zunachst wurde die Bestimmung der EROD- und ECOD-AKktivitat als Marker fur
die CYP-450-Aktivitdt im Labor etabliert und diese in Monolayerkulturen mit
frisch Praparierten Ratten- und Schweine-, sowie mit kryokonservierten
Schweineleberzellen gemessen. Dabei zeigten alle Versuche wéhrend der Ver-
suchsdauer von 3 Tagen eine rucklaufige EROD- und ECOD-AKktivitat, die leicht
Uber den in der Literatur beschriebenen Aktivitaten lag. Nebenbefundlich zeigte
sich eine Inhibition der EROD und der ECOD durch das jeweils gegenseitige
Substrat mit einer Aktivitatsreduktion um bis zu 60%.

Der Zellverlust durch die Kryokonservierung betrug ca. 75%: 50% der Zellen
gingen bei der Percollzentrifugation nach dem Auftauen verloren, weitere 25%
verloren die Anheftungsfahigkeit. Die Funktionsreduktion durch die
Kryokonservierung bei den verbliebenen Zellen betrugen ca. 21% fur die
EROD- und ca. 10% fur die ECOD-AKktivitat.

Im zweiten Schritt wurde versucht, die Ergebnisse auf ein von der Arbeitsgrup-
pe entwickelte Leberersatzverfahren, basierend auf einem Leberzellreaktor, in
in-vitro Versuchen mit nativ praparierten und kryokonservierten Schweineleber-
zellen zu Ubertragen. Dabei wurden neben der ECOD-AKktivitat als Marker fir
die CYP-450-Aktivitat auch andere hepatozytenspezifische Funktion gemessen.
Die ECOD-AKktivitat der nativen Leberzellen in den Kreislaufversuchen war hete-

rogen: In drei von sieben Versuchen zeigte sich eine deutlich héhere, in den
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restlichen vier eine etwas niedrigere Aktivitdt als in den Versuchen mit den
Monolayerkulturen, was am ehesten auf einen unterschiedlichen Induktionszu-
stand des CYP-450-Enzymsystems zurtickzufihren ist. Dagegen zeigte sich in
den Versuchen mit kryokonservierten Zellen homogen ein deutlicher Funktions-
verlust der ECOD-Aktivitat, am ehesten zurtckzufuhren auf Schaden im Rah-
men des Einfrier- und Auftauvorgangs.

Auch die Testung anderer hepatozytenspezifischer Funktionen zeigt ein ahnli-
ches Bild: Wahrend in den nativ prépariert eingesetzten Leberzellen ein funktio-
nierender Harnstoffzyklus, eine deutliche Sorbitol- und Galactose-Elimination
als Marker fur einen funktionierenden Kohlenhydratstoffwechsel sowie eine nur
leichtgradige Albuminreduktion als Anhalt fir eine leicht katabole Stoffwechsel-
lage zeigt, so fand sich in den Versuchen mit den kryokonservierten Zellen ins-
gesamt eine enttauschende Aktivitat: Die ECOD-Aktivitat war fast acht Mal
niedriger, der Albuminverbrauch neun Mal hoéher, die Harnstoffsynthese aber
nur halb so hoch. die Galactoseelimination war vier Mal, die Sorbitolelimination
20 Mal niedriger als bei den nativen Hepatozyten. Nach vier Stunden lie3en
sich keine relevanten hepatozytenspezifischen Funktionen mehr nachweisen.
Aktuell lasst sich mit dem getesteten System in Teilbereichen, insbesondere
CYP-450- und Kohlenhydratstoffwechsel eine ausreichende Funktion erzielen,
wobei, wie die katabole Stoffwechsellage der Zellen zeigt, dass die Kulturbe-
dingungen im Leberzellreaktor verbessert werden koénnen. Durch die
Kryokonservierung kommt es zu einem relevanten Verlust der
hepatozytenspezifischen Funktionen, welche vier Stunden nach Auftauen
komplett erloschen sind. Da fur die zeitintensive Zellpraparation jedoch in der
Akutsituation keine Zeit bleibt, sind zellbasierte Leberersatzverfahren auf kon-
servierte, schnell aktivierbare Zellen angewiesen. Dass die Kryokonservierung
sich hierzu prinzipiell eignet, konnte in den Zellkulturversuchen gezeigt werden.
Das hier getestete Verfahren zur Kryokonservierung fur das von der Arbeits-

gruppe entwickelte Leberersatzverfahren eignet sich dazu jedoch nicht.
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6 Abklrzungsverzeichnis

7-HC
ACLV
ALFIHMS
ALV
ATP
CYP
DC
DMSO
EC
ECOD
EGTA

ELAD
ER
EROD
FCS

FE
HEPES
IE

KH

LDH
MARS
MELD — Score
NADPH
PBS

R

Tris
UDP

94

7-Hydroxycoumarin

akut auf chronischem Leberversagen

acute liver failure in-hospital mortality prediction score
akutes Leberversagen

Adenosintriphosphat

Cytochrom P450

Dicumarol

Dimethylsulfoxid

7-Ethoxycoumarin
7-Ethoxycoumarin-O-Deethylase
Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N,N'N'-
Tetraessigsaure

extracorporeal liver assist device
Ethoxyresorufin
Ethoxyresorufin-O-Dealkylase

Fetales Kalberserum

Fluoresenzeinheit

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)- ethansulfonsaure
internationale Einheit
Krebs-Henseleit-Puffer
Laktatdehydrogenase

molecular adsorbent recirculating system
Model for End-stage Liver Disease-Score
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
phosphate buffered saline

Resorufin
Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Uridindiphosphat
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