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|. Einleitung

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan im menschlichen Korper. Durch sie werden
eine Vielzahl essentieller Synthese- und Entgiftungsleistungen vollzogen. Die
pathologischen Folgen des Ausfalls des Organs durch bestimmte Krankheiten oder
Vergiftungen ziehen zwangslaufig den Tod des betroffenen Patienten nach sich, wenn nicht
umgehend geeignete Behandlungsmal3inahmen getroffen werden. Die bisher einzig dauerhaft
wirksame Behandlungsform bei einem Totalversagen der Leber ist der Ersatz des erkrankten
durch ein gesundes Spenderorgan (Lebertransplantation). Da jedoch weltweit die
Verfugbarkeit transplantierbarer Spenderorgane stagniert bzw. ricklaufig ist und im
Gegensatz dazu die Zahl transplantationsbedurftiger Patienten stetig steigt, missen
alternative Behandlungsformen angewendet werden, um dem Bedarf entsprechen zu kénnen.
Dieser Umstand hat insbesondere in den USA und in Deutschland zur Entwicklung sog.
kinstlicher Leberunterstitzungssysteme gefiihrt. Diese Systeme Gbernehmen gewissermal3en
die Funktion des ausgefallenen Organs uber die Zeit, bis ein geeignetes Transplantat zur
Verfiigung steht bzw. sich die so uberbrickte Leber regenerieren kann. Letzteres fuhrt
zusatzlich dazu, dalR die Zahl ansonsten notwendiger aber eigentlich Uberflissiger
Transplantationen zuriickgeht. Grundsatzlich lassen sich definitionsgemafd artifizielle von
bioartifiziellen Leberunterstitzungssystemen unterscheiden. Beide Systemtypen werden
extrakorporal eingesetzt.

Die verschiedenen Formen der artifiziellen Unterstitzungssysteme vollziehen eine rein
physikalische Abreicherung giftiger endogener Leberstoffwechselmetabolite bzw.
derjenigen exogenen Substanzen, die das Leberversagen verursachen. Allerdings ermdglicht
der in diesen Systemen fehlende Ersatz der Syntheseleistungen der Leber nur sehr
kurzfristige Therapieerfolge. Demgegenuber befinden sich in bioartifiziellen Systemen als
biologische Komponente parenchymale Leberzellen (Hepatocyten), die neben der
Entgiftungsleistung auch eine Synthese der fur den Patienten essentiellen Substanzen
gewahrleisten.

Bisher wurden in den bioartifiziellen Systemen aufgrund der bequemen Verfugbarkeit und
der guten Ubereinstimmung mit dem Stoffwechsel der menschlichen Leber vorwiegend
primare porcine Hepatocyten verwendet, die unmittelbar aus der Leber des Hausschweins
gewonnen werden. Der Einsatz solcher xenogenen Zellen am Menschen birgt jedoch
Risiken, die die weitere Verwendung nachhaltig in Frage stellen: Porcine Hepatocyten sind
Trager endogener Retroviren (engborcine endogenous retrovirusPERV), deren
Ubertragung auf den Patienten wahrend der Behandlung bisher nicht vollstandig
ausgeschlossen werden kann. Ferner kann die Xenogenitat der Zellen eine Immunantwort
des Patienten hervorrufen. Diese Komplikationen kdnnten vermieden werden, wenn anstelle
der porcinen Zellen humane Hepatocyten verwendet wiirden. Der Einsatz primarer humaner
Hepatocyten ist jedoch von vornherein ausgeschlossen. Da eine ausreichentte
Vermehrung dieser Zellen bisher nicht gelungen ist, wirden zu deren Gewinnung gesunde
Spenderlebern benétigt. Damit stinde man jedoch wieder am Anfang des Gesamtproblems.



Kapitel I: Einleitung 2

Die ideale Resource fur die zellulare Leberunterstitzungstherapie ware daher eine humane
Hepatocytenlinie mit hoher Teilungsfahigkeit bis hin zu hohen Zellkonzentrationen und
einem normalen, d.h. nicht-malignen Phanotyp. Sie mufd in Kultur tber lange Zeit
ausdifferenziert bleiben und dementsprechend die gleichen synthetisierenden und
detoxifizierenden Eigenschaften aufweisen wie Hepatogyteivo.

Ziel der Arbeit

In einem Verbundprojektes des Lehrstuhls fur Zellkulturtechnik der Universitat Bielefeld in
Zusammenarbeit mit den Firmen Develogen (Goéttingen) und Hybrid Organ (Berlin) wurde
das Ziel formuliert, eine immortalisierte humane Hepatocytenlinie zu entwickeln, die jene
zuvor genannten Eigenschaften besitzt, diese Hepatocyten in  geeigneten
Kultivierungssystemen (Bioreaktoren) zu einer Zellmenge zu vermehren, wie sie fur den
Einsatz in einem bioatrtifiziellen Leberunterstitzungssystem notwendig ist und schlief3lich
das Gesamtsystem in klinischen Studien im Tiermodel bzw. nachfolgend an Patienten
einzusetzen. Ein wichtiger Teilaspekt dieses Projekts war die Entwicklung von Strategien,
die es ermdglichen, dalR die Zellen im Leberunterstitzungssystem dem Patienten "just in
time" zur Verfugung stehen. Von mehreren Moglichkeiten erschien die folgende am
vielversprechendsten: Nach einer Vermehrung (Expansion) der Zellen im Bioreaktor wird
die metabolische Aktivitat der Hepatocyten gezielt reduziert, wodurch sie Uber einen
langeren Zeitraum gelagert werden konnen. Dies kann durch Temperaturerniedrigung bis
hin zum Einfrieren der Zellen erfolgen. Die Gefrier- bzw. Kryolagerung unter
Tieftemperaturbedingungen (-196°C) ist eine in der Zellkulturtechnik bereits etablierte
Methode fur die Langzeitlagerung von Zellen, die jedoch der Verwendung z.T. giftiger
kryoprotektiver Substanzen (z.B. Dimethylsulfoxid, DMSO) bedarf. Ferner sterben trotz der
Kryoprotektiva ein nicht unerheblicher Teil der Zellen wahrend des Einfrier- bzw.
Auftauvorgangs ab. Eine sinnvolle Alternative ist daher die Lagerung bei niedrigen
Temperaturen oberhalb des Gefrierpunkts, mit Hilfe derer die metabolische Aktivitat der
Zellen auf ein Minimum reduziert wird und der Einsatz kryoprotektiver Substanzen
vermieden werden kann. Zusétzlich ist durch diese Form der Konservierung eine
Uberpriifung des Zustands der Zellen zu jedem Zeitpunkt der Lagerung moglich. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher die Lagerungsfahigkeit von Hepatocytenlinien
z.T. unterschiedlicher Spezies unter Niedrigtemperaturbedingungen im Bioreaktor
untersucht. Besonderes Augenmerk galt dabei dem Einflu3 des Sauerstoffs wahrend der
Abkuhlungs- und der nachfolgenden Lagerungsphase.
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ll. Medizinischer Hintergrund

1. Anatomie, Morphologie und Physiologie der Leber

Mit einem Gewicht von durchschnittlich 1,8 kg beim erwachsenen Mann und 1,4 kg bei der
erwachsenen Frau 8D 1933) ist die Leber nach der Haut das schwerste Organ und die
grofdte (exokrine) Drise im menschlichen KorpesL(ER 1995, S. 293). Sie liegt im
rechten Oberbauch unmittelbar unter dem Zwerchfell und wird durch die unteren Rippen
geschutzt. Die konvexe Oberflaich€aies diaphragmatigaist mit dem Zwerchfell
verwachsen. Die Unterflach&dcies visceralisliegt den Eingeweiden auf. Die embryonale
Organogenese erfolgt - wie bei allen anderen Gastrointestinalorganen der Vertebraten - aus
dem Entoderm (\WHNER, GEHRING 1990, S. 207). Im klassisch anatomischen Aufbau wird
die Leber in zwei Hauptlappehdbus dexteund Lobus sinistér sowie zwei weiteren den
beiden ersten nebenliegenden und nur rickseitig sichtbaren Lapg®ms ¢audatusund

Lobus quadratysunterteilt (BCHYREMBL 1998, S. 899).

Ductus bilifer

/
A. hepatica ;
propria

Segmente

der V. portae Vesica biliaris

Abb. 2.1: Makroskopische Anatomie der Leber (Schemaj: Klassischer Aufbau. 1 +obus dexter

2 =Lobus quadratus3 = Lobus caudatus4 = Ligamentum teres hepati§ = Lobus sinister 6 = Vesica
biliaris, 7 =Leberhilus mit V. portaeA. hepatica propriaund Ductus choledocys3 = Area nuda 9 =Vena
cava b: Lebersegmente und Subsegmente. Bubsegmentum posterius superids= Subsegmentum
posterius inferius 3 = Subsegmentum anterius superiud = Subsegementum anterius inferius
5 =Subsegmentum laterale inferj=Subsegmentum laterale inferjuls= Subsegmentum mediale superius
8 =Subsegmentum mediale inferiuBer Lobus caudatuswird jeweils von dem rechten Ast der portalen
Gefalie (9a) bzw. von ihrem linken Ast (9b) versorgt (nastHPREMBL 1998 und [RENCKHAHN et al. 1994).

Die modernere funktional vaskulare Anatomie nach Couinaud hingegen unterteilt die Leber

in insgesamt acht Segmente. Diese Segmentierung entspricht nicht der aul3eren
Lappengliederung und ist charakterisiert durch die voneinander unabhangige afferente und
efferente Blutversorgung der Segmente sowie Gallenkanéle ohne kollaterale Zirkulation

zwischen den Segmenteny&A 1981, DnwsoN, TAN 1992). Die weitere GefalRaufteilung

fuhrt zur Einteilung in Subsegmented@DURY 1981).
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1.1 Das Blutgefal3system

Aus den vengdsen Zuflussen der unpaaren Bauchorgane (Magen, Darm, Pankreas und Milz)
gelangt 70-80% des afferenten Blutes Uber die PfortAtara portag zur Leber, die sich
innerhalb des Organs in dienae interlobulareaufspaltet. Hiertiber werden der Leber alle
durch den Gastrointestinaltrakt resorbierten Nahr- und Fremdstoffe zugefihrt. Die restlichen
20-30% dienen der Sauerstoffversorgung des Organs und stammen aus der Leberarterie
(Arteria hepatica deren Verastelungen innerhalb der Leber Adteriae interlobulares
bezeichnet werden (EMING 1999). Das efferente Gefal3system setzt sich aus den zentralen
GefalRenVenae centralisder Leberldappchen (siehe 11.1.2) zusammen, welche iNalae
sublobularesvon dort in die grof3e Lebervendeha hepaticaund schlieflich in die untere
Hohlvene Yena cava inferigrminden.

1.2 Feinanatomie

Die klassische strukturelle Untereinheit der Leber ist das polygonale Zentralvenenlappchen
(Leberlappchenl.obulus hepaticys Das gesamte Organ besteht aus etwa 1-1,5 Mio. dieser
Leberlappchen, von denen jedes neben weiteren Zelltypen (siehe 11.1.4) aus je etwa 300.000
parenchymalen Zellen (Hepatocyten) aufgebaut ist.

Portalfeld mit Sinusoid

Lipozyt
Glisson’scher Triade (ITO-Zelle)

V. hepatica

Leber-
Kupffer-
zelle

V. sublobularis  Portalkanal Hepatozyt

centralis

Disse Raum Endothelzelle

@ Ductus choledochus

@ Gallekanalikulus PIT-Zelle

Abb. 2.2: Der innere Bau der Leber (Scheman: R&umliche Anordnung der Leberlappchen mit den
afferenten und efferenten Leitungsbahnen. Die farbigen Flachen geben die funktionelle Gliederung der Leber
in Portallappchen (gelbes Dreieck) und Azinus (rotes Viereck) wieder (vgl. 11.1.3 und Abb. 2.3). Rote Pfeile
= Stromungsrichtung des Blutes durch die ZentralvertenSinusoid mit benachbarten parenchymatischen
Leberzellen (Hepatocyten) sowie den nicht-parenchymatischen Zelltypen (siehe 11.1.4) €EraehilG95).

Jedes Leberlappchen ist ca. 2 mm hoch, der Durchmesser betragt 1-1,3 mm. An den "Ecken"
des Polygons befinden sich die Portalfelder (auch als periportale Felder bezeichnet) mit je
einer Glisson'schen Triad&r{as hepatica) Diese Gefal3struktur besteht aus je einem Ast



Kapitel 1I: Medizinischer Hintergrund 5

der Pfortader, einem Ast der Leberarterie und einem Gallendaungius biliferug. Im
Zentrum des Polygons verlauft die terminale Zentralvene. Aus den blutfihrenden Gefal3en
der Glisson'schen Triade stromt das arteriovenés vereinigte Blut tGber die radiaren Sinusoide
(Vasa sinusoideaauf die Zentralveneévena centraliy zu (siehe Abb. 2.2a). Zwischen den
Sinusoiden (siehe Abb. 2.2.b) liegt jeweils eine Schicht von Hepatocyten (Leberzellbalken),
von denen benachbarte Zellen zwischen sich durch Einstulpung der Zellmembran
GallenkanalchenGanaliculi biliferi oder Canaliculi biliare9 bilden. Wahrend das Blut
durch die Sinusoide von den Portalfeldern zu den Zentralvenen stromt, fliel3t die Galle in
entgegengesetzer Richtung durch die parallel zum Sinusoid verlaufenden Gallenkanalchen
zu den Portalfeldern. Aus den Gallengangen wird die Galle in die bBidetus hepatici

dexter et sinisteabgeleitet, die sich zuuctus hepaticus communigreinigen. Von dort

aus gelangt sie Uber d@uctus choledocum den Zwdlffingerdarm@®uodenun bzw. tber
denDuctus cysticugur Gallenblaseesica biliarig.

1.3 Funktionelle Gliederung

Die strukturelle Gliederung des Organs in Zentralvenenldppchen entspricht keiner
funktionellen Untereinheit, da jede Zentralvene Blut aus mehreren Portalvenen und Arterien
erhalt und umgekehrt die in einem L&ppchen produzierte Galle zu mehreren Portalfeldern
flie3t. Ferner besitzen die Hepatocyten aus veschiedenen Arealen des Leberlappchens ein
unterschiedliches Enzymbesteck und konnen daher unter pathologischen Bedingungen
unterschiedlich reagieren. Deshalb ist man bezlglich des funktionellen Charakters zur
Gliederung in sog. Portallappchen Ubergegangen, die mit der sonst in der Drisenanatomie
verwendeten Lappchenbegriff UbereinstimmtedNHARDT et al. 1987, S.379). In
Anlehnung an diese Gliederung wurde durch die Arbeiten von Rappaport et al. das Konzept
des Leberazinus entwickelt iRPAPORTet al. 1954).

1.3.1 Das Portallappchen

Das Portallappchen (auch Portalvenenlappchen genannt) ist eine trianguléare Struktur in
dessen Zentrum ein Portalfeld mit Glisson'scher Triade liegt und deren Eckpunkte die

terminalen Zentralvenen dreier benachbarter Leberlappchen bilden (siehe Abb. 2.3). In
dieser Struktur werden also diejenigen Sinus und Leberzellbalken zusammengefaldt, die
durch die blutfilhrenden GefaRe (Aste der Leberarterie und der Pfortader) eines Portalfeldes
versorgt bzw. durch den parallel dazu verlaufenden Gallengang entsorgt werden. Diese
interlobular verlaufende Gefa3struktur wird auch als Anzinusachse oder Azinuszweig

bezeichnet. In der funktionellen Einheit des Portallappchens stromt das Blut von zentral zu
den nun peripher liegenden terminalen Venen. Die Galle flie3t dementsprechend von der
Peripherie zum Zentrum.
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1.3.2 Der Leberazinus

Ausgehend von der Portallappchen-Struktur lassen sich mit zunehmender Entfernung von
den interlobuléar verlaufenden terminal afferenten BlutgefaRen (Azinusachse) drei Zonen
voneinander abgrenzen, die sich insbesondere hinsichtlich der Konzentration der
Metaboliten, die die darin befindlichen Hepatocyten umgeben, voneinander unterscheiden
(siehe Abb. 2.3):

- Die periportale Zone 1 um die Azinusachse mit hohem Angebot an Sauerstoff und
Substraten,

- die anschlieBende Zone 2 mit reduziertem Angebot,

- die Zone 3 um die terminale Vene, die von Blut durchstromt wird, das den Gas- und
Metabolitenaustausch mit den vorausgehenden Zonen bereits weitgehend vollzogen hat.

Innerhalb des Azinus haben die Hepatocyten in Abhangigkeit von ihrer Lokalisation
unterschiedliche Funktionen. Diese metabolische Heterogenitat der Hepatocyten ist fur die
Stoffwechselregulation des Gesamtorgans von grof3er Bedeutung. So findet bspw. die
Biotransformation durch die Enzyme des Cytochrom-P450-Systems (siehe 1.1.5.1)
uberwiegend in den perivenésen Hepatocyten der azinischen Zone 3 am Endteil der
Sinusoide statt, wahrend demgegentber die Harnstoffsynthese in erster Linie in den
periportalen Zellen der sauerstoffreicheren Zone 1 bis 2 vollzogen wirgsEBMANN,
SASSE1978, EBHARDT 1992).

Glisson'sche Triade<_, | “ [ o | Azinuszonierung: ! o ! v ! - i o
\AA A\ /A\ Zone 1 ,A\ ,A\ ,A\ ’,A\

Leberlappchen \ \V"/
]

& N, i .
entralvene ! ), | | ! : |
e @ L MG T T\
@ik 2 (@ " Yy

i ils A A\?A AN K A -
Y oy LG Sl ‘V

e teof R | O
PE P P A’ L i
@ ®

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Azinuszonierung. Die idealisierten Schnitte verlaufen in der Ebene der
Azinusachsen und senkrecht zur Glisson'schen Triad®appaport'sches Modell. Die Azinuszonen umgeben

die Azinusachse wie die Schalen einer ZwiellelModell nach Lamers et al.. Die Azinuszonen sind zirkular

um die Zentralvenen angeordnet. Gelbe Dreiecke = Bereiche jeweils eines Portallappchens mit den
Zentralvenen als Eckpunkten und der Glisson'schen Triade als Zentrum @rakh1995).

Im Rappaport'schen Azinusmodell AfPAPORT et al. 1954) umgeben die drei Zonen die
Azinusachse wie die Schalen einer Zwiebel (siehe Abb. 2.3.a). Neuere Befunde weisen
jedoch darauf hin, dal3 diese Zonen zirkular um die terminalen Venen angeordnet sind
(perizentraler Bereich), wobei sich die Zonen 1 mehrerer Portallappchen in der Umgebung
des Portalfeldes als periportaler Bereich Uberschneiderefs et al. 1989, siehe 2.3.b).
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1.4 Zellulare Bestandteile der Leber

Grundsatzlich lassen sich funf Zelltypen in der Leber voneinander unterscheiden, von denen
die Hepatocytermit 60-65% an der Gesamtzellzahl der Leber und 77,8% am Lebervolumen
den prominentesten Anteil bilden (siehe Tab. 2.1). Alle Zelltypen sind im Bereich der
Sinusoide anzutreffen (siehe Abb. 2.1.b). Aul3er den Hepatocyten werden alle Ubrigen Typen
als nichtparenchymale Zellen zusammengefal3t.

Tab. 2.1: Anteile der Zelltypen und der extrazellularen Kompartimente am Lebervolumen (BROR £995).

Anteil an Anteil am
der Gesamtzellzahl Lebervolumen
(%) (%)

Zellen 100 84,1
Hepatocyten 60-65 77,8
Sinusendothelzellen 15-20 2,8
Kupffer'sche Zellen 8-12 2,1
Ito-Zellen 3-8 1,4
PIT-Zellen <2

extrazellularer Raum 15,9
Sinusoide 10,6
Disse-Raum 4.6
Gallenkanalikuli 0,4

Die Wand der 9-12 um weiten Sinusoide wird v®imusendothelzellegebildet, deren
Auslaufer fenestriertog LEEuw et al. 1990) und auf denen diaipffer'schen Sternzellen
(auch Kupffer'sche Zellen genannt, sessile Makrophagen) verankert sind. Wie die
Kupffer'schen Zellesind - wenngleich in geringerem Mal3e - auchSlusendothelzellen

zur Phagocytose befahigt. Ferner finden durch sie rezeptorvermittelte Endocytosen
unterschiedlicher im Blut befindlicher Substanzen (z.B. lysosomale Enzyme,
Plasminogenaktivator) und die Bildung von Komponenten der extrazellularen Matrix statt
(GEROK 1995, ARIl, IMAMURA 2000). Neben den pino- und phagocytotischen Aufgaben von
Makrophagen sind di&upffer'schen Zelleru.a. fur die Abgabe von Signalstoffen (z.B.
Cytokine), der Abreicherung toxischer Substanzen, sowie auch fur die Bildung von
Matrixkomponenten und Enzymen zu deren Abbau verantwortlicakéVét al. 1989).
Zwischen den Hepatocytenund dem Sinusendothel befindet sich der sogenannte Disse-
Raum. Auf der dem Disse-Raum zugewandten Seite des Sinusoids befinden sich
Fettspeicherzellen (Lipocyten bzwto-Zeller), die neben ihrer Speicherfunktion fur
Vitamin A (WAKE 1980) aufgrund ihrer Anordnung auf den Sinusoiden vermutlich bei der
Regulation der Weite des Sinusendothels von Bedeutung siwda(i4 et al. 1992). Zudem
spielen sie durch ihre Fahigkeit, Komponenten der extrazellularen Matrix (Faserproteine,
Glykoproteine, Proteoglukane und Integrine) zu bilden und umzusetzen, bei der
pathologischen Fibrosierung eine Rolleug® 1999). Ein weiterer Zelltyp mit Funktionen
naturlicher Killerzellen befindet sich im Lumen des Sinusoids und vereinzelt auch im Disse-
Raum: Diese granulareichéiiT-Zellenstammen vermutlich aus lymphatisch myelogenen
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Vorlauferzellen und liegen in lockerer Verbindung auf dem Sinusendothel. In Kooperation
mit den Kupffer'schen Zellen beseitigen sie Tumorzellers§&et al. 1997).

In den Hepatocytensind der weit Uberwiegende Teil der metabolischen Funktionen, die
Biotransformation (siehe dazu 11.1.5.1) und Exkretionsfunktionen der Leber lokalisiert. In
ihnen werden Hormone und Signalstoffe abgebaut, vollzieht sich die Sdure-Base-Regulation
sowie die Synthese von Komplementfaktoren und Akute-Phase-Proteinen der Immunabwehr
(siehe 11.1.5). Es handelt sich um "(bi-)polare” Zellen, deren einer (basolaterale) Pol neben
der Kontaktflache zwischen benachbarten Hepatocyten die mikrovilli-bewehrte sinusoide
Membran darstellt, wéhrend der andere (apikale) Pol der Kanalikulus bildet, der von
spezifischen Arealen der Leberzellmembran benachbarter Hepatocyten gebildet wird
(DRENCKHAHN et al. 1994). Sinusoide Membran und kanalikulus-bildende Membran
unterscheiden sich grundlegend durch ihren Bestand an Transport-, Rezeptor- und
Kanalproteinen.

1.5 Funktionen und Aufgaben der Leber

Durch ihre besondere topographische Stellung zwischen den Organen der Resorption und
den peripheren Organen ist die Leber fir die priméare Verwertung der Nahrungsmittel
verantwortlich. Die nach Verdauung durch das Darmepithel absorbierten niedermolekularen
Bausteine der Nahrung werden Uber die Pfortader zur Leber transportiert, wo sie abgebaut,
zur Synthese korpereigener Substanzen verwendet, ineinander umgewandelt oder
gespeichert werden QET, VOET 1994, S. 739). Im Zuckerstoffwechsel des Kdrpers nimmt

die Leber die Rolle eines sog. Glucostaten euN&ERMANN 1986), in dem Glycolyse,
Gluconeogenese sowie Glycogenauf- und abbau auf komplexe Weise unter besonderer
Beteiligung von Insulin, Glucagon und Adrenalin hormonell gesteuert werden. Ferner
ubernimmt die Leber anabolische und katabolische Wege des Protein-, Lipid-, Aminoséaure-
und Stickstoffmetabolismus' sowie den Stoffwechsel der Vitamine und Spurenelemente. Da
insbesondere die Vielzahl anabolischer Reaktionsschritte einen enormen ATP-Verbrauch
darstellt, benétigt die Leber allein 20% des im Blut enthaltenen Sauerstoffs zur oxidativen
mitochondrialen Energiegewinnungg@4ARDT 1996).

Eine weitere Aufgabe der Leber besteht in der Bildung und Inaktivierung von (hormonalen)
Signalstoffen. So werden hier Vorstufen der Hormone, die sog. Prohormone spezifischer
endokriner Drisen, in ihren aktiven Zustand umgewandelt (z.B. lodierung des
Schilddrisenhormons Thyroxin zu Trijodthyronins$er 1994). Unter Vorwegnahme ihrer
exokrinen Funktion (s.u.) findet in der Leber zur Aufrechterhaltung der hormonalen
Homoostase auch der Abbau der meisten Hormone (z.B. Steroidhormone der Nebenniere,
Sexualhormone, Insulin, Glucagon und Somatropin) st&R@®& 1995).

Fur die unspezifische Immunabwehr ist die Leber von groRer Bedeutung, da 80-90% der
sessilen phagocytotischen Makrophagen auf die in der Leber lokalisierten Kupffer'schen
Zellen entfallen (siehe 11.1.3). Zudem werden Akute-Phase-Proteine (proteaseinhibitorisch
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wirksame Proteine) durch parakrine Stimulation der Hepatocyten (Sezernierung von
Interleukin 6 aus den Kupffer'schen Zellen) freigesetzadiEwicz 1997) und die
Bestandteile des Komplementsystems (berwiegend in der Leber synthetisiert
(Seki et al. 2000). Die Leber ist neben der Milz auch das Organ der Blutspeicherung, die
uber Sphinkteren an den zufihrenden und abflihrenden sinusoidalen GefalRabschnitten
gesteuert wird (BRGMANN 1967, S. 480).

lhrer Funktion als wichtigste exokrine Drise neben der Niere wird die Leber durch den
Metabolismus und die Ausscheidung von Endo- und Xenobiotika gerecht. Das Organ
ubernimmt die Aufgabe einer Detoxifizierung des Korpers, wobei es im Zuge dieses
Metabolismus' auch zu einer Toxifizierung kommen kann. Die Detoxifizierung schliefl3t die
Aufnahme toxischer endogener Stoffe (z.B. das aus dem Hamoglobinabbau resultierende
Bilirubin) und exogener Substanzen aus dem Plasma, die chemische Umwandlung
(Biotransformation, siehe 11.1.5.1) und die biliare Ausscheidung ein. Zu den exogenen
Substanzen gehoren viele lipophile Substanzen, die mit der Nahrung, in Form von Genuf3-
und Arzneimitteln oder als Umweltschadstoffe nach Resorption durch die
Schleimhautepithelien Uber das Blut zur Leber gelangen. Dort werden sie durch die
Hepatocyten, in einigen Fallen auch durch Sinusendothel- und Kupffer' sche Zellen,
umgewandelt und die Endprodukte in die Galle abgegeben oder Uber die Nieren
ausgeschieden.

1.5.1 Biotransformation und Cytochrom-P450-System

Die Biotransformation umfal3t in der Regel zwei Phasen (Phase I+ll). In den Reaktionen der
Phase | werden die betreffenden Verbindungen durch Einfiigen funktioneller Gruppen
aktiviert. Chemisch betrachtet erfolgen diese Aktivierungen vor allem durch oxidierende,
reduzierende und hydrolytische Reaktionenug CLEMENT 1997). Enzymatisch daran
beteiligt sind cytosolische Enzyme (z.B. Alkoholdehydrogenasen) und mikrosomale Flavin-
haltige Monooxygenasen (FMO, RMHTON et al. 1993). Quantitativ spielen die FMO-
Enzyme im Biotransformationsmetabolismus eher eine untergeordnete Rolle.
Nichtsdestotrotz sind sie extrahepatisch z.B. im Metabolismus von Cysteinderivaten von
Bedeutung (EGLER 1988).

Die Ham-haltigen Cytochrom-P450-Enzyme, welche sowohl im rauhen endoplasmatischen
Reticulum (ER) als auch in den Mitochondrien vorliegemfkos 1997), stellen die bei
weitem wichtigste Gruppe von Phase-I-Enzymen dar. Funktional gehoren sie ebenfalls zu
den Monooxygenasen OET, VOET 1994, S. 633) und haben auch extrahepatische
Funktionen. So sind sie neben der Biotransformation auch an der Synthese von Steroiden,
Cholesterin und Gallenséauren in den jeweils dafir spezifischen Geweben beteiligt
(GonzaLEs 1995). Die Cytochrom-P450-Enzyme bilden eine weitverzweigte Protein- und
Genfamilie (RINE 1991). Im Regelfall codiert ein P450-Gen genau ein zugehoériges Enzym
(NELsoN et al. 1993) und unter physiologischer Substratkonzentration ist es auch offenbar
so, dal3 ein jedes Enzym ein bevorzugtes Substrgf\fRRGHTON, STEVENS 1992). Doch
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unter pathologischen Bedingungen kann ein einziges Cytochrom-P450-Enzym
unterschiedliche Substrate umsetzen und aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit dieser
Enzyme ergeben sich haufig Uberschneidungen in der Substratspezifitat
(GUENGERICH1989). Dies erschwert die Zuordnung der jeweiligen Enzymaktivitat z.B.
unter in-vitro Bedingungen. Die Verbreitung der einzelnen Cytochrom-P450-Enzyme ist
nicht in allen Individuen gleich, sondern kann altersabhéngig und geschlechtsspezifisch sehr
unterschiedlich sein. Dies@&olymorphismudat seine Ursachen in der unterschiedlichen
Expressionsweise bzw. in Mutationen oder dem Verlust der zugehdrigen GenergCoN

et al. 1992). Polymorphien treten z.T. auch bei der Expression cytosolischer
Biotransformationsenzyme auf, auf die z.B. die individuell unterschiedliche
Alkoholvertraglichkeit zurtickzufuhren ist BKNEDY, TIPTON 1990). Zudem gibt es eine
ausgepragte Heterogenitat der Expression in Abhangigkeit der Lokalisation der Hepatocyten
im Leberazinus (siehe 11.1.3.2). Aufgrund der enormen Bandbreite hepatischer Cytochrom-
P450-Enzyme wird nur ein Teil konstitutiv exprimiert, wahrend die Expression anderer
durch ihre jeweiligen Substrate und/oder davon verschiedenen Induktoren induziert werden
kann. Die genauen molekularen Mechanismen dieser Induktion sind in ihrer Vielfalt oft
noch unbekannt, doch zumindest ist in einigen Fallen das Grundmuster in den wichtigsten
Details aufgeklart (Bck et al. 1990).

In den Reaktionen der Phase Il der Biotransformation werden die zuvor aktivierten
Verbindungen mit Glucuronat-, Sulfat- oder Acetylresten konjugiert, wodurch sich die
Hydrophilie der Substanzen erhoht und sie dann leichter aus dem Organismus entfernt
werden konnen. Die daran enzymatisch Dbeteiligten Transferasen (z.B. UDP-
Glucuronosyltransferase, Glutathion-S-Transferase) sind ebenfalls nicht leberspezifisch,
sondern kommen auch in anderen Organen vRISA{A, KLOTZ 1994).

2. Lebererkrankungen und Leberversagen

Ein Organ mit einer solch enormen Fille unterschiedlicher und Uberlebenswichtiger
Aufgaben wie die Leber bietet dementsprechend eine grol3e Angriffsflache fir Stérungen
verschiedenster Art dieser Funktionen mit haufig fatalen Konsequenzen fir den
Betreffenden. Insofern ist wichtig, daf® die Leber als "pathobiologischer Puffer" mit aul3erst
hohem Regenerationspotential fungiert: Im Rattenmodell konnte gezeigt werden, daf3
Versuchstiere eine Teilresektion von 68% der Ausgangsmasse des Organs schadlos
Uberstehen. 90-95% der Hepatocyten replizieren sich bereits in den ersten 40 Stunden nach
der Operation, wobei mit zunehmendem Alter der Tiere der Anteil nichtreplizierender
Zellen von 5% auf ca. 25% steigt AK, FAusTO 1997). Dabei ist der Befund interessant,

daR offenbar nicht etwa adulte Stammzellen, sondern die ausdifferenzierten Hepatocyten
selbst fur diesen Regenerationsprozess verantwortlich siadst{6, WEBBER 1994).
Patienten, bei denen massive tumorbedingte Teilresektionen durchgefihrt wurden,
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Uberlebten mit einer Restmasse von nur 10-30% des gesunden Organs und einer
Regenerationszeit der Leber von 3-6 MonatemgA$uE et al. 1987).

Dennoch kdnnen eine Reihe von Faktoren zu einer Schadigung des Organs fuhren, bei der
die Leber nicht mehr autonom zu einer Regeneration in der Lage ist und es dadurch zu
einem Organversagen kommt. Der Begriff "akutes Leberversagen” bzw. "fulminant hepatic
failure” wurde erstmals 1968 als Beschreibung einer unmittelbar einsetzenden
Leberzellnekrose verwendet REY et al. 1968). Generell versteht man unter dieser
Bezeichnung den Ausfall der Leberfunktionen bei Patienten, die vorher keine chronische
Leberkrankheit hatten. Diese Definition trennt das akute Leberversagen von Endstadien
chronischer Leberkrankheiten, bei denen es ebenfalls zum Leberausfall kommen kann
(BOKER 2001). Ein solch rasch progredienter terminaler Leberausfall bei chronischer
Insuffizienz wird als "akut auf chronisches" Leberversagen bezeichnet. Zur primaren
Symptomatik gehoren plétzliche Mattigkeit, Unwohlsein bis Ubelkeit, Appetitlosigkeit und
schlielich dunkler Harn und lkterus (Gelbsucht) infolge des durch die Degeneration des
Organs gestorten Bilirubinstoffwechsels. Die Entwicklung von Encephalopathien, d.h. die
zunehmende Zerstdorung von Hirngewebe, ist bei nicht-therapierten Leberversagen
obligatorisch (8AkiL et al. 1999). Begleitet werden die progressiven Stadien der
Encephalopathie zumeist durch cerebrale Odemez&&D et al. 1975) und weiteren
Komplikationen (cardiorespiratorische Dysfunktionen, renale Stérungen, Koagulopathien,
Sekundarinfektionen, etc.), die in 80% der Falle zum Tod durch Multiorganversagen fuhren.
Unterschiede in der Zeitspanne zwischen dem Auftreten der Primarsymptome (insbesondere
Ikterus) und dem Ubergang zur Encephalopathie haben zur weiteren Untergliederung des
akuten Lebersagens zunéchst in "akut" (< 2 Wochen) und "subakut" (2-12 Wochen)
(BERNUAU et al. 1986), spater in "hyperakut" (0-7 Tage), "akut" (8-28 Tage) und "subakut"
(29 Tage bis 12 Wochen) (Q@DY et al. 1993) gefuhrt. Ursachen fur das Leberversagen
sind virale Hepatiden, Intoxikationen durch bzw. Idiosynkrasien (angeborene
Uberempfindlichkeiten) gegeniiber xenogenen Substanzen sowie Komplikationen infolge
weiterer Lebererkrankungen. Die wichtigsten &tiologischen Faktoren sind im Folgenden
dargestellt (siehe auch Tab. 2.2)

Tab. 2.2: Ursachen und Haufigkeiten des akuten Leberversagens (nsrgrRNI1999).

Ursache Haufigkeit

entziindlich 40-70%
- virale Hepatitis (A, B+D, C, E)
- kryptogene Hepatiden

toxisch 30-50%
- Paracetamol

- Amantidin (Pilzvergiftung)
- Halothan

vaskular 50
- Ischamie

- Budd-Chiari-Syndrom

weitere selten
- Schwangerschaftsfettleber, HELLP, Reye-Syndrom, Morbus Wilson




Kapitel 1I: Medizinischer Hintergrund 12

2.1 Hepatitis A

Die Hepatitis A ist eine akut und meistens harmlos verlaufende, durch einen Picornavirus
(Familie der kleinsten RNA-Viren) hervorgerufene Infektionserkrankung, die unter
mangelnden hygienischen Bedingungen, zumeist durch féakale Kontaminationen, auftritt
(CuTHBERT 2001). Sie ist vor allem im Mittelmeerraum, in Stidamerika und im Orient
haufig anzutreffen, insgesamt kommt sie aber weltweit vor. Insbesondere in
Entwicklungslandern ist die Durchseuchung sehr hoch. In Landern mit einem hohen
Lebensstandard verursacht die HAV-Infektion etwa 20-25% der klinisch manifesten
Hepatiden (MTERN 1999). Der harmlose akute Verlauf fihrt weltweit nur in 0,1 bis 0,4%
der Félle zum akuten Leberversagen @XGr 1992), wahrend in nordeuropaischen
Landern bis zu 20% der Falle akuten Leberversagens auf Infektionen mit dem Hepatitis A-
Virus zuriickzufiihren sind @&ER, MANNS 1998). Bei Kindern in Indien soll sogar in 50%

der Falle HAV fir das akute Leberversagen verantwortlich seno{Be et al. 1999). Die
genaue Pathogenese des akuten Leberversagens nach HAV-Infektion ist noch nicht bekannt,
wenngleich das Virus selbst als cytopathogen angesehen werden kann. Offenbar wird die
akute Zerstorung der Leber insbesondere durch einen durch cytotoxische T-Zellen
vermittelten Immunprozel} infolge der Infektion verursaclL(8RACHT et al. 1986).

2.2 Hepatitis B

Die Hepatitis B ist die zweithaufigste Form der Virushepatitis und quasi ubiquitér
anzutreffen. Der Durchseuchungsgrad der Allgemeinbevdlkerung in Mitteleuropa liegt bei
etwa 0,3-0,8%. In Teilen Afrikas, Chinas, Sudostasiens und der Amazonasregion liegt die
Endemierate hingegen bei bis zu 209 {&RN 1999). Das HB-Virus gehdrt zur Gruppe der
hepatotropen DNA-Viren (Hepadnaviren). Die Infektion erfolgt Giber Blut und Blutprodukte,
durch ungeschuitzten Geschlechtsverkehr sowie von der Mutter auf das ungeborene Kind. Im
Anfangsstadium ist der Verlauf meist mild, &hnlich der Hepatitis A. Die Gefahr besteht im
Ubergang in eine chronische Hepatitis, der in ca. 10% der Falle erfolgt und nach
langjahrigem Verlauf zu einer Leberzirrhose oder zu Leberkrebs fiihren kanaMiki

2001). Das Risiko eines akuten Leberversagens liegt bei etwa @&NKGLE et al. 1995).

Die meisten Falle treten im Sinne eines akut auf chronischen Leberversagens bei sog. Delta-
Superinfektion mit Hepatitis D im Verlaufe einer chronischen Hepatitis B auf. Hepatitis D
Viren infizieren Hepatocyten ausschlie3lich nur in Verbindung mit HB-Viren, da sie zur
Infektion deren Hullprotein bendtigen &8s 1989). Nur etwa 25% der durch HBV
verursachten Falle akuten Leberversagens sind auf eine HBV/HDV-Coinfektion
zurickzufihren (MINDEZz et al. 1991). Akut auf chronische Leberversagen wurden auch
waéahrend spontaner Exazerbationen (d.h. Wiederauftreten) einer Hepatitis B infolge des
Absetzens einer Immunsuppressionstherpie beobachteE@/DUFFY 1993). Da das Virus

selbst nicht cytopathogen ist, geht die Leberschadigung im Wesentlichen auf eine
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"UberschieRende” Immunantwort infolge der Infektion mit dem Virus zurick
(BERNUAU et al. 1986).

2.3 Hepatitis C

Die Ubertragung der Hepatitis C erfolgt in erster Linie tber Blut und Blutprodukte. Sie ist
die haufigste Form der Posttransfusionshepatitis, also einer Hepatitis als Folge einer
Bluttransfusion. Etwa 95% der Non-A/Non-B-Virushepatiden gehen auf eine Infektion mit
dem HC-Virus (RNA-Virus der Fanklaviridae) zuriick. Nach einer Inkubationszeit von
4-12 Wochen kommt es in etwa 30% der Infektionen zu einer akuten Hepatitis. Die Ubrigen
70% resultieren in einem chronischen Verlauf und kénnen langfristig zu Leberzirrhose oder
Leberkrebs fuhren. Weltweit sind gegenwaértig schatzungsweise 170 Mio. Menschen
infiziert und die haufigste Indikation flr eine orthotope Lebertransplantation ist eine HCV-
Infektion (STRADER, SEEFF2001). Das Risiko eines akuten Leberversagens ist
verschwindend gering: Bisher wurde lediglich von Einzelféallen berichtet
(THEILMAN et al. 1992).

2.4 Hepatitis E

Diese Form der Hepatitis ist in Landern mit hohem Hygienestandards aul3erst selten. Die
Seropravalenz in Mitteleuropa betragt weniger als 0,5%TERN 1999). Ahnlich wie bei

HAV erfolgt die Infektion Uber fakale Kontaminationen und dabei besonders uber das
Trinkwasser (&AGARWAL 2000). Hervorgerufen wird die Krankheit durch ein hillenloses
RNA-Virus der GattungCalicivirus. Aufgrund der begrenzten Verbreitungstopographie der
Krankheit stehen Daten Uber HEV als Ursache fur akutes Leberversagen nur aus den
Landern der sog. Dritten Welt zur Verfigung. Hier liegt das Risiko fur infizierte Manner bei
etwa 3%, bei schwangeren infizierten Frauen (besonders im dritten Trimester der
Schwangerschaft) sogar bei 10-209%KBR 2001).

2.5 Kryptogene Hepatiden

In diese Kategorie fallen (chronische) Leberentziindungen, die in Symptomatik den anderen
Hepatitisformen ahneln, sich jedoch nicht mit einer der bekannten Hepatitis-Virus-
Infektionen erklaren lassen. Hierzu zé&hlt bspw. die chronisch aktive Autoimmunhepatitis
(CAAH) (Czaia et al.1993, KaymakoGLU et al.1998). In einzelnen Studien sind bis zu
90% der Falle von protrahierten, subakuten Leberversagen auf kryptogene Hepatiden
zurtckzufiihren (BKER 2001). Seltener ursachlich sind andere Virus-Infektionen, z.B.
Herpes-Simplex (KHy et al. 2000) oder Eppstein-BarrARIr et al. 1984).
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2.6 Medikamente und Drogen

Idiosynkratische Reaktionen mit Leberversagen kdnnen durch eine ganze Reihe von
Medikamenten ausgeltst werden. Dazu gehoren Antibiotika, Anabolika, Tuberkulostatika,
Antirheumatika und weitere Substanzklassen. Diese rufen, z.T. durch Uberdosierung,
massive Leberschaden in Form von Hepatitis, intrahepatischer Cholestase (Gallenstau),
Fibrose, Zirrhose, etc. hervor df. 1990, SROHMEYER, WEIK 1999). Medikamentdse
Idiosynkrasien gehdren in Deutschland zu den haufigsten Ursachen fir das Leberversagen
(WiLLIAMS 1996). Als Prototyp einer solchen Uberempfindlichkeitsreaktion gilt eine durch
das Inhalationsanasthetikum Halothan hervorgerufene, rasch progrediente und
hochikterische Hepatitis @®UBERGER1990). Als alternatives Narkosemittel wird daher
inzwischen aufgrund seiner guten Vertraglichkeit und weiterer vorteilhafter Eigenschaften
das inerte Edelgas Xenon verwendet, wobei die Anwendungskosten jedoch bedeutend hoher
sind (Joyce 2000). Mit dem Beginn der 1990er Jahre wurde in der sog. "Techno-Szene" der
Konsum aufputschender Amphetaminpraparate popular, die unter dem Sammelbegriff
"Ecstasy" bekannt sind. Die Gbermafiige Einnahme dieser Drogen fuhrt ebenfalls zum akuten
Leberversagerbg MAN et al. 1993, HLLINGER et al. 1997).
Eine herausragende Position unter den
o Medikamenten, die far Leberversagen
HN/“\CH3 verantwortlich sind, nimmt Acetaminophen
(Paracetamol) ein (siehe Abb. 2.4). Weltweit sind
| rund 20% der Félle auf den MiBbrauch dieses frei
verfigbaren, analgetisch (schmerzlindernd) und
OH antipyretisch (fiebersenkend) wirkenden
Anilinderivats zurtckzufihren. In
Abb. 2.4: Chemische Struktur von ParacetamolGrof3britannien und Danemark betragt die Zahl
50-70% (RORDAN, WILLIAMS 1999).
Synergetische Effekte in therapeutischen Mengen wurden bei gleichzeitigem
Alkoholkonsum und Verabreichung von Medikamenten beobachtet, die zu einer
Cytochrom-P450-Induktion fihren gy et al. 1992). Paracetamol selbst wird durch das
Cytochrom CYP2E1l abgebaut Q@HTON et al. 1996). Dabei entsteht ein instabiler
hepatotoxischer Metabolit, der unter normalen Umstanden durch Konjugation mit
reduziertem Glutathion (GSH) inaktiviert wird L@8TERY et al.1987). Bei erschopftem
Glutathionpool kommt es zur Akkumulation dieses Metaboliten, der eine Zelldegeneration
durch Lipidperoxidation hervorruft (kRRISON et al. 1990). Haufig kann bei rechtzeitiger
Diagnose einer Acetaminophenintoxikation durch VerabreichungNwetylcystein der
Glutathionpool stabilisiert und eine Lebernekrose vermieden werderRAGYG1997).
Andernfalls entwickelt sich erst am dritten oder vierten Tag nach Acetaminopheneinnahme
eine dann sich rasch verschlechternde Encephalopathie bei gleichzeitigem Ruckgang der
Lebersyntheseleistung und Anstieg des BilirubintiteER@RAet al. 1992).
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2.7 Sonstige Ursachen

Die in diesem Kapitel aufgefuhrten Faktoren spielen statistisch eher eine untergeordnete
Rolle, wenngleich die Manifestation eines durch sie verursachten Leberversagens mit den
gleichen Konsequenzen verbunden ist, wie bei den zuvor genannten Faktoren.

In Mitteleuropa kommt es wahrend der Pilzsaison im Spatsommer/Herbst durch
Verwechslung mit dem ahnlichaussehenden ChampigAgmaricus spec) haufiger zu
Vergiftungen mit KnollenblatterpilzenA(manita speg. Die im &ul3eren Erscheinungsbild

des Betroffenen symptomarme Beginnphase der Amanita-Intoxikation ist gekenntzeichnet
durch sich dramatisch verschlechternde Leberwerte (Abfall der Gerinnungsfaktoren, Anstieg
der Transaminasenaktivitat im Blut). Bei Friherkennung sind Therapiemal3nahmen in Form
von Primarentgiftungen (Magenentleerung, forcierte Diarrhd), medikamentdse Behandlung
mit Silibenin und Penicillin G und Plasmaaustausch moéglicbp@cL 1993). Andernfalls
entwickelt sich am 3.-5. Tag das Vollbild des akuten Leberversagens, wobei rasch ein
Mulitorganversagen eintritt.

Waéhrend des letzten Trimesters einer Schwangerschaft kann es spontan zu einer massiven,
mikrovesikuléaren Verfettung der Leber kommen, die letztlich in ein Leberversagen mindet
(AMON et al. 1991). Eine weitere Komplikation mit moglichem Leberversagen wahrend
einer Schwangerschaft ist das sog. HELLP-Syndrom (&egholysis, @vated enzmesw

platelet count (PEREIRA et al. 1997). Die sofortige Beendigung der Schwangerschaft fuhrt
bei rechtzeitiger Diagnose in beiden Fallen in der Regel zu einer raschen Erholung der
Leberfunktionen.

Bei der Wilson-Krankheit (Morbus Wilson, hepatolentikulare Degeneration) handelt es sich
um eine autosomal-rezessive Erberkrankung des Kupferstoffwechsels, die zwischen dem
Kindesalter und dem 20.-30. Lebensjahr ausbrechen kann. Die Ursache liegt in einer
erniedrigten bzw. fehlerhaften Expression des kupfertransportierenden Akute-Phase-
Proteins Coeruloplasmin. Aufgrund dieses Eiweil3defekts kann Kupfer nicht auf dem
normalen Weg Uber Leber und Galle ausgeschieden werden, so dafld es sich im Korper
ansammelt und in verschiedenen Organen ablagert. In der Leber fuhrt die hohe
Kupferbelastung uber Jahre und Jahrzehnte zur chronischen Hepatta(€s 2000).
Jedoch ist manchmal ausgerechnet das akute Leberversagen das erste Anzeichen dieser
Krankheit (CEGENHARDTet al.1994, HERRMANN et al.1995).

Das Budd-Chiari-Syndrom ist eine Krankheit infolge eines Verschlusses oder einer
Verengung der Lebervene mit Rickstau des Blutes in die Leber. Ausgelost wird die
Erkrankung z.B. durch Thrombosen (Blutgerinnselbildung) in der Lebervene, durch Tumore
oder Entztundungen. Eine chronische Abflul3stoérung, z.B. wenn ein Tumor die Lebervene
einengt, fuhrt allméhlich Uber eine gestaute, vergroRerte Leber zur Leberzirrhose
(TiaNus 1995). Ein akutes Leberversagen tritt auf, wenn alle drei Lebervenenhauptéste
gleichzeitig verschlossen sind K et al. 1996). Weitere Ursachen fir Leberversagen sind
Hitzschlag (GERCKSKY et al. 1999, B:RGER et al. 2000), das Reye-SyndromL@lyD-

StiLL 1985)und septische Infektionen @kToNet al.1975, ANDERSON JOHNSON 1993).
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3. Lebertherapien

Zwar hat sich die Prognose des akuten Leberversagens mit der Weiterentwicklung der
Intensivmedizin verbessert, jedoch ist die Uberlebensrate bei alleiniger konservativer
Therapie niedrig, da vor allem der hepatischen Encephalopathie keine effektiven
TherapiemalRnahmen gegenubergestellt werden kdnnen. In Abhangigkeit der zugrunde
liegenden Atiologie kann dem Patienten oft nur noch mit einem Austausch des
funktionsuntlichtigen gegen ein gesundes Organ geholfen werdenLIAN,
WENDON 1994).

3.1 Lebertransplantation

Die Lebertransplantation gilt inzwischen als die erfolgversprechendste Therapieform bei der
Behandlung akuter Leberversagen. Zwischen 1984 und 1999 gingen ca. 9% der
Lebertransplantationen in Deutschland auf akutes Leberversagen zurlick. Den Léwenanteil
mit etwa 59% bildeten jedoch die Zirrhosen. Als tbrige Indikationen wurden lebertypische
Stoffwechselerkrankungen (z.B. Morbus Wilson, siehe 11.3.7), Leberkarzinome und sonstige
Faktoren angegeben (Quelle: Selbsthilfe Lebertransplantierter Deutschlafyl 8.
gegenwartige Uberlebensrate liegt im ersten Jahr nach einer Operation bei 58-90% und nach
5-8 Jahren bei 75-80% 168AL et al.1999).

Die erste Lebertransplantation wurde 1963 durch Thomas E. Starzl von der Northwestern
University of Chicago durchgefihrtt&RzL et al.1963). Der Patient, ein dreijahriger Junge

mit Gallengangatresie (angeborenes Fehlen der Gallengéange mit intrahepatischem Riickstau
der Galle), verstarb jedoch wahrend der Operation an Blutverlust infolge unkontrollierbarer
Koagulopathie (Gerinnungstorungen). Erst 1967 konnte, ebenfalls durch Starzl, die erste
wirklich erfolgreiche Transplantation mit einer Uberlebensdauer des Patienten von mehr als
einem Jahr vorgenommen werderedkre2000). Zwei Jahre spéater transplantierte Alfred
Gutgemann an der Chirurgischen Klinik der Universitait Bonn die erste Leber in
Deutschland (BTGEMANN et al.1969). Jedoch lag die 1-Jahr-Uberlebensrate bei den damals
verwendeten Immunsuppressiva zur Vermeidung von Absto3ungsreaktionen des
Organismus (Mercaptopurin, Azathioprin, Prednison, antilymphocytische Globuline)
maximal bei 30% (8ARzL et al. 1982). Der Durchbruch gelang erst mit der Einfihrung von
Cyclosporin A, dessen immunsuppressive Effektivitdit Ende der 1970er experimentell
nachgewiesen werden konntea(®e 1979). In den Folgejahren stieg dadurch die Kurzzeit-
Uberlebensrate< Jahr) nach Lebertransplantationen auf 80-90%N(DN et al. 1999).
Weitere Verbresserungen der Organvertraglichkeit wurden durch die Verwendung von
Tacrolimus (FK 506, 8RzL et al. 1989), Mycophenolat Mofetil (MMF,PpPet al.1997)

und neuerdings Rapamycin (SirolimusAY8oN 1999) erreicht. Ferner wurden spezielle

! Selbsthilfe Lebertransplantierter Deutschland e.V., Jutta Vierneusel, Briihl -
http://www.lebertransplantation.de
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Operationstechniken entwickelt, welche die Rate der Komplikationen nach einer
Transplantation deutlich vermindertermtA8zL et al.1985, \ERRAN et al.1997).

Bis zum Jahr 2000 wurden in Deutschland 7.722 Lebertransplantationen an 25 Trans-
plantationszentren durchgefiihrt. Allein in 2000 lag die Zahl transplantierter Lebern bei 780.
Der Bedarf konnte aufgrund der Knappheit transplantierbarer Lebern jedoch nicht gedeckt
werden: Die Zahl der Transplantationsneuanmeldungen lag zum selben Zeitpunkt bei fast
1.000 Patienten (Quelle: Deutsche Stiftung Organtransplarffatiwesentlich dramatischer

ist die Situation in den Vereinigten Staaten (siehe Abb. 2.5).
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Abb. 2.5: Lebertransplantationen, Patienten auf der Warteliste und Tote wahrend der Wartezeit in den USA
zwischen 1988 und 1999 (nacleiFe1998, erganzt durch UNG®aten von 1999).

Aus den statistischen Daten (siehe Abb. 2.5) geht hervor, dal sich die Zahl der Patienten auf
der Warteliste alle 2,3 Jahre verdoppelt, die Zahl der Lebertransplantationen jedoch nur alle
6,7 Jahre. Bis Ende 1999 warteten in den Vereinigten Staaten 14.709 Patienten auf eine
Lebertransplantation; aufgrund der Organknappheit wurden lediglich 4.696
Transplantationen durchgefiihrt. Die durchschnittiche Wartezeit bis zu einer
Lebertransplantation betragt in den USA in Abhangigkeit zur jeweiligen Indikation
gegenwartig zwischen 105 und 545 Tagen. Deshalb versterben etwa 13% der auf der
Warteliste befindlichen Patienten pro Jahr (Quelle: United Network for Organ Sharing

Diese Entwicklung hat Bemihungen verstarkt, die Kriterien bei der Transplantatauswahl zu
erweitern und Alternativen zum standardisierten orthothopen Organaustausch zu finden. So
hat die Zahl transplantierter Lebern von Spendern mit einem Lebensalter von tber 50 Jahren
stetig zugenommen, obwohl solche Transplantate eine verminderte postoperative
Funktionstlchtigkeit aufweisen @ELLI, REMuzzi 2000). Sogar die Berlcksichtigung von

! Deutsche Stiftung Organtransplantation — hituit.dso.de
2 UNOS: United Network for Organ Sharing, Richmond, Virginia, USA — hit#.unos.org



Kapitel 1I: Medizinischer Hintergrund 18

Spendern im Alter zwischen 70 und 80 Jahren war erfolgreiciReEet al. 1996,

JMINEZ ROMERO et al. 1999). Damit wurde die Gesamtzahl zur Verfligung stehender
Transplantate erhoht.

Inzwischen besteht auch die Méglichkeit, ein Transplantat auf zwei Empfanger zu verteilen.
Dabei erhalt ein erwachsener Empfanger den rechten Leberlobus, wahrend der linke Lobus
bzw. das linke laterale Segment in ein Kind transplantiert werden kann. Diese sog. "Split-
liver-" Transplantation wurde erstmals 1988 durch Rudolf Pichlmayr an der Medizinischen
Hochschule in Hannover durchgefuhriqf.MAYR et al.1988). Die anfanglich schlechten
Prognosen in Reihenuntersuchungen mit Uberlebensraten von nur 67% bei Erwachsenen
und 20% bei Kindern (BoeLscHet al. 1990) besserten sich kontinuierlich: Durch die
Technik des ih vivo-Splittings”, bei dem das Transplantat noch im Spender in die zwei
Segmente getrennt wird, werden inzwischen Uberlebensraten erreicht, die mit denen der
orthotopen Lebertransplantation vergleichbar sinddqE&RIAL et al. 2000).

Eine weitere Methode ist die partielle Transplantation von Lebersegmenten von
Lebendspendern. Dabei sind die Spender in der Regel unmittelbare Verwandte des
Empfangers. Von einem derartigen Eingriff wurde erstmals 1989 berichten (R

et al. 1989). In den letzten Jahren nahm die Zahl der Lebendspender-Transplantationen
insbesondere in den USA und Japan mit sehr guten Prognosen fir die Patienten
kontinuierlich zu (lo et al.1997, MArRcoset al.2000). Dennoch hat der theoretische Vortell
einer hohen Histokompatibilitdt des Transplantats eines nahen Verwandten nicht zu einer
Verringerung der Abstof3ungsrate beim Empfanger gefulmr#c2001).

Die xenogene Transplantation, bei der Lebern Ubertragen werden, die aus transgenen
Spendertieren mit Expression von humanen komplementregulierenden Molekilen stammen,
erscheint aufgrund der langfristigen Exposition des Empfangers gegen metabolisch und
immunologisch potentiell inkompatible Xenoproteine und der Gefahr moglicher viraler
Zoonosen klinisch nicht realisierbar (WLER, SCHLITT 1999). Auch der Therapieansatz,

die Regeneration des Organs durch Transplantation isolierter humaner Leberzellen zu
erreichen, ist bisher Uber eine Einzelfallstudie nicht hinausgekommeron®t al. 1997).
Gegenwartig nur rein theoretische Mdglichkeiten fir zukiinfte Therapieformen kdénnten sich
aus der Forschung mit adulten und embryonalen Stammzellen ergeleeneffal. 2001,
FELDMANN 2001).

In der Gesamtbetrachtung ist festzustellen, dal3 die Lebertransplantation ein irreversibler
Eingriff bleibt, der bei lebenslanger Immunsuppression mit einer stark eingeschréankten
Lebenserwartung verbunden ist. Die Nebenwirkungen der immunsuppressiven Therapie, die
initiale Nicht- bzw. Dysfunktion des Spenderorgans, die chronische AbstoRung sowie die
dargestellte Knappheit geeigneter Spenderorgane fuhrte bereits sehr friih zur Entwicklung
von temporaren Unterstitzungsverfahren. Diese sollten helfen, das Uberleben des Patienten
wahrend der Wartezeit auf ein Spenderorgan zu gewéhrleisten bzw. die Regeneration des
erkrankten Organs zu erméglichen, um so eine Transplantation zu vermeiden.
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3.2 Leberunterstltzungssysteme und -verfahren

Seit Beginn der 1950er Jahre wurden eine ganze Reihe unterschiedlicher extrakorporaler
Leberunterstitzungssysteme und -verfahren entwickelt. Diese lassen sich in die nicht-
biologische (artifizielle) und die biologische (bioartifizielle) Kategorie unterteilen. Wahrend
die Therapie mit artifiziellen Systemen auf rein physikalische Art durchgefiihrt wird,
beinhalten die bioartifiziellen Systeme bzw. Verfahren eine biologische Komponente. Dies
konnen Leberzellen, Leberfragmente, ganze Organe oder gar komplette Individuen sein.

3.2.1 Atrtifizielle Leberunterstiitzung

In diese Kategorie gehéren Hamodialyse, Hamofiltration und Hamodiafiltration,
Adsorptionsverfahren wie z.B. die Hamodiaadsorption, sowie Plasmaaustausch bzw.
Plasmapherese.

3.2.1.1 Hamodialyse

Lange Zeit war die medizinische Wissenschaft der Uberzeugung, dal3 das hepatische Koma
durch die Akkumulation von sehr kleinen (5 kDa) toxischen Substanzen verursacht wird
(Hui et al.2000). Daher verwendete man das Verfahren der Hamodialyse, das bereits seit
den frihen 1950er Jahren erfolgreich bei chronischer Niereninsuffizienz eingesetzt wurde,
schon bald bei der Behandlung des Leberkomae{Ket al. 1957). Bei der Hamodialyse
trennt eine hydrophile semipermeable Membran aus Cellophan oder Cuprophan das
zugefuhrte Patientenblut von der Dialyseflissigkeit. Der Transport der im Blut gelosten
niedermolekularen Substanzen durch die Membran in die Dialyseflissigkeit erfolgt allein
durch Diffusion. Jedoch erbrachte erst die Verwendung von Polyacrylnitril-Membranen, die
aufgrund ihrer hoheren Permeabilitdt die Abreicherung von Substanzen mit MolekilgrofZen
von mehr als 15 kDa ermoglichen, eine Steigerung der Uberlebensrate auf 33%
(SiLk et al. 1977) bzw. eine Wiedererlangung des Bewul3tseins bei bis zu 43,6% zuvor
hepatokomattser Patientengfids et al.1978).

Hepatische Encephalopathien werden zumeist begleitet durch ein vermindertes Verhaltnis
der Konzentration aliphatischer zu aromatischen Aminosauren im Blut des Patienten
(Fischer Ratio, 8HON et al. 1999). Die orale Applikation aliphatischer Aminosauren kann
dabei zu einer Erholung des Patienten fihrema(@saNi, GITLIN 1996). In Anlehnung

daran wurde das Konzept der "reziproken Dialyse" entwickelt, bei dem der
Dialyseflussigkeit aliphatische Aminoséauren zugesetzt werden, die durch Diffusion ins
Patientenblut gelangen g&LL, DUKES 1976). Jedoch ist das Verfahren Uber diese
Einzelstudie nicht hinausgekommen. Die beschrankten Mdglichkeiten der Behandlung
hepatischer Encephalopathien mittels Hamodialyse sind in erster Linie dadurch begriindet,
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dal3 nur wasserlosliche Substanzen aus dem Patientenblut entfernt werden kénnen. Das
Diffusionsprinzip fuhrt zudem ungewollt dazu, dafl neben hydrophilen Toxinen
(z.B. Ammonium) auch physiologische Substanzen (z.B. Elektrolyte, Glucose, Hormone)
abgereichert werden. Ferner ist bekannt, dal® eine Reihe giftiger Substanzen an Blutproteine
gekoppelt werden (z.B. Bilirubin an Albumin) und somit nicht Uber einen reinen
Dialysevorgang abgereichert werden kdnnen.

Eine innovative Weiterentwicklung der Hamodialyse ist daher das Molecular Adsorbents
Recirculating System (MARS der Firma Teraklin in Rostock-Warnemiinde, das erstmals
1993 vorgestellt wurde ¢(8NGE 1993). Dieses System besteht aus insgesamt drei
Flussigkeitskreislaufen (siehe Abb. 2.6): 1. extrakorporaler Blutkreislauf des Patienten,
2. Albumin-Kreislauf mit 10-20%iger Albumin-L6sung und 3. Dialysatkreislauf.
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Abb. 2.6: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips des MARStems. a: Extrakorporaler
Blutkreislauf, Albumin-Kreislauf und zuséatzlicher Dialysat-Kreislaufb: Transportvorgange an der
Dialysemembran zwischen Blut- und Albumin-Kreislauf.

Die eigentliche Blutwasche findet zwischen dem Blutkreislauf und dem Albumin-Kreislauf
statt, die innerhalb einer Dialysekartusche durch eine Polysulphon-Membran voneinander
getrennt sind. Durch einen komplexen physikochemischen Prozel3 werden durch trilaterale
Interaktion die an das Patientenalbumin gebundenen Toxine zundchst an das
Membranmaterial abgegeben und auf der gegentberliegenden Seite (Albumin-Kreislauf)
durch das Albumin abgegriffen. Zudem konnen wasserldsliche niedermolekulare
Substanzen die Membran frei passieren. Die Abreicherung physiologischer Substanzen wird
durch die isotone Losung des Albuminkreislaufs verhindert. Die Albumin-Lésung wird
wahrend der Blutwasche durch Perfusion in Reihe geschalteter adsorptiver Aktivkohle- bzw.
lonentauscherharz-Saulen im Albumin-Kreislauf kontinuierlich regeneriert. Zusatzlich
findet eine Abreicherung der wasserloslichen Toxine Uber eine weitere Dialysekartusche in
den Dialysat-Kreislauf statt.

! mit freundlicher Genehmigung durch Dr. W. Gerike, Teraklin, Rostock-Warnemiinde
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Neuere Studien mit diesem System haben gezeigt, dal3 sich der Allgemeinzustand
(Blutdruck, Leber- und Nierenfunktion) der Patienten bei Encephalopathie, renaler und
hepatischer Insuffizienz durch die Abreicherung von Bilirubin, Gallensauren, Harnstoff und
aromatischer Aminosauren verbesseriT@er et al. 2001). Dennoch konnte durch diese
Form der Hamodialyse bisher in keinem Fall von akutem Leberversagen eine Verbesserung
der Uberlebensrate erzielt werden.

3.2.1.2 Hamofiltration und Hamodiafiltration

Mit der Einfuhrung der Hamofiltration wurde die Hamodialyse als Standardtherapie bei
renaler Insuffizienz abgelost QEAMER et al. 1977). Insbesondere bei erhéhtem
Intracranialdruck infolge hepatischer oder renaler Funktionsstorungen hat sich dieses
Verfahren aufgrund besserer cardiovaskularer Stabilitdt der Patienten wéhrend der
Behandlung bewahrt @#ENPORT et al. 1993). Die Hamofiltration ist ein
Ultrafiltrationsverfahren, bei dem in einer konvektiven Uberstromung einer
Ultrafiltrationsmembran im Blut geloste Substanzen kleiner und mittlerer Molekulgrof3en
bis ca. 15 kDa entlang eines transmembranen Druckgeféalles durch die Filterkapillaren
gepreldt werden. Der Flussigkeits- und Elektrolytverlust Uber das Ultrafiltrat wird durch eine
Substitutionslésung ersetzt. Besonders geeignet ist die Hamofiltration bei der Behandlung
von Komplikationen, die das Leberversagen begleiten bzw. Folge des Leberversagens sind.
Dazu gehoren z.B. Sepsis, inflammatorische Reaktionen und Multi-Organversagen. Die
Ausloser dieser Komplikationen (z.B. Interleukine, Endotoxine) werden durch die
Hamofiltration aus dem Blut abgereichertof#MANN, FAIST 2001). Doch auch hier gibt es
keinen Hinweis auf durchschlagende Erfolge bei der Verbesserung der Uberlebensrate unter
Leberversagen leidender Patienten.

In einer Einzelstudie konnte eine Uberlebensrate von 55,2% durch die Kombination von
Hamodialyse und Hamofiltration in der Therapie akuten Leberversagens und akuter
Hepatitis erreicht werden OSHIBA et al. 1996). Bei dieser als Hamodiafiltration
bezeichnete Therapieform traten jedoch verschiedene Komplikationen wie z.B.
Komplementaktivierung und Koagulationen auf.

3.2.1.3 Adsorptionsverfahren (Hamodiaadsorption)

Eine ganze Reihe unterschiedlicher adsorptiver Substanzen wurden im Laufe der Zeit auf
ihre Fahigkeiten untersucht, Substanzen aus dem Blut zu entfernen, die fur das
Leberversagen verantwortlich sind. Die meisten Arbeiten wurden diesbezuglich mit
Aktivkohle, synthetischen Neutralharzen und lonentauscher-Harzen durchgefihrt.

Bei der Verwendung von Aktivkohlepartikeln traten in Tierversuchen héaufig Probleme
bezlglich der Biokompatibilitaét des Materials auf. Man versuchte dieses Problem bspw.
durch Microkapsulierung der Partikel HENG 1990) oder Beschichtung des Materials zu
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umgehen (GLFRAND et al.1976). Die grofite bisher durchgefihrte medizinische Studie auf
diesem Gebiet hat jedoch gezeigt, dal3 die Hamoperfusion von Aktivkohle keinen signifikant
positiven EinfluR auf den Patientenstatus hinsichtlich cerebraler Odeme und renaler
Insuffizienz hat (O'®ADY et al.1988). Eine Uberlebensrate von immerhin 42% wurde bei
der Verwendung von Kationentauscher-Harzen erziahafB et al.1983).

Die neueste Entwicklung auf diesem Gebiet ist das BioLogic-D5ystem der Firma
Hemocleanse in San Diego, USA giiAet al. 1998). Dieses System besteht aus zwei
Kreislaufen: 1. Extrakorporaler Blutkreislauf des Patienten und 2. Absorptionskreislauf. Die
Kreislaufe werden innerhalb eines Dialysators durch eine flexible Cellulosemembran
voneinander getrennt (siehe Abb. 2.7.b). Im Adsorptionskreislauf befinden sich pulverisierte
Aktivkohle- und Kationenaustauscherpartikel, die in einer mit Nahrstoffen angereicherten
und gepufferten Elektrolytldsung suspendiert sind. Beide Kreislaufe werden durch eine im
Adsorptionskreislauf installierte Vakuumpumpe getrieben. Erzeugt die Pumpe einen
Unterdruck, Ubertragt sich dieser tber die flexible Cellulosemembran auf den Blutkreislauf.
Durch diesen Vorgang wird bei entsprechender Ventilstellung Blut in den Dialysator
eingeleitet. Ferner wird dadurch der fur den forcierten Substanziibergang notwendige
transmembrane Druck erzeugt, so dalRR niedermolekulare Substanzen in den
Adsorptionskreislauf abgereichert werden. Diese binden nachfolgend an die Aktivkohle-
und Kationenaustauscherpartikel. Im relaxierten Zustand der Membran konnen Elektrolyte
und Nahrstoffe aus dem Adsorptionskreislauf in den Blutkreislauf diffundieren.

@ Blutkreislauf Adsorptionskrei%ﬂ

Cellulosemembran

Abb. 2.7: Hamodiaadsorptions-System BioLogic-DT a: Schematische Ubersicht mit veno-vendsem
Anschlul des Patienten an das Systerh: FlUssigkeitsstrome und Transportvorgange im Dialysator
(funktionale Einheit des Systems). T = Toxine, E = Elektrolyte, N = N&hrstoffe.

In einer reprasentativen klinischen Studie mit Patienten, die unter akutem Leberversagen
litten, konnte eine Verbesserung des neurologischen Status erzielt werden. Dennoch gab es
in dieser Unersuchung eine Reihe von Komplikationen (z.B. Blutplattchenverlust, etc.), die
nach Meinung der Autoren eine Verbesserung des Systems erforderlich machen
(HuGHESs et al.1994).

! mit freundlicher Genehmigung durch S. Mazepink, Hemocleanse/HemoTherapies, San Diego (CA), USA
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3.2.1.4 Plasmaaustausch bzw. Plasmapherese

Bei der Plasmapherese werden Blutplasma und -zellen apparativ (z.B. durch entsprechende
Zentrifugen) extrakorporal separiert. Gewdhnlich dient dieses Verfahren der Gewinnung
von Spenderplasma. Bei der Anwendung der Plasmapherese im Rahmen der Lebertherapie
wird das toxinhaltige Patientenplasma nach Abtrennung der Blutzellen durch frisches
Spenderplasma ersetzt. Nach anfanglichen Mif3erfolgeBINS MERRIT 1968, LEPORE

MATEL 1970) konnten durch mehrfachen Plasmaaustausch ("High Volume Plasmapheresis")
eine Uberbriickung der Patienten bis zur Transplantation bzw. Regeneration des Organs
erzielt werden (KONDRuUP et al. 1992). Problematisch bleibt allerdings die Verfugbarkeit
ausreichender Mengen Spenderplasma: In Deutschland besteht gegenwartig ein Defizit von
etwa 200.000 Liter pro Jahr

3.2.2 Bioatrtifizielle Leberunterstiitzung

In der Summe der klinischen Untersuchungen hat der Einsatz artifizieller
Leberersatzsysteme gezeigt, dall sie fur die Detoxifizierung der Patienten und die
Substitution selektiver Leberfunktionen geeignet sindu@Hesky 1994). Isoliert betrachtet
stellen sie jedoch keine wirkliche Alternative zum funktionsttichtigen Organ dar, da durch
sie eine Vielzahl uberlebenswichtiger Leberfunktionen nicht nachgeahmt werden kénnen.
Dies fihrte parallel zu den artifiziellen Systemen zur Entwicklung von bioartifiziellen
Verfahren, bei denen korperfremde Leberzellen (Hepatocyten) in unterschiedlicher
Anordnung die Aufgaben des insuffizienten Organs tbernehmen sollten.

3.2.2.1 Kreuzzirkulation und Kreuz-Heterohaemodialyse

In wenigen Studien wurde versucht, Leberversagen durch ein bestimmtes extrakorporales
Zirkulationsverfahren zu therapieren. In diesem als Kreuzzirkulation oder Kreuz-
Heterohaemodialyse bezeichneten Verfahren wird das Blut bzw. Plasma des Patienten tber
den Blutkreislauf eines zweiten Individuums zurlckgefihrt. 1957 wurde diese Methode
erstmals mit Hunden erprobt i0TO0 1957), spater auf Paviane und humane
Zirkulationspartner Ubertragen BNELL et al.1967, HUME et al.1969). Es wurden jedoch

keine Ergebnisse erzielt, die eine Etablierung dieses Verfahrens rechtfertigen. Dies und die
relativ grol3e Gefahr, dafd der gesunde Zirkulationspartner durch die Behandlung ebenfalls
erkrankt, hat weiterfihrende Untersuchungen unterbunden.

! Quelle: Bundeszentrale fiir Gesundheitliche Aufklarung, Kéln - i/, blutplasma.de
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3.2.2.2 Isolierte Leberperfusion

Bei dieser Technik wird Blut oder Plasma des Patienten durch eine explantierte Leber
perfundiert. Seit der ersten Anwendungs@wAN et al. 1965) wurden bereits zahlreiche
Patienten auf diese Weise therapiert. Dabei kamen Lebern von Schweinen, Affen und
verstorbenen Menschen zum Einsatz. In den meisten Féllen fiihrte die Anwendung zu einer
vorribergehenden Besserung des neurologischen Status, doch konnte nie ein
Langzeituberleben der Patienten erreicht werden. Bei der Verwendung xenogener Lebern
traten insbesondere immunologische Komplikationen auf, die einen Funktionsverlust bzw.
die Zerstérung des Organs zur Folge hattem@Cet al.1994). Unlangst wurden erfolgreich
Spenderlebern eingesetzt, die fur eine Transplantation nicht verwendet werden konnten
(Fox etal. 1993). Dennoch bleibt dieses Verfahren ungeeignet, solange Spenderlebern
generell nicht in aul3reichendem Mal3 zur Verfiigung stehen.

3.2.2.3 Extrakorporale biohybride Perfusionssysteme

Die Probleme der vorangestellten Konzepte bioartifizieller Leberunterstiitzung beruhten in
erster Linie auf dem unmittelbaren Kontakt zwischen Patientenblut bzw. -plasma und dem
korperfremden Gewebe. Die immunologischen Komplikationen zu umgehen und dennoch
das Stoffwechselpotential gesunder, korperfremder Zellen fur die Lebertherapie zu nutzen,
war Ziel der Entwicklung extrakorporaler Perfusionssysteme. Die Betriebsweise ist mit der
isolierten Leberperfusion vergleichbar (siehe 11.3.2.2.2), jedoch werden in diesen Systemen
(Bioreaktoren) Leberfragmente bzw. Leberzellen in hoher Dichte immobilisiert und durch
eine semipermeable, biokompatible Barriere vom Blutkreislauf des Patienten getrennt.

Das erste am Patienten eingesetzte System dieser Art enthielt ein Leberhomogenat sowie
Leberfragmente und gefriergetrocknetes Lebergewebe aus Hunden. Einige leberspezifische
Parameter des Patienten verbesserten sich wahrend der Behandlung. Jedoch scheiterte eine
weiterfihrende Anwendung an der geringfugigen Diffusibilitat der Celluphan-Membran als
biokompatible Barriere (Nseet al. 1963).

Einen Quantensprung vollzogen die bioartifiziellen Systeme mit der Entwicklung
enzymatischer Isolationsmethoden zur Gewinnung primarer LeberzellEarrYB

FRIEND 1969). In den 1980er Jahren wurden so erstmals isolierte Hepatocyten aus
Schweinen bzw. Kaninchen in bioartifiziellen Systemen klinisch am Patienten eingesetzt
(MATSUMURA et al.1987, MARGULIS et al. 1989). Deutliche Verbesserungen erfolgten mit

der Einfihrung synthetischer Kapillarmembranen beim Bioreaktordesigmazgk

etal. 1972, VBLF, MUNKELT 1975). Hierdurch wurde die Austauschflache und damit der
Interaktionsraum zwischen den Zellen und dem Patientenplasma um ein Vielfaches erhoéht.
Das grundsatzliche Konstruktionsprinzip solcher Hohlfasermembranreaktoren (engl.
Kurzform: hollow fiber,siehe Abb. 2.8) blieb seither in der Mehrzahl der neuentwickelten
Systeme unverandert. Die Versorgung und Immobilisierung der Zellen im Bioreaktor wurde
allerdings durch eine Reihe neuer Verfahren wund Materialien modifiziert.
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Abb. 2.8: Prinzipieller Aufbau eines Hohlfasermembranreakors mit Zellen im Extrakapillatraum

Zwar gab und gibt es Anstrengungen, bioartifizielle extrakorporale Leberunterstitzungs-
systeme auch in Abweichung vom Hollow-Fiber-Prinzip zu entwickehn&B et al. 1995,

FLENDRIG et al.1997, $il et al. 2000), doch haben diese das reine Versuchsstadium bisher
nicht verlassen. Gegenwartig gibt es weltweit sechs Unternehmen (5 in USA, 1 in
Deutschland), die an der Entwicklung derartiger bioartifizieller Leberunterstitzungssysteme
arbeiten und sich in unterschiedlichen Erprobungsphasen der klinischen Anwendung
befinden (siehe Tab. 2.3).

Tab. 2.3: Unter Firmenbeteiligung entwickell®oartifizielle Leberunterstiitzungssysteme.

Firma System Zellressource Zulassungsphase
Circe Biomedical | HepatAssist priméare porcine Hepatoyten auf Phase II-lll
Lexington (MA), USA (Rozeaet al. 1993) collagenbeschichteten Microcarriern
VitaGen ELAD™ humane Hepatoblastomzellinie C3A Phase Il
La Jolla (CA), USA (SussmAN et al. 1994)
. T . . . . . Phase |
Algenix LIVERX-2000 intrakapillar mit Kollagen tberschichtete
Shoreview (MN), USA (SEELAFF et al.1997) primare porcine Hepatocyten
Excorp Medical |BAL MK 2.0™ priméare porcine Hepatocyten Phase I-II
Oakdale (MN), USA (PATZER et al.1999)
Exten/Xenogenics| Sybiol” geplant: porcine Hepatocytenlinie praklinische Phase
San Diego (CA), USA (http://www.exten.com)
Hybrid Organ MELS® priméare porcine Hepatocyten Phase I-II
Berlin, Deutschland (GERLACH 1996)

Trotz des konzeptionellen Konsens tber die Verwendung von Hollow-Fiber-Reaktoren als

funktionelle Einheit besteht bislang keine Einigkeit Uber die Gesamtgestaltung der Systeme
(KOEBE, SCHILDBERG 1998). Die hier genannten Systeme weichen nicht nur hinsichtlich der

in Tabelle 2.3 dargestellten Zellressourcen voneinander ab. Deutliche Unterschiede gibt es

! mit freundlicher Genehmigung durch Dr. A. Werner, Lehrstuhl fiir Zellkulturtechnik, Universitét Bielefeld
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insbesondere beziglich der eingesetzten Zellmenge und zusatzlich im Kreislauf installierter
Apparaturen. So besitzen die Systeme der Firmen Excorp und Exten keine Vorrichtung zur
Plasmaseparation, d.h. hier wird Vollblut anstelle von Plasma durch den Bioreaktor
perfundiert. Die eingesetzten Zellmengen reichen von 30-40 g (Circe Biomedical) Uber
100 g (Excorp Medical) bis hin zu mehreren 100 g (VitaGen und Hybrid Organ). Im
Kreislauf des HepatAssistSystems ist vor dem Kkapillaren Zellkompartiment ein
Aktivkohleadsorber zur Abreicherung cytotoxischer Substanzen installiert, um eine
Vergiftung der Hepatocyten im Hollow-Fiber zu vermeiden. Beim ELATystem sind vier
Hohlfasermembranreaktoren parallel im Kreislaufsystem platziert; im LIVERx=2000
System sind es zwei und bei den anderen Systemen nur jeweils einer. Im Gegensatz zu allen
weiteren Systemen sind die Zellen im SyBiSlystem nicht unmittelbar immobilisiert,
sondern werden in einem weiteren Kreislauf in Form suspendierter Aggregate kontinuierlich
durch den interkapillaren Raum des Hollow-Fibers transportieet @l. 1993).

Der hexagonale Hollow-Fiber-Reaktor der Firma Hybrid Organ (MELSERLACH 1996,

siehe Abb.2.9) gilt als das mit Abstand am besten untersuchte bioartifizielle
LeberunterstitzungssystemdKBE, SCHILDBERG 1998).

Abb. 2.9: Der MELS’-Reaktor. a: Gesamtansicht des Systens. Schematische Ansicht des teilgedffneten
Systems. Die Pfeile geben die Stréomungsrichtungen durch das Systeonwektionsbetriebwieder

(rot, blau = Flussigkeitsstrome, gelb = Gasstrom)Schematischer Querschnitt durch das Membrannetzwerk.

d: VergroRRerter Ausschnitt des Membrannetzwerks und interkapillar angeordneten Leberzellen (braun). Die
Pfeile geben die Stromungsrichtungen durch das Systedirékten Perfusionsbetrievieder: Die durch die

blauen Kapillaren zugefiihrte Flussigkeit gelangt Uber die Membranporen in den mit Zellen besetzten
Interkapillarraum. Von dort aus wird die Flussigkeit Gber die roten Kapillaren aus dem System entfernt. (gelbe
Pfeile = Gasdiffusion, griin = Stiitzgeweledl. spacer)}.

! MELS = Modular Extracorporeal Liver System (vormals BELS = Berlin Extracorporeal Liver System)
2 mit freundlicher Genehmigung durch Dr. J. Gerlach, Virchow-Klinikum, Berlin
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Der MELS®-Reaktor enthalt ein Membrannetzwerk aus drei miteinander verflochtenen
unabhéangigen Membranbiindeln, die die Ausbildung leberzelltypischer dreidimensionaler
Mikrostrukturen mit geringen Metabolitengradienten ermdglicheR{@CH et al. 1995).

Zwei dieser Membranbindel sind flussigkeitsfihrend und hydrophil. Das dritte, hydrophobe
Membranbiindel dient der Oxygenierung der interkapillar angeordneten Zellen. U. a. in
diesem Punkt unterscheidet sich der MB{FSaktor von den iibrigen Systemen, bei denen
das zugefiuihrte Blut bzw. Plasma durch einen zentralen Oxygenator mit Sauerstoff
angereichert wird. Die Verwendung zweier flussigkeitsfihrender Membranbiindel erlaubt
zwei unterschiedliche Perfusionsmodi: 1. Bienvektiontber eines der Membranbindel,

bei der der Flussigkeitsstrom durch die Kapillarporen entlang eines durch die
VolumenvergroRerung entstehenden Druckgradienten erfolgt. Dies entspricht auch dem
Flussigkeitsstrom der Gbrigen bioartifiziellen Systeme, in denen konventionelle Hollow-
Fiber verwendet werden (vgl. Abb. 2.8). 2. Dthrekte Perfusion bei der die
Flussigkeitszufuhrung tUber das eine Membranbindel und die -abfiihrung Uber das andere
erfolgt. Durch die statische Filtration (endead endl wird der Flul3 im Interkapillarraum

und damit der Stoffaustausch gegenuber dem Konvektionsbetrieb gesteigert. In den ersten
klinischen Anwendungen wurden bis zu 680 g primare porcine Leberzellen eingesetzt
(GERLACH 1998). Dies entspricht bis zu 48% der Masse eines gesunden Organs beim
Menschen und Ubertrifft die Kapazitat der anderen Systeme bei weitem.

Die klinische Anwendung bioartifizieller Leberunterstiitzungssysteme, soweit bisher
durchgefuhrt, beschrankte sich auf die Behandlung akuter bzw. akut auf chronischer
Leberversagen unterschiedlicher Atiologie iiber einen Zeitraum von bis zu mehreren Tagen.
Die Therapie wurde als erfolgreich bewertet, wenn die Patienten anschlie3end einer
Lebertransplantation zugefuhrt werden konnterLi(Eet al. 1996, WATANABE et al. 1997,
GERLACH 1998). Somit sind die Systeme offenkundig geeignet, die Zeit bis zum Eintreffen
eines Spenderorgans zu Uberbriicken (dmglging to transplant Um jedoch die Frage zu
beantworten, ob der Ersatz einzelner Leberfunktionen durch entsprechende Systeme einen
therapeutischen Vorteil fur Patienten mit Leberversagen bewirken kann, muissen
randomerisierte Studien durchgefiihrt werden. Jedoch ist bislang kein Konzept vorstellbar,
das einer solchen Fragestellung gentigen wirdeiEs WiLLIAMS 1996). Dennoch wird
diesem Therapieansatz anhand der bisher erzielten Teilerfolge in der Behandlung des
Leberversagens das grof3te Potential fur eine dauerhafte klinische Etablierung zugesprochen
(ROSENTHAL 2000).



Kapitel 1I: Medizinischer Hintergrund 28

3.2.2.3.1 Zellressourcen

Die Wirksamkeit bioartifizieller Leberunterstiitzungssysteme bei der therapeutischen
Behandlung eines Organversagens ist essentiell abhangig von der leberspezifischen Aktivitat
der in den Systemen angesiedelten Zellen, die idealer Weise der Akiivitéivo
entsprechen sollte AOREGUI 1999). Zumindest muissen diejenigen Leistungen erbracht
werden, die das Auftreten einer hepatischen Encephalopathie als folgenreichste
Komplikation eines Leberversagens unterbinden. Jedoch ist bislang noch unklar, welche
Faktoren im Detail in der Pathogenese hepatischer Encephalopathien eine Rolle spielen
(Musseau, BUTTERWORTH1994). Ein weiterer Aspekt ist die notwendige unlimitierte
Verfluigbarkeit der jeweiligen Zellressource.

Primare humane Hepatocyten wéren eine ideale Basis fur die therapeutische Anwendung
bioartifizieller Leberunterstitzungssysteme. Jedoch proliferieren diese #el@no kaum

und ihre mit der Knappheit von Spenderorganen verbundene begrenzte Verfligbarkeit
schliel3t sie fur eine dauerhafte Anwendung als potentielle Quelle von vornherein aus.

Xenogene primare Hepatocyten

In der Mehrzahl der kommerziellen Systeme werden primare porcine Hepatocyten eingesetzt
(siehe Tab. 2.3). Diese Zellen zeigen auch nach mehrtagigiro-Kultivierung konstante
Aktivitdten im Ammonium- und Cytochrom-P450-StoffwechselaiN et al. 1996).
Leberspezifische Funktionen und die Viabilitit der Hepatocyten kénnen darlber hinaus
durch Co-Kultivierung mit nichtparenchymalen Zellen gesteigert werdem ¢Kal. 1998,
OkamoTO et al. 1998). Die Gewinnung von Hepatocyten aus Schweinen, die unter
kontrollierten Quarantédnebedingungen gehalten werden, gestaltet sich allerdings
O0konomisch schwierig. Der infrastrukturelle, personelle und zeitliche Aufwand fir die
Aufzucht sowie flr die operative Entnahme des Organs und Isolierung der Zellen erzeugen
hohe Betriebs- und Personalkosten, die in keinem vertretbaren Verhaltnis zu der
vergleichsweise kostengunstigen Produktion von Zellen in Bioreaktoren stehen. Da aber
primare porcine wie primare humane Hepatocyten vitro eine sehr geringe
Proliferationsaktivitat aufweisen und deshalb fir eine Expansion in Bioreaktoren nicht in
Frage kommen, wurde die Verwendung von Schweinelebern aus Schlachthéfen
vorgeschlagen (KEBE et al. 1995). AuRerst schwer wiegt jedoch die Gefahr einer
potentiellen Zoonose, die von den porcinen Hepatocyten als Trager endogener Retroviren
(PERV) ausgeht (RTiENCE et al. 1997). Die genomische Insertion der Virus-DNA kann zur
Oncogenaktivierung und damit zur Entstehung von Krebs fluhrenAgA1997).
Entsprechende Arbeitsgruppen betonen, dafd in der klinischen Anwendung bioartifizieller
Lebererunterstitzungssysteme auf Basis porciner Hepatocyten bisher Kkeinerlei
Virusinfektionen bei den Patienten festgestellt werden konnteifP MuLLON 1999).
Gleiches gilt fur die Empfanger von porcinen XenotransplantaterRiNG et al. 2001).

Dem steht jedoch der Nachweis vonvitro-Virustransfers in humane Primarzellen und

! PERV = porcine endogenous retrovirus
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Zellinien gegenuber §&CkKe et al. 2001). Das Risiko einer moglichen Infektion kdnnte
durch den Einsatz bioartifizieller Leberersatzsysteme mit Hohlfasermembranen, deren
Ausschlul3grenze unterhalb der GroRRe infektioser Viruspartikel liegt, reduziert werden
(NYBERG et al. 1999). Allerdings wurden bspw. in Grof3britannien durch die unklare
Sachlage alle klinischen Untersuchungen mit xenogenem Material bis auf weiteres untersagt
(ALLAN 1997).

Tumorzellinien

Tumorzellen haben den Vorteil, unbegrenzt teilungsfahig zu sein. Die Verfiigbarkeit
ausreichender Zellmengen durch Kultivierung von Zellinien, die aus Lebertumoren generiert
werden koénnen, ware damit kein Problem. Die patentierte Zellinie C3A (ATCRL-
10741, KeLLy 1994), die aus der etablierten Hepatoblastom-Zellinie Hep G2
hervorgegangen ist (ATCGHB-8065, KNowLES, ADEN 1983), wird im ELAD"-System der
Firma VitaGen eingesetzt (siehe Tab. 2.3). Der Zellinie wird ein hoher Differenzierungsgrad
fur verschiedene leberspezifische Parameter (z.B. Albuminproduktion) zugesprochen.
Vergleiche zwischen C3A bzw. der Vorlauferlinie Hep G2 und primaren Hepatocyten
bescheinigen der Tumorzellinie allerdings deutlich niedrigere Aktivitaten (z.B.
Harnstoffsynthese, Cytochrom-P450-Aktivitat) TARGE, MITZNER 1995, WANG

et al. 1998). Bei einer Untersuchung mit Hep G2 in einem System, das dem LIVERX% 2000
System entspricht (siehe Tab. 2.3), migrierten die Zellen aktiv durch die Kapillarporen in
den Patientenkreislauf 8ERG et al.1994). Ein solches, fir den Patienten mdglicherweise
fatales Migrationsverhalten konnte auch bei C3A im MBiSystem beobachtet werdén.
Zudem sind gegenuber primaren Hepatocyten haufig variierte Proteinexpressionsmuster bei
Hepatomazellinien zu verzeichnere(dDL-EBERHART, RABES 1992).

SV40-immortalisierte Hepatocytenlinien

Die limitierte Verfugbarkeit primarer humaner Zellen und die Gefahren, die von xenogenen
Leberzellen bzw. Tumorzellinien ausgeht, schliel3en derartige Zellquellen fir die langfristige
Etablierung der bioartifiziellen Leberunterstitzung aus. Die ideale Ressource ware daher
eine humane Zellinie mit nicht-malignem Phéanotyp, die sich schnell bis zu hohen
Zellkonzentrationen kultivieren [&R3t, Uber einen langen Zeitraum einen hohen
Differenzierungsgrad beh&lt und dadurch synthetisierende und detoxifizierende
Eigenschaften besitzt wie humane Hepatocytervivo (HOOFNAGLE et al. 1995). Eine
Strategie zur Entwicklung derartiger Zellinien ist die gezielte genetische Manipulation zur
Immortalisierung primarer Leberzellen (engjenetic engineering Seit einigen Jahren
werden Hepatocyten unterschiedlicher Spezies mit dem fir das sog. large T-antigen
codierenden Oncogens desnian Virus40 (Kurzform: SV40) immortalisiert. Dieses SV40-

Gen wird nach erfolgter Tranfektion in das Genom der Zielzelle integriert. Das daraufhin in
der Zielzelle exprimierte large T-antigen (T-Ag) inhibiert die zentralen Tumorsupressorpro-

L ATCC = American Type Culture Collection, Manassas (VA), USA - http://www.attc.org
2 Mitteilung durch Dr. K. Zeilinger beim Arbeitsgruppentreffen vom 2@1 in Rostock-Warnemiinde
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teine Retinoblastomaprotein (pRB) und p53 durch Bindung an diese im Zellkern
befindlichen Eiweillmolekile (IlbLow 1993). Dies verhindert die Arretierung
ausdifferenzierter Zellen in der ¢®hase (Ruhephase) des Zellcyklus. Statt dessen
durchlaufen die so manipulierten Zellen einen kontinuierlich fortlaufenden Wechsel
zwischen DNA-Synthese ¢Qund S-Phase) und Mitose £&und M-Phase), wodurch sie
proliferieren.

In Japan wurden auf diese Weise immortalisierte humane Hepatocytenlinien aus foetalen
Leberzellen entwickelt, die Cytochrom-P450-Aktivitaten auf mRNA-Ebene aufwiesen
(OUMS-29, FUKAYA et al.2001) und bei denen leberspezifische Proteinsynthesen (Albumin,
Cytokeratin 7 im Immunoblot) nachgewiesen werden konnten (NFEAIDA et al.1995).

Da leberspezifische Aktivitaten bei Hepatocyten insbesondere wéahreng-&ase stark
ausgepragt sind, wurden Versuche unternommen, transient induzierbare T-Ag-Konstrukte in
humane Leberzellen zu klonieren. Durch diese MalRnahme ist es theoretisch mdoglich,
selektiv vom proliferierenden Stadium zug-Bhase zu wechseln. Bei einer ersten thermisch
induzierbaren humanen Hepatocytenlinien zeigte sich bei der notwendigen
Induktionstemparatur  (33,5°C) ein nur sehr schwaches Wachstum mit einer
Verdopplungsdauer von bis zu 14 Tagen. Weder wahrend der Proliferationsphase noch nach
Wachstumsarretierung der Zellen durch Temperaturerh6hung auf 39,5°C waren Cytochrom-
P450-Aktivitaten melRRbar. Besonders bemerkenswert ist, dal3 selbst bei Nicht-Induktion
T-Ag exprimiert wurde (8ALLEY et al.2000).

Das Hauptproblem von SV40 T-Ag immortalisierten Zellen als Ressource fir bioartifizielle
Leberunterstutzungssysteme ist die Gefahr, daf? durch vesikularen Transport - z.B. infolge
apoptotischer Vorgange - die virale DNA auf Korperzellen des Patienten Ubertragen wird
und damit Krebs hervorrufen kann. Ferner kann T-Ag - unabhangig von der Inhibition der
Tumorsupressorproteine - auf bisher noch unbekannte Weise eine unerwinschte
Tranformation der Hepatocyten zu Krebszellen verursachrerH6ENMEIER PPAS 2001).

Reversibel immortalisierte Hepatocytenlinien

Ein neuer Ansatz geht zwar ebenfalls von T-ag immortalisierten Hepatocyten aus.
Allerdings ist hier das genomisch integrierte Virus-Gen von spezifischen
Restriktionsschnittstellen (LoxP-sites) flankiert. Durch eine zweite, zur ersten zeitlich
versetzte Transfektion wird in den Zellen transient das Enzym Cre-Rekombinase exprimiert,
welches das T-Ag-Konstrukt an den LoxP-sites aus dem Genom herausschneidet. Von einer
etablierten humanen Zellinie (NKNT-3) mit diesen Eigenschaften wurde bereits berichtet
(KoBAYASHI et al. 2000). NKNT-3 zeigte nach Cre/Lox-site spezifischer Rekombination
leberspezifische Aktivitaten auf mRNA-Ebene (Harnstoffsynthese-Enzyme, Albumin,
Phase-ll-Enzyme, etc.) und ermdglichte im Tiermodell durch zellularer Transplantation das
Uberleben von Ratten nach 90%iger Hepatectomie. Wahrend 100% der nicht-
transplantierten hepatectomierten Ratten innerhalb der ersten vier Tage starben, lebten nach
30 Tagen Beobachtungszeitraum noch 60% der mit Tacrolimus immunsuprimierten
Transplantatempfanger.
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Derartigen Ansatzen werden gegenwaértig die grof3ten Chancen eingerdumt, dauerhaft das
Problem der Bereitstellung geeigneter Zellen fur bioartifizielle Leberersatzsysteme zu I6sen
(Tsiaoussiset al.2001). Im Rahmen des in der Einleitung aufgefihrten Verbundprojektes
(siehe Kapitel I) wurden daher vergleichbare Immortalisierungsstrategien bei der Firma
Develogen in Gottingen (bzw. HepaVec, Berlin-Buch) verfolgt. Die aus diesen Arbeiten
generierten Zellinien wurden fur die hier vorgestellten Untersuchungen herangezogen.



Kapitel Ill: Aufgabenstellung 32

lll. Aufgabenstellung

1. Vermehrung der Hepatocyten

Die Expansion der Hepatocyten mit den geforderten Eigenschaften zur Erzeugung
geeigneter Zellmengen fur die Applikation in bioartifiziellen Leberersatzsystemen geschieht
idealerweise in Riuhrkesselreaktoren und nicht im Hollow-Fiber (Anwendungsreaktor). In
solchen Bioreaktoren werden im Vergleich zu Hollow-Fiber-Systemen durch homogene
Durchmischung lokale Substratlimitierungungen der Zellen vermieden. Ferner kdnnen durch
die implementierte Mefl3- und Regeleinheit einige  wichtige  Parameter
(Sauerstoffkonzentration, pH-Wert) im fur die Hepatocyten optimalen Bereich konstant
gehalten werden. Die Beobachtung der Zellproliferation sowie die biochemische
Bestimmung der Substrat- und Produktkonzentrationen ist durch eine komfortable und
steriltechnisch sichere Entnahme von Proben aus dem Reaktor mdglich. Hierdurch sind
Informationen Uber den jeweils aktuellen Kulturzustand gewébhrleistet, die ggf. notwendige
manuelle Eingriffe in das System ermdglichen. Daher sollte eine Methode entwickelt
werden, die es ermdglicht, die zumeist strikt adharent wachsenden Hepatocyten in gertihrten
Bioreaktorsystemen zu hohen Zellkonzentrationen zu expandieren.

2. Alternativen zur Bereitstellung der Hepatocyten

Fur die klinische Anwendung ist es notwendig, Strategien zu entwickeln, die die zeitlich
bedarfsgerechte Bereitstellung der Zellen ermdglichen, d.h. die Zellen sollten unmittelbar
zum individuellen Beginn der Therapie zur Verfligung stehen. Dazu gehort ein Transfer der
expandierten Zellen vom Bioreaktor in den Anwendungsreaktor (z.B. RELS

2.1 Direkter Transfer

Die einfachste Methode, Expansion der Zellen, Zelltransfer und klinische Anwendung
miteinander zu verbinden ist nachfolgend dargestellt.

Kultivierung Blofeeidior S Anwendung

Abb. 3.1: Direkter Transfer der Zellen zur klinischen Anwendung bioartifizieller Leberunterstiitzungssysteme.
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Nach der Expansion der Zellen in Gewebekulturflaschen (T-Flaschen) und Bioreaktor
erfolgt der Transfer in den Anwendungsreaktor. Dieser wird dann an den Patienten
angeschlossen. Ein Teil der Zellen aus dem Bioreaktor kann zudem einer erneuten
Expansion zugefuhrt werden. Jedoch erweist sich dieser Weg fur eine Anwendung im
Bedarfsfall als unrealistisch, da eine schnelle Einsatzbereitschaft durch den mehrwdchigen
Zeitaufwand fur die Expansion und die notwendige interkapillare Anordnung der Zellen im
Anwendungsreaktor nicht gewéhrleistet werden kann. Aus diesem Grund mussen Expansion
der Zellen und Zelltransfer von der klinischen Anwendung entkoppelt werden. Dies kann
durch eine kontinuierliche Bereitstellung der Zellen - entweder nach Expansion im
Bioreaktor oder nach anschlieendem Transfer in den Anwendungsreaktor - erfolgen. Die
Aufrechterhaltung der erwinschten hohen Stoffwechselaktivitdt der Zellen unter
physiologischen Bedingungen ist jedoch mit einem hohen Umsatz von Kulturmedium und
dementsprechenden Verbrauchskosten verbunden.

Die Unvorhersehbarkeit einer notwendigen therapeutischen Anwendung macht die Kosten
fur eine solche Bereitstellung unkalkulierbar. Deshalb ist eine steuerbare Rate des
Metabolismus der Zellen wunschenswert, die den Medienverbrauch auf ein Minimum
reduziert. Das vorrangige Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, Bedingungen fir eine
reduzierte Rate des Zellmetabolismus zu finden, bei der die Zellen moglichst nicht
geschadigt werden und der Stoffwechsel jederzeit auf ein Maximalniveau gebracht werden
kann.

2.2 Kontinuierliche Bereitstellung unter hypothermischen Bedingungen

Eine Reihe einheimischer Kleinsauger wie Bilche. (I@liridae, z.B. Siebenschlafer,
Haselmaus), Wuhler (laCricetidae z.B. Hamster), Hérnchen (lg&ciuridaez.B. Ziesel,

und Murmeltier) und Fledermause (la¥licrochiropterg uUbersteht die Wintermonate,
indem sie in einen Zustand der Lethargie verfallen, den man als Winterstiblafm@tion
bezeichnet (BNnzLiN 1991, S. 397-401). Wahrend dieser Zeit betragt der Stoffwechsel nur
etwa 1-5% der normothermischen Ausgangsrate, wodurch eine beachtliche Menge Energie
eingespart wird (AOA, RaisoN 1989). Die Korpertemperatur der Tiere sinkt dabei auf
einen Wert, der etwa der Umgebungstemperatur entspricht und beim Erdhérnchen
(lat. Spermophilus spauf bis zu 1°C abfallen kannyiuan, O'BrRIAN 1974). Im Gegensatz

zu poikilothermen Tieren (z.B. Reptilien), die in eine Winterstargrgor) ubergehen, ist
dieser Prozel nicht das Ergebnis der simplen Einstellung normothermer Aktivitat. Vielmehr
sind diese homoiothermen Tiere in der Lage, durch adaptive Hypothermie, in der die
Sollwerttemperatur auf ein niedriges Niveau reguliert wirdO®RGAARD, CANNON 1990),

die metabolische Balance enzymatischer Prozesse aufrecht zu erhakerer(H
HAMMEL 1972). Besondere Kennzeichen dieses Status ist die Arretierung der Zellen in der
Gi-Phase des Zellcyklus und die verstarkte Expression von Proteaseinhibitoren zur
Minderung der ProteindegradationdiaEVA et al.1980, SREREet al.1992).
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In der Transplantationsmedizin werden durch kurzfristige Temperaturerniedrigungen
Organe uber einen Zeitraum von bis zu 72 Stunden konserviert. Fir die Konservierung
wurden eigens Préaservationslésungen entwickelt, deren Rezeptur insbesondere auf die
Verhinderung anoxischer Zelldegeneration unter isch&mischer Hypothermie und
Zellschadigung nach normothermischer Reperfusion abzielt. Die Ende der 1960er Jahre fir
die Nierentransplantation entwickelte Euro-Collins-LéSu@pLLINS et al.1992) wurde in

den 1980er Jahren durch die University-of-Wisconsin-Lésung ({)\&Bgelost (BLZER,
SOUTHARD 1988). Die UWS basiert auf einer phosphatgepufferten Elektrolytlosung mit
einer intrazellularen Kationenzusammensetzung, sowie weiteren osmotisch, kolloidal und
antioxidativ wirkenden Substanzeno{&HARD et al. 1990). Inzwischen wird die UWS
erfolgreich in der Leber-, Nieren und Pankreaskonservierung eingesetzt {gESANDRO

et al. 1994). Doch auch mit deutlich simpler komponierten Lésungen wie die Histidin-
Tryptophane-Ketoglutarat-Losung (Bretschneiders HTK-L6st)ng und die
Celsior -Losund ist eine erfolgreiche hypotherme Praservation abdominaler Organe vor der
Transplantation moglicibg Boeret al.1999, MRDO et al.2001).

Die hypothermische Lagerung kénnte daher eine sinnvolle Strategie fur die kontinuierliche
Bereitstellung von Hepatocyten zur Applikation in bioartifiziellen Leberunterstitzungs-
systemen sein. Die Praservation von Lebertransplantaten fihrt unter diesen Bedingungen
allerdings haufig zu ultrastrukturellen Veranderungen der Kupffer'schen Zellen. Durch
normothermische Reperfusion mit den zuvor genannten Praservationslésungen unmittelbar
vor der Transplantation werden diese nicht-parenchymalen Zellen (siehe 11.1.4) aktiviert und
entlassen dabei eine Reihe potentiell cytotoxischer Substanzen (u.ax),TNie die
Degradation des parenchymalen Gewebes hervorrufen kénnemwElL-KENKEL

et al. 1991, A& et al. 1994). Weiterhin werden durch die Reperfusion Sinusendothelzellen
zerstort, wodurch vermehrt Leucocyten und Trombocyten an die Wandung der Sinusoide
adhéarieren. Dies fihrt zur nachhaltigen Stérungen der Microcirculation des Organs.
Schlief3lich kulminieren diese Ereignisse in Entziindungsreaktionen, Nekrosen und einem
dadurch verursachten Transplantatversag@avAETERS et al. 1995). Die Carolina-Rinse-
Lésung wurde mit dem Ziel entwickelt, diese Reperfusionsschaden zu vermeideriNC

et al. 1990). Sie enthélt u.a. vasodilatativ wirkende Substanzen (Adenosin und Nicardipin),
die Stoérungen der hepatischen Microcirculation verhindern, und wurde bereits klinisch
erfolgreich eingesetzt @HMANN et al. 1997). Positiv synergetische Effekte wurden im
Tiermodell in Kombination mit UWS festgestelltd®ret al.1993).

Die Problematik deiin vivo-Situation entfallt bei der hypothermischen Konservierung
isolierter Hepatocyten. Deshalb erschien eine direkte Ubertragung der Methoden der
Organkonservierung auf die Konservierung von Hepatocyten wenig sinnvoll.

! EuroCollins, Fresenius HemoCare Immune Therapy GmbH, Fresenius AG, Oberursel

2 UWS = University of Wisconsin solution = ViasparDuPont Pharmaceuticals, Wilmington (DE), USA
® HTK solution, Dr. F. Kéhler Chemie GmbH, Alsbach-Hahnlein

“ Celsior" cold storage solution, SangStat, Fremond (CA), USA

® US-Patent 5,145,771 EMASTERS THURMAN 1992)
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Viel zweckmalfiger versprach daher die Lagerung der Zellen unter Verwendung von
Standardmedium zu sein. Die Moglichkeiten von Standardmedium als Praservationslosung
fur die hypothermische Konservierung von Hepatocyten wurde deshalb in dieser Arbeit
untersucht. Eine Lagerung im Bioreaktor erschien dabei vorteilhaft, da im Gegensatz zum
Anwendungsreaktor hier eine effektive Uberwachung und Kontrolle essentieller
zellspezifischer Parameter zum Zeitpunkt der hypothermischen Lagerung und auch der
Rethermierung gewabhrleistet ist. Weiterhin ist hierdurch eine Abreicherung von toten Zellen
und damit eine Erh6hung der Viabilitdt der Zellen vor der Applikation in den
Anwendungsreaktor mdglich. In Anlehnung daran séhe die Strategie fur die kontinuierliche
Bereitstellung der Zellen wie folgt aus (siehe Abb. 3.2).

Anwendung

Abb. 3.2: Kontinuierliche Bereitstellung der Hepatocyten durch hypothermische Lagerung im Bioreaktor.

Nach einer Expansion der Zellen in T-Flaschen und Bioreaktor wird der Bioreaktor zur
Konservierung der Zellen abgekihlt. Bei Anwendungsbedarf wird zur Reaktivierung der
Zellen der Bioreaktor wieder auf die normothermische Temperatur erwadrmt. Anschlie3end
erfolgt der Transfer der Zellen in das bioartifizielle Leberersatzsystem und kann dadurch der
Anwendung am Patienten zugefiihrt werden. Wenn die Bedingungen fir eine optimale
Konservierung und Reaktivierung der Zellen im Bioreaktor bekannt sind, wéare eine
Ubertragung dieser Bedingungen auf den Anwendungsreaktor denkbar. Dies hatte zeitliche,
finanzielle und logistische Vorteile, da die parallele Bereitsstellung mehrer
Anwendungsreaktoren deutlich einfacher zu bewerkstelligen ist als die mehrer Bioreaktoren
und ferner zum Zeitpunkt des Anwendungsbedarfs ein ansonsten notwendiger Zelltransfer
entfallt.

2.2.1 Hypothermische KonservierungrersusKryokonservierung
Die Kryokonservierung, d.h. das Einfrieren bei -196°C in der Dampfphase von fliissigem

Stickstoff, ist eine bereits seit langem etablierte Methode zur Konservierung von Zellen oder
Geweben. Bereits 1866 untersuchte der Italiener Mantegazza das Einfrieren und Auftauen
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von Spermien mit dem Ziel, diese Technik bei der Tierzucht anzuwendew.gD

et al. 1988), doch Versuche mit somatischen Séaugerzellen blieben lange Zeit erfolglos.
Wassrige LOosungen konnen auf wenige Grad unterhalb ihres Gefrierpunkts abgekuhlt
werden (englsupercooling, bis durch sog. heterogene Nucleation die Kristallisation des
Wassers einsetzt und Eiskristalle gebildet werden. Die Bildungsgeschwindigkeit ist dabei
direkt proportional zur Temperaturerniedrigung. Da wassrige Losungen ein sog. eutektisches
Gemisch darstellen, werden die in der Ausgangslosung enthaltenen Salze nicht in die
Kristalle eingebunden. Folgerichtig steigt proportional zur Temperaturerniedrigung die
Konzentration dieser Salze in der verbleibenden Flissigphase und damit das osmotische
Potential. Es gibt hinweise darauf, dal3 dieser Prozefiro im Cytosol von Saugerzellen

nur sehr zdgerlich ablauft RENKS et al.1983). Dadurch findet die Eisbildung zunéchst fast
ausschlief3lich in dem die Zellen umgebenden Medium statt. Der Ausgleich des héheren
extrazellularen osmotischen Potentials vollzieht sich, indem Wasser durch die
semipermeable Zellmembran aus den Zellen in das umgebende Medium strémt. Die
Permeabilitdt der Zellmembran entscheidet in Relation zum Anstieg der extrazellularen
Salzkonzentration wahrend der Temperaturerniedrigung, ob der isoosmotische Zustand
durch Wasserausstrom (Efflux) oder intrazellularer Eisbildung stattfindeziM1970).

Da Permeabilitdt der Zellmembran und Eisbildung Funktionen der Temperatur sind, ergibt
sich in Abhangigkeit zur Abkihlungsgeschwindigkeit beim Einfriervorgang folgendes Bild
(siehe Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Reaktion eukaryontischer Zellen auf das Einfriedesmgsame AbkihlungDie Einstellung des
isoosmotischen Zustands erfolgt durch Efflux (schwarzer Pfeil). Dadurch schrumpft die Zelle und nur
extrazellulares Eis wird gebildeGSchnelle AbkihlungDie Zelle verliert nicht genug Wasser, um ein
isoosmotisches Gleichgewicht zur Umgebungslosung herzustellen. Dies geschieht durch die intrazellulare
Bildung grol3erer EiskristalleSehr schnelle Abkuhlundas isoosmotische Gleichgewicht wird durch die
intrazellulare Bildung kleiner Eiskristalle hergestellt (nackzWR 1977).
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Die Anwesenheit intrazellularer Eiskristalle fihrt insbesondere beim Auftauvorgang zu
einer mechanischen Schadigung der ZelleRR@ANT 1977). Beschleunigt wird dieser
Vorgang durch Aggregation kleiner zu grof3en Eiskristallen wéhrend des Auftauens
(VANDERZWALMEN et al.1998). Beim langsamen Einfriervorgang verursacht offenbar der
schnelle  Wasserausstrom eine  Zerstorung des Cytoskeletts, wodurch der
Gesamtmetabolismus der Zellen erlahmte®&s et al. 1982). Ferner wird durch das
Schrumpfen und die hohen Salzkonzentrationen die Zellmembran direkt geschadigt
(MERYMAN 1971, LOVELOCK 1953).

Aufgrund dieser Umstande ist die Modifizierung der intra- bzw. extrazellularen
Flussigkeitskomposition durch Verwendung kryoprotektiver Substanzen fur eine
erfolgreiche Kryokonservierung von Zellen unumgénglich. Glycerin und Dimethylsulfoxid
(DMSO) erwiesen sich als vorteilhafte niedermolekulare Kryoprotektiva. Die Wirkung des
Glycerins scheint dabei auf einer "Pufferung" der extrazellaren Salzkonzentration zu
beruhen, wodurch direkte Membranschadigungen vermieden werdsmL{ACK 1953).

Eine entsprechende Wirkung wird auch fiur DMSO angenommeRR@NT 1965). Auf

Grund ihrer geringen Molekulgrof3e konnen beide Substanzen in die Zellen eindringen und
einen Teil des ausstromenden Wassers ersetzen. Gleichzeitg bewirken sie eine
Gefrierpunktserniedrigung der Losung. Da sie zuséatzlich die Eiskristallisationskinetik
verlangsamen, wird auch die Neigung zur intrazellularen Eisbildung geringer
(DILLER 1979).

Alternative Kryoprotektiva sind makromolekulare Substanzen wie z.B. Hydroxyethylstéarke
(HES), die auch in der UW-L6sung (siehedlR) enthalten ist. Diese Kryoprotektiva sind
aufgrund ihrer GroRe auf den Extrazellularraum beschrankt. Sie reduzieren den
extrazellularen Anstieg der Salzkonzentration und verringern in Verbindung mit der héheren
Losungsviskositat die Zellschrumpfung. Gleichzeitig bewirken sie, daf3 ein Teil des Wassers
kinetisch am Auskristallisieren gehindert wird. Zwar wurde HES erfolgreich bei der
Kryokonservierung von Erythrocyten eingesetzi@WiAs et al.1996), doch ist offenbar die
Anwendung derartiger Schutzadditive auf diesen Zelltypus beschrankt. So ist DMSO das
bisher erfolgreichste Kryoprotektivum. Durch Lagerung der Zellen bei -196°C in der
Dampfphase von flussigem Stickstoff kbnnen Zellen so uber Jahre konserviert werden
(HALLE 1975, S. 29).

Untersuchungen zur Kryokonservierbarkeit primarer Hepatocyten unterschiedlicher Spezies
mit DMSO haben jedoch gezeigt, da die Uberlebensrate (Viabilitat) nach dem Auftauen
selbst bei nur kurzer Lagerungsdauer (24 Stunden) und optimierten Abkuhlungs- und
Auftaugeschwindigkeiten haufig gering ist. Die Viabilitat unmittelbar nach dem Auftauen
war gegeniber den frisch isolierten Zellen durchschnittich um 10-25% reduziert
(GuiLLouzo et al.1999), doch auch Verluste von fast 40% zur viablen Ausgangszellmenge
wurden regestriert (MsANTO et al. 1990). Durch die nachfolgende normothermische
Reaktivierung der Zellen nach Abreicherung von DMSO kdnnen weitere Verluste auftreten.
Von einer Gesamtreduktion der Viabilitat durch Lagerung, Auftauen und Reaktivierung von
bis zu 78% wurde berichtet gscHet al.1992).
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Ein generell gravierender Nachteil niedermolekuléarer Kryoprotektiva ist, daf3 sie in den
notwendigen Konzentrationen in der Regel toxisch sind und daher nach dem Auftauen
kosten- und zeitaufwendig aus den Zellen ausgewaschen werden mussen. Auch die Zugabe
der Additive muld sehr schonend erfolgen, um eine zu grof3e osmotische Zellbelastung
bereits vor dem Einfrieren zu vermeiden. Zudem wird die Sensitivitdt gegenuber
Schadigungen bei Temperaturerniedrigungen durch DMSO erhiahiNBt al. 1990). Der
Verlust vitaler priméarer Hepatocyten nach Kryokonservierung und Reaktivierung, die
Cytotoxizitat der Kryoprotektiva und der Aufwand beim Einfrieren und Wiederauftauen, der
sich bei der Handhabung der fir den bioartifiziellen Leberersatz notwendigen Zellmengen
potenziert, rechtfertigt die Suche nach Alternativmethoden. Deshalb wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich durch hypothermische Konservierung gegentber der
Kryokonservierung bessere Ergebnisse erzielen lassen.
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V. Material und Methoden

In dem folgenden Kapitel werden die Materialien und die Methoden naher beschrieben, die
den vorliegenden Untersuchungen zugrunde lagen. Das Kapitel gliedert sich in zwei

Abschnitte. Der erste Abschnitt behandelt die Materialien und Methoden, die fur die

Kultivierung, Expansion, Niedrigtemparaturlagerung und Kryokonservierung angewendet

wurden. Im zweiten Abschnitt werden diejenigen bildgebenden und biochemisch

analytischen Verfahren vorgestellt, die der Vorbereitung der Experimente dienten bzw. auf
deren Grundlage die einzelnen Experimente ausgewertet wurden. Experimentspezifische
Anwendungen der einzelnen Methoden werden in den einzelnen Unterpunkten des
Kapitels V (Ergebnisse und Diskussion) eingehend erlautert.

1. Zellkultivierung

1.1 Die Hepatocytenlinien

Die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden mit drei unterschiedlichen Hepatocytenlinien
durchgefuhrt. Von diesen waren zwei murinen und eine humanen Ursprungs.

1.1.1 HepT

HepT ist eine murine Hepatocytenlinie, die durch adenovirale T-Ag Immortalisierung
primarer Hepatocyten aus weiblichen Mausen generiert wurdeL (Rt al. 1988,
KIRILLOVA 1996). Diese Zellinie wurde durch die Firma HepaVec, Berlin-Buch (jetzt
DeveloGen, Gottingen) zur Verfigung gestellt.

1.1.2 K105

Wie HepT ist auch K105 eine murine Hepatocytenlinie und als sog. ELS-Linie (engl.
extended life sp@ncharakterisiert. Als Ausgangsmaterial dienten transgene Mause, die
durch retrovirale Transfektion und Inzucht-Kreuzungen homozygote Trager eines
genomisch integrierten und von loxP-Sequenzen flankierten Exons 19 des Retinoblastom-
Gens waren (sog. Rblox-Mause). Aus diesen Mausen isolierte Hepatocyten wurden mit den
beiden Plasmiden pCMVCre-puro und pCMVT-Ag-ori cotransfiziert. Durch Selektion mit
Puromycin erhielt man Hepatocyten, bei denen durch Cre-Exzission des loxP-flankierten
Exons 19 die Expression des Tumorsupressorproteins Retinoblastom ausgeschaltet war und
die zeitgleich durch Expression des large T-Ag einen weiteren Proliferationsstimulus
erhielten. Durch fortlaufende Zellteilungen wurde das plasmidéar vorliegende und nicht
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replizierbare T-Ag-Gen ausverdunnt. Durch entsprechende Subklonierung entstanden Klone,
die nachweislich keine T-Ag-Prasenz mehr aufwiesen und dennoch teilungsfahig waren.
Dieses wurde auf die Akkumulation unbestimmter Mutationen zurtickgefuihrt. Einer dieser
Klone mit der Bezeichnung K102 zeigt eine deutliche Hepatocytenmorphologie, wuchs
jedoch serumfrei und auch tumorigen in Weichagar.

Um den Effekt des entfernten Rb-Proteins in K102 zu beurteilen, wurden Hepatocyten des
Rblox-Méausestammes allein mit dem Plasmid pCMVT-Ag-ori transfiziert, ohne das Gen fur
den Tumorsuppressor Retinoblastom auszuschalten. Eine auf diese Weise erfolgreich
klonierte Linie wurde durch ein anhaltendes Wachstum bei langerer Kultivierungsdauer
identifiziert. Diese Linie mit der Bezeichnung K105 besitzt ein funktionsfahiges
Retinoblastom-Protein und exprimiert durch Ausverdinnung des Plasmids pCMVT-Ag-ori
kein large T-Ag mehr. Die Zellen dieser Linie sind demnach auf bisher noch unbekannte
Weise immortalisiert. K105 wachst serumabhangig und zeigt Kontaktinhibition bei
Konfluenz. Diese Zellinie wurde ebenfalls durch die Firma HepaVec, Berlin-Buch (jetzt
DeveloGen, Gottingen) zur Verfigung gestellt.

1.1.3C3A

C3A ist eine humane Hepatocytenlinie, die aus der etablierten Hepatoblastomzellinie
Hep G2 hervorgegangen ist (vgl. 11.3.2.2.3.8ubklonierungskriterien fur die Generierung

von C3A waren eine starke Kontaktinhibition des Wachstums, eine hohe Produktionsrate fur
Albumin und a-Fetoprotein, sowie die Fahigkeit, in glucosedefizientem Medium zu
wachsen. Trotz ihres carcinomalen Ursprungs zeigte die Zellinie keine Tumorgenitét in
immundefizienten Mausen @<Ly 1994). C3A wird als biologische Komponente des
ELAD"-Systems der Firma VitaGen bereits klinisch eingesetzt (siehe Tab. 2.1) und wurde
fur die vorliegenden Untersuchungen von der American Type Culture Collection (ATCC
Number CRL-10741) bezogen.

1.2 Die Kulturmedien

In vorangestellten Experimenten wurde untersucht, ob die Zellinien unter serumfreien
Bedingungen wachsen. Dazu wurde zum einen ein fiur die Hybridom-Kultivierung
komponiertes Medium mit Rinderinsulin und Humantransferrin als Proteinkomponenten
(IDING et al. 2001) sowie ein eigens fur die serumfreie Kultivierung von priméaren
Hepatocyten  entwickeltes Medium, welches den Hepatocytenwachstumsfaktor
(HGF = hepatocyte growth factor) enthielt.@®Nnsoet al.1995), benutzt.

Alle Versuche zur Expansion der Zellen, fur Vergleichskultivierungen und
Niedrigtemparaturlagerungsexperimente wurden mit einem Standardmedium durchgefihrt,
das sich aus einer 1:1-Mischung der beiden Basalmedien DMEMLBEOCO,
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FREEMANN 1959) und Ham's F12 @#% 1965) der Fa. GIBCO BRL (Invitrogen, Karlsruhe)
zusammensetzte. DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium) zeichnet sich durch seinen
hohen Gehalt an Aminosauren aus, Ham's F12 ist besonders reichhaltig an
Spurenelementen. Aufgrund prinzipieller Serumabhangigkeit der eingesetzten Zellinien
wurde dem Medium 5% (v/v) foetales Kéalberserum (FCS, Serdnied No. 654S,
Biochrom, Berlin)  zugesetzt. Die Verwendung von Serum bei der
Niedrigtemperaturlagerung erschien vorteilhaft, da enthaltene Schutzsubstanzen generell
toxische Effekte vermindern konnenH@rPEeet al.1987). Ferner konnte so die Praxis der
Firma VitaGen verifiziert werden, im Bedarfsfall das ELABystem samt C3A-Zellfracht

mit serumhaltigen Medium bei 4°C zu konserviéren

Die Konzentrationen von Glucose, Glutamin, Prolin, Pyruvat im Standardmedium wurden
durch Supplementierung der Einzelsubstanzen erhéht (siehe Tab. 4.1). Als
Pufferungssystem wurde in Kombination mit £Begasung Natriumhydrogencarbonat
(NaHCG;) eingesetzt (INDL, BAUER 1994, S. 771.).

Tab. 4.1: Zusammensetzung des Standardmediums fur die Kultivierung und Niedrigtemperaturlagerung.

Substanz Mr (g/mol) Bezugsquelle Einwaage/Liter Einheit Konzentration
im Medium

DMEM Invitrogen, Karlsruhe 5,75 g

Ham's F12 " 5,75 g

FCS Biochrom, Berlin 50 mi 5% (VIv)

Glucose 180,2 Sigma, Steinheim 3 g 18 mM

Na-Pyruvat 110 Serva, Heidelberg 220 mg 3 mM

NaHCGQ, 84,01 J.T.Baker, Deventer (NL) 2,44 g 29 mM

Glutamin 146,15 Merck, Darmstadt 292 mg 4,5 mM

Prolin 115,13 " 20 mg 0,3mM

Das Standardmedium enthielt Phenolrot als pH-Indikator. Da dies jedoch einen stdrenden
EinfluR bei der biochemischen Bestimmung der Cytochrom-P450-Aktivitaten im
ultravioletten Wellenlangenbereich hat (siehe Abschnitt 1V.2.2.5) wurde hier ein
phenolrotfreies Medium mit der Bezeichnung TO02 verwendet. Dieses Medium war bereits
in anderem Zusammenhang Bestandteil vorangegangener ArbetwarikhvpP 1999) und

wurde durch Dr. C. Wallerius (Roche Diagnostics, Penzberg) zur Verfugung gestellt. Durch
entsprechende Substanzzugaben wurde das Medium so aufsupplementiert, dal3 die
jeweiligen N&ahrstoffkonzentrationen denen des Standardmediums entsprachen. Die FCS-
Konzentration lag hier allerdings bei 10% (v/v).

! schriftliche Mitteilung auf Anfrage durch Dr. P. Maguire, VitaGen, La Jolla (CA), USA von200D
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1.2.1 Mediumherstellung, Sterilisation und Lagerung

Die Mediumkomponenten wurden in Chargen von 10 Litern mit Reinstwasser aus Milli-Q
Anlagen (Millipore, Bedford, USA) in Borosilikatflaschen (DufarSchott Glas, Mainz)
angesetzt. Zur Sterilisation wurde das Medium mit Flachmembran-Einwedfiltern aus SFCA-
Material (SartolaB P, Sartorius AG, Géttingen) und Mehrwegkartuschenfiltern
(Sartobrafi 300, Sartorius) mit jeweils einer Porenweite von 0,2 um filtriert. Fir Steriltests
(Temperierung bei 37°C fur 4 Tage) wurden anschlielRend pro Charge funf Aliquots zu je
10 ml entnommen. Die Lagerung erfolgte je nach Verbrauch des Mediums fir maximal
3 Wochen pro Charge in einem Kuhlraum bei 4°C.

1.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Die Hintergrinde der Kryokonservierung wurden bereits in Kagitel Punkt 2.2.1
beschrieben. Fir die vorliegenden Arbeiten war es notwendig, Uber den gesamten Zeitraum
auf Zellressourcen mit konsistenten Eigenschaften zurtickgreifen zu konnen. Deshalb wurde
fur jede der verwendeten Hepatocytenlinien eine sog. Zellbank {(gadting cell bank
angelegt. Fir die Zellbank einer jeden Hepatocytenlinie wurden gleich zu Beginn aller
Ubrigen Untersuchungen Zellen aus jeweils einer Expansionskultivierung verwendet.
Hierdurch konnte gewéhrleistet werden, dal3 die Zellen zu Beginn der Untersuchungen die
selben Eigenschaften aufwiesen wie zum Ende der Arbeiten.

Tab. 4.2: Arbeitsschritte zum Einfrieren der Hepatocyten.

Arbeitsschritt Durchfiihung

Bereitstellen DMEM/F12-Medium mit DMSO und FCS (je 10p6
des Einfriermediums (v/v)) auf 4°C kihlen

Bereitstellen der Zellen Kultur mit 2,0*i@ellen/ml (Viabilitat: ca. 90%) fiy

5 min bei 100*g abzentrifugieren; Uberstand verwerfen

Zellsediment resuspendieren Tropfenweise Zugabe des Einfriermedium | unter
vorsichtigem Schitteln bis zu einer Zelldichte yon
2-3*10° Zellen/ml

Aliguotierung zu 1,0 ml in Kryoréhrchen (Nunc, Roskilfle,
Danemark)

Einfrieren 24 h bei -80°C in einem Styroporbehalter

Langzeitlagerung in der Dampfphase von flissigem Stickstoff (-147°C)

im Cryotank (Chronds Biosafe 350, Messgr
Griel3heim, Euteneuen )
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Wie bereits erwahnt ist eines der Hauptprobleme beim Einfrieren von Zellen die Bildung
intrazellularer Kristalle, die zur Zerstorung der Zellmembran fiihren kdnnen. Umgangen
wurde dieses Problem durch eine maf3volle Einfriergeschwindigkeit von ca. -1°C/min und
Zugabe der gefrierpunktserniedrigenden Substanz DMSO ins Einfriermedium in

Verbindung mit foetalem Kaélberserum (FCS). Eine langsame Einfriergeschwindigkeit

wurde durch ein Styroporgefal3 mit einer Wandstarke von etwa zwei Zentimetern erreicht, in
dem die Kryoréhrchen vor der Uberfiihrung in den Kryotank in einer Kiihltruhe bei -80°C

aufbewahrt wurden. Das Verfahren gemalf Lindl, Bauer (1994) wurde in vereinfachter Form
durchgefuhrt und ist im Detail in Tabelle 4.2 beschrieben.

Beim Auftauen ist das schnelle und vollstiandige Entfernen des DMSO durch
Abzentrifugieren des Einfriermediums wichtig, bevor beim Erreichen physiologischer
Temperaturen der Zellstoffwechsel einsetzt. Dazu wird nach dem Zentrifugieren ein
Waschschritt durchgefinhrt.

Tab. 4.3: Arbeitsschritte zum Auftauen von Zellen.

Arbeitsschritt Durchfiihung
Bereitstellen pro 1,0 ml- Kryogefa je 19 ml DMEM/F12 plps
des Auftaumediums Supplemente bei 20°C (RT) in Zentrifugenréhrchen

(Nunc, Roskilde, Danemark), zusétzlich weitdres
Medium bei 37°C

Auftauen der Zellen Kryogefald unmittelbar aus dem Kryotank in| ein
Wasserbad (37°C) bis Erreichen des Auftaupunkts
halten

Waschschritt Zellen aus dem KryogefaR in ein mediumgefilites

Zentrifugenréhrchen  Uberfuhren,  abzentrifugigren
(5 min, 100*g), Uberstand verwerfen

Einsaat Pellet in 37°C-warmem Medium resuspendieren urd mit
einer Zelldichte von ca. 1-3*f0Zellen/cnf in eine
Kulturflasche einsden; Kultivierung im Brutschrank

1.4 Die Kultivierungssysteme

1.4.1 Kulturflaschen und Multiwell-Platten

Die Kultivierung in Gewebekulturflaschen (engksue flask T-Flaschen) dient in erster

Linie der Expansion der Kultur, wenn die Menge aufgetauter Zellen fur grol3ere

Kultivierungssysteme nicht ausreicht. Gleichzeitig sind sie ein geeignetes

Kultivierungssystem bei der Adaption von Zellen an serumfreie Bedingungen und der
Kultivierung besonders scherspannungsempfindlicher Zellen. Bis zur Maf3stabsvergrof3erung
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(engl. upscaling in geruihrte Kultivierungssysteme wurden die Hepatocytenlinien daher in
Flaschen mit einer patentierten Zelladhasionsoberflache (Numslowon 25, 75 und

175 cnf (Nunc, Roskilde, Danemark) in einem Brutschrank (Biocenter 2001, Techorama,
Fernwald) bei 37°C und wasserdampfgesattigter Atmosphare mit einer Begasung aus 95%
Luft und 5% CQ kultiviert. Daneben wurden in den 75 TRlaschen Experimente zur
Lagerungsfahigkeit der Hepatocyten bei 4°C und Raumtemperatur durchgefihrt.
Untersuchungen zur Cytochrom-P450-Aktivitat der Zellen (siehe IV.2.1.5) wurden hingegen
in 12-Well-Platten aus Polystyrol (ClusterCostra, Bodenheim) vorgenommen. Die dazu
notwendige Kultivierung der Zellen in diesen Platten fand ebenfalls im Brutschrank statt.

1.4.1.1 Passagierung der Zellkulturen

Die verwendeten Hepatocytenlinien wachsen in statischen Kultivierungssystemen (z.B.
Gewebekulturflaschen) adharent, d.h. sie bendétigen fur ihr Wachstuitino ein Substrat,

an das sie sich anheften kénnen. Vermutlich ist die Adhéasion der Zellen Voraussetzung fir
die ordnungsgemale Organisation das Cytoskeletts und beeinflu3t damit einen grofRen Teil
des Zellstoffwechsels. So ist bekannt, daf? fir den Ablauf der Proteinbiosynthese ein intaktes
Aktinfilamentgerist vonnéten ist {BPOULIONIS et al.1997). Das Wachstum der Zellen ist

bei optimaler Nahrstoffzufuhr unter diesen Bedingungen durch die zur Verfiigung stehende
Oberflache begrenzt. Nicht-tumorigen wachsende Zellen proliferieren aufgrund der
Kontaktinhibition nur solange, bis die gesamte Substratoberflache durch eine
zusammenhangende, einschichtige Zellage (engholayey bedeckt ist. Flir eine weitere
Zellvermehrung muissen die Zellen daher nach Erreichen des konfluenten Stadiums
subkultiviert werden. Dazu werden sie von der ihrer Unterlage abgel6st und unter
Verdinnung vom alten Kulturgefal in ein neues uberfuhrt.

Adhasionsvorgange von Zellen erfolgen durch eine Reihe von Zelladhasionsproteinen (engl.
cell adhesion molecule<CAMSs) die sich in Molekile der Immunglobulin-Superfamilie
(ICAMs), Selektine, Cadherine und Integrine unterscheiden lasssERHSILVERSTEIN,
SILVERSTEIN 1998; HNES 1999). ICAMs und Selektine sind an heterologen Zell-Zell-
Interaktionen beteiligt, die z.B. bei Entzindungsreaktionen und vascularen
Transmigrationsvorgangen infolge einer  zellularen Immunantwort  stattfinden
(ETzioNi et al. 1999). Bei der Adhasion an eine Substratoberfli@cthiéro spielen sie daher

keine Rolle. Die transmembranen Integrine hingegen finden ihre Liganden in den
Bestandteilen der extrazellularen Matrix und sind somit fir die Bindung der Zellen an ein
unmittelbares Substrat verantwortlich AENELL etal. 1994). Cadherine sind
calciumabhangige Adhasionsmolekille, die an der homologen Bindung der Zellen
untereinander beteiligt sind AKeiCHI 1991).

Die Subkultivierung adharenter Zellen wird als Passagieren bezeichnet. Durch die Anzahl
der Passagen kann auf die Zeit rickgeschlossen werden, in der sich die Zellen in Kultur
befinden. Das am haufigsten verwendete Verfahren zur Ablésung der Zellen von ihrer
Substratoberflache ist das Trypsinieren. Die Zellen werden dazu mit Hilfe einer Trypsin-
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Loésung von der Substratoberflache proteolytisch abgeldst. Die Serinprotease Trypsin
(EC 3.4.21.4) katalysiert dabei die Hydrolyse der in den Adhé&sionsproteinen ansassigen
Lysin- und Argininethylester (]rRDIE et al. 1972). Der in der Trypsinlésung enthaltene
Chelatbildner EDTA (Ethyldiamintetraacetat) komplexiert zweiwertige Kationen. Hierdurch
werden die durch die Gaabhangigen Cadherine vermittelten Zell-Zell-Adh&sionen
aufgehoben.

Da lange Einwirkzeiten des Trypsins wéahrend der Ablésung auch zur Degenerierung
weiterer Oberflachenproteine der Zellen (Rezeptoren) fihren kodnnen, wurde die
Trypsinbehandlung durch folgende Vorgehensweise zeitlich verkirzt:

- Verwendung vortemperierter und pH-konditionierter Ldsungen (Trypsin hat sein
Wirkungsoptimum bei 37°C und pH 7-9).

- Entfernung des Kulturiiberstands und nachfolgendes Waschen des Monolayers mit
calcium- und magnesiumfreier phosphatgepufferter Salzlésung (CMF-PBS). Hierdurch
wird die substratkompetitive Wirkung der im Kulturiberstand enthaltenen
Serumproteine gegeniber den Adhasionsmolekilen der Zellen herabgesetzt. Ferner
werden die im Serum enthaltenen Proteaseinhibitoren entfernt und dadurch Aktivitat des
Trypsins fur das Ablésen der Zellen erhoht.

- Kontrolle des Ablésevorgangs in den Kulturflaschen unter einem Inversmikroskop
(Axiovert 10, Zeiss, Jena)

- Beendigung der Trypsinwirkung durch Zugabe serumhaltigen Mediums

Nach Entfernung des CMF-PBS und Zugabe der Trypsinlosung l6sten sich die Zellen in
einem Zeitraum von hochstens einer Minute vollstandig vom Boden der Kulturflaschen ab.
Der Vorgang lief3 sich zudem durch vorsichtiges Aufklopfen der Flaschen auf eine harte
Unterlage beschleunigen. Nach Zugabe des serumhaltigen Mediums wurde der Inhalt der
Flaschen in 50 ml-Zentrifugenréhrchen (Nunc) uberfiihrt und bei 100*g abzentrifugiert
(Megafuge 1.0, Heraeus, Osterode). Nach Entfernung des Uberstands wurden die Zellen in
neuem Kulturmedium resuspendiert und in einer Dichte von 2?2*&llen/cnt in neue
Kulturflaschen eingesat bzw. flr entsprechende Versuche ohne Kulturflaschen verwendet.
Alle Arbeiten mit geoffneten Kulturgefaen wurden unter Reinraumwerkbanken der
Klasse 2 (z.B. HERAsafe Heraeus, Osterode) durchgefiihrt.

Tab. 4.4: Ubersicht der eingesetzten Volumina der jeweiligen Losungen fiir das Passagieren von Hepatocyten
in Gewebekulturflaschen.

Zelladhasionsoberflache CMF-PBS! Trypsin-EDTA ? Medium
(cn) (ml) (ml) (ml)
o5 5 1 9
75 10 3 17
175 20 5 15

18 g/l NaCl + 0,2 g KCI + 1,44 g/l NHPO,*2H,0 + 0,2 g/l KHPO,; auf pH 7,2 eingestellt
2 gebrauchsfertige Lésung (0,25% Trypsin + 1mM EDTA*4Na in Hank's gepufferter Salzlosung; Invitrogen)
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1.4.2 Microcarrier

Eine Aufgabe der Arbeit bestand darin, eine Methode fiur die Expansion der Hepatocyten zur
Erzeugung geeigneter Zellmengen im Hinblick auf die Anwendung in bioartifiziellen
Leberersatzsystemen zu entwickeln (siehe lll.1). Statische Kultivierungssysteme sind daftr
aufgrund des mit der beschrankten Wachstumsoberflache verbundenen hohen
Materialverbrauchs, der nur bedingten Kontrollierbarkeit einzelner wichtiger Parameter
(O,-Konzentration, pH-Wert) und der Vielzahl notwendiger Handlungschritte ungeeignet.

Die 1967 in der Zellkulturtechnik eingefihrten MicrocarrignN WEZzEL 1967) stellten

einen entscheidenden Fortschritt bei der Massenzellkultur adh&arent wachsender Zellinien in
Suspensionskulturen dar 1fiks, Hu 1987). Durch sie bietet sich die Mdglichkeit einer
starken VergroBerung der Kulturoberflache bei gleichzeitiger Verringerung des
Kulturvolumens. Microcarrier (MC) sind kleine, mehr oder weniger kugelférmige Partikel,
die als Anheftungssubstrat fur die Zellen dienen. Im Prinzip entsprechen sie den aus der
Proteinaufarbeitung bekannten lonentauschergelen oder Gelfiltrationsmatrices. Unabhangig
vom Material und Ladungsmuster unterscheidet man zwischen zwei- und dreidimensionalen
MC. Die erstgenannten haben eine glatte Oberflache. Dreidimensionale MC hingegen sind
pords. Im Vergleich zu den zweidimensionalen MC besitzen die dreidimensionalen Carrier
eine hohere Biomassekapazitat, da die Zellen durch die Poren auch in die Carrier
hineinwachsen kénnen @oBy, GRIFFITH 1990). In dieser Arbeit wurden CultiSpfies-
Microcarrier der Firma Percell (Astorp, Schweden) verwendet. Diese makropordsen Carrier
bestehen aus einer stark quervernetzten und dadurch (mechanisch und thermisch) stabilen
porcinen Gelatinematrix, die fir die pharmazeutische Anwendung zugelassen ist. Neben den
bereits genannten Vorteilen poréser Carrier haben Gelatinecarrier noch weitere gunstige
Eigenschaften: Die Gelatinematrix ist frei diffusibel fur die im Medium enthaltenen
Substrate (Nahrstoffe, Sauerstoff), so dal’® auch die Zellen im Innern der Carrier gut versorgt
werden kdnnen.

1.4.2.1 Silanisierung der Glasgerate

Durch elektrostatische Wechselwirkung neigen die Microcarrier dazu, irreversibel an
Glasoberflachen zu adharieren. Gleichzeitig zeigen Hepatocyten die unerwinschte
Eigenschaft, solche Oberflachen zu bewachsen. Um die Ladungen an den Oberflachen der
Glasgerate zu maskieren, wurden diese im trockenen und sauberen Zustand mit einer
gebrauchsfertigen Silanlésung (Plus®riRepel-Silane ES, Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) benetzt. Nach 20-minutiger Einwirkzeit wurde die Uberschissige Silanldsung
entfernt und restliches Losungsmittel fir etwa 1 Stunde abgedampft. Danach erfolgte
zunachst eine Reinigung mit Ethanol (p.a.) und anschliel3end mit deionisiertem Wasser.
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1.4.2.2 Vorbehandlung der Microcarrier

Die CultiSphef G-Microcarrier lagen pulverférmig vor. 1 g dieser Trockensubstanz enthielt
rund 1 Mio. Carrier. Diese wurden mit Phosphatpuffer fir 1-2 Stunden inkubiert
(50 ml CMF-PBS pro g Trockengewicht), wodurch sie quellen. Im gequollenen Zustand
betragt der Partikeldurchmesser 130-380 um und die durchschnittliche Porengré3e 20 pm.
Durch Hitzesterilisation (45 min.) im gespannten Dampf (Autoklavieren) werden die Carrier
nebenbei entgast und sedimentieren zu Boden. Nach Abkihlung bei Raumtemperatur wurde
der uUberstehende Posphatpuffer unter einer Reinraumwerkbank entfernt und zur
Equilibrierung der Carrier zwei Mal durch eine entsprechende Menge Kultumedium ersetzt.
Die so vorbehandelten Microcarrier wurden fur maximal 3 Tage bei 4°C im Kuhlraum
aufbewahrt. Das Uberstehende Kulturmedium wurde unmittelbar vor der Verwendung der
Microcarrier steril abgesaugt.

1.4.3 Microcarrier-Kultivierung in Spinnerflaschen

Spinnerflaschen sind gerihrte Systeme, die analog zu den statischen Systemen im
Brutschrank betrieben werden. Es wurden Spinnerflaschen mit einem Arbeitsvolumen von
100-300 ml benutzt. Als Ruhrer dient ein am zentralen Deckel des GefalRes befestigter
Glasstab, der im kugelformigen Endteil einen Magneten enth&8tgNSTEIN et al. 1982).

Dieser wird Uber eine magnetische Kopplung durch ein unter dem Spinner befindliches
Magnetrithrwerk mit externer Steuereinheit (Variofhdgektronikrithrer Biosystem und
Biomodul 40 B, H+P Labortechnik, Minchen) angetrieben. Neben den Standardfunktionen
enthalt das Magnetrihrwerk einen Intervall-Rihrmodus mit Soft-Startautomatik, der tber
die Steuereinheit eingestellt werden kann. Das Ruhrsystem gewéhrleistet einen
scherspannungsarmen Betrieb bei homogener Durchmischung. Dies ist insbesondere bei
Microcarrierkulturen von Bedeutung, da Zellen auf der Oberflache der Carrier im Vergleich
zu echten Suspensionskulturen hoheren hydrodynamischen Belastungen ausgesetzt sind
(CrROUGHAN et al.2000).

Die Kultivierung in silanisierten Spinnerflaschen diente lediglich der Initiation, d.h. der
Adhasion der Zellen auf die Microcarrier vor der Uberfilhrung in den Bioreaktor
(siehe IV.1.4.4). Um den Anheftungsprozel3 der Zellen an die Microcarrier zu
beschleunigen, wurde der rdumliche Abstand zwischen Microcarriern und Zellen verringert,
indem nur mit 10% des Bioreaktorendvolumens kultiviert wurde. Eine weitere Verbesserung
der Initiation wurde durch ein intermittierende Ruhrverfahren erzielt. Hierbei fand ein
kontinuierlicher Wechsel zwischen 15-minitigen Ruhrintervallen bei 40 rpm und 30-
mindtigen Ruhepausen ohne Ruhren Uber einen Zeitraum von 12-14 Stunden statt. Zur
Initiation wurden 100 ml einer aus T-Flaschen-Vorkulturen gewonnene Hepatocytenkultur
einer Passage (2-3*i@ellen/ml) mit 3 g (Trockengewicht!) vorbehandelten und
equilibrierten Microcarriern in der Spinnerflasche vereinigt.



Kapitel IV: Material und Methoden 48

1.4.4 Microcarrier-Kultivierung im Bioreaktor

Die Versuche zur Expansion der Zellen auf Microcarriern und der
Niedrigtemperaturlagerung im dynamischen System fanden in einem geregelten
Bioreaktorsystem mit einem Kulturvolumen von 1 Liter statt (siehe Abb. 4.1). Grundséatzlich
entspricht der Aufbau dieses Systems einem (doppelwandigen) SuperSpinner
(LEHMANN et al. 1992) mit einer angeschlossenen Regelungsperipherie (Gasmischstation,
Wasserbad, Steuerschrank) zur dauerhaften Aufrechterhaltung physiologischer Bedingungen
wie pH, pQ und Temperatur. Zentrales Element ist ein doppelwandiges Glasgefaf}
(Isothern?, KGW, Karlsruhe). Der Doppelmantel dieses GefaBes wird iber zwei
Anschlisse durch ein externes Wasserbad (Kalte-Umwalzthermostat F12, Julabo, Seelbach)
temperiert. Das Gefald ist durch einen Edelstahldeckel Uber die Verschraubung mit einen
Konterring fest verschlossen.
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Begasungseinheit

DK < CO,

Inoculationsflasche

K — <@ O,

Temp.

Datenaufzeichnungsprogramm
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Drehfeldriihrer Abgasflasche

Thermostat
bzw. Kryostat

Abb. 4.1: Ubersicht des eingesetzten 1-Liter-Bioreaktors zur Microcarrierkultivierung der Hepatocyten.

Die blasenfreie Begasung erfolgt Uber einen auf den zentral taumelnden Magnetrihrer
aufgewickelten mikroporésen und hydrophoben Polypropylenschlauch (Atcukro

Nobel, Wuppertal). Hierdurch wird neben dem Oberflacheneintrag bei der Durchmischung
das gesamte Volumen zur Gasversorgung genutzt. Gleichzeitig erméglicht die blasenfreie
Begasung einen scherspannungsarmen und schaumvermeidenden Betrieb
(LEHMANN et al. 1985). Der Magnetriuhrer wird analog zu den Spinner-Systemen durch
einen unter dem Glasgefal3 befindlichen Drehfeldrihrer bewegt. Die taumelnde Bewegung
sorgt fur eine standige Anderung des Anstromwinkels, wodurch ein Bewachsen der
Hohlfasermembran durch Zellen weitgehend verhindert wird. Eine Blasenbildung wird
durch eine Gleichdruckbegasung zwischen Kopfraum und Membranschlauch vermieden.
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Im Deckel befinden sich eine Reihe von Durchfihrungen fur den Anschluf3 von pH- und
pO,-Elektroden (Ingold Messtechnik GmbH, Steinbach/Ts) sowie einer Temperatursonde
(B. Braun International, Melsungen); weitere Stutzen dienen dem Anschluf der Gaszu- bzw.
-abfuhr, dem Tauchrohr fir die Inoculationsflasche und der Probennahme. Die
Probennahmevorrichtung aus Silikonschlauch erméglicht die Entnahme einer Probe, ohne
den Bioreaktor unter eine Reinraumwerkbank bewegen und das Gefal3 6ffnen zu mussen.
Dazu wird zunachst der Abluftweg geschlossen. Durch den sich aufbauenden Druck im
GefaR wird die Kulturflissigkeit nach Offnen der Probennahmestrecke hinausbefordert.
Nach der Probennahme a3t sich durch Abklemmen des gefal3fernen Teils der
Probennahmestrecke nach Offnen des Abluftwegs durch Druckluft {ber den
angeschlossenen Filter mittels einer Spritze die Flissigkeitssaule im gefal3seitigen Abschnitt
in den Bioreaktor entleeren. Entsprechend erfolgt danach die Entleerung des gefal3fernen
Abschnitts in ein Abfallgefal3 bei abgeklemmter gefal3seitiger Strecke der Probennahme.
Zwischen den Probennahmen befindet sich der gefal3ferne Abschnitt zur
Kontaminationsvermeidung in einem mit 70%igem Ethanol gefullten Schraubgefaf? (4,5 mi-
Kryoréhrchen).

Auf den Magnettaumelrtihrer wurden fir eine ausreichende Gasversorgung pro Liter
Kulturvolumen zwei Meter Membranschlauch aufgewickelt. Die Begasung uber die
Gasmischstation erfolgte durch einen kontinuierlichen Lgf@undstrom (2,4/3,6 NI/h),

der mit Hilfe eines externen GasdurchfluBmessers (Digital GC Flowmelteur Research,
Onsala, Schweden) eingestellt wurde. Dem wurde gemald des Sauerstoffbedarfs der Zellen
zur Regelung des pin geregelter Sauerstoffstrom zugefligt. Die Aufrechterhaltung eines
physiologischen pH-Werts erfolgte durch einen geregelteprEi@rag. Die Online-Daten

(pH, pQ, Temperatur, Gasvolumenstrome zur Aufrechterhaltung von pH ugdwa@den

mit Hilfe eines Datenaufzeichnungsprogramms (MFCS, B.Braun) erfal3t.

Die thermische Sterilisation des Bioreaktors, der Microcarrier und aller Glasflaschen
erfolgte im gespannten Dampf (60 min, 121°C, 1 bar) in einem Groliraumautoklaven
(Typ GE 66, Getinge AB, Getinge, Schweden).

1.4.4.1 Die pQ-Elektrode im Bioreaktor: Aufbau und Funktionsprinzip

Die Messung des Sauerstoffpartialdrucks und die dadurch mdgliche Umrechnung zur im
Kulturiberstand enthaltenen Sauerstoffkonzentration war insbesondere fur die
Durchfihrung und Auswertung der Experimente zur Niedrigtemperaturlagerung im
Bioreaktor essentiell. Die Sauerstoffelektrode leitet sich von einem galvanischen Element
ab. Das Prinzip der galvanischen Messung beruht auf der Wechselbeziehung zwischen
einem festen Korper und der ihn umgebenden Flissigkeit. Taucht man einen Metallstab in
eine Salzlésung, so entsteht durch Reduktions- und Oxidationsvorgénge ein Potential an der
Phasengrenzschicht, das gem&R der Nernst'schen Gleichung abhéngig ist von der
Elektroaffinitat des Metalls, der Konzentration der Lésung und der Temperatur
(MORTIMER 1987, S. 335f.). Polarisiert man nun eine Edelmetallelektrode aus Platin
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gegenuber einem Referenzsystem (Ag/AgCl) mit einer negativen Spannung, dann wird der
im Elektrolyten (KCI) befindliche Sauerstoff an der Oberflaiche der Kathode (Platin)
reduziert. In Abhanigkeit zur ZKonzentration im Elektolyten erhalt man charakteristische
Stromspannungskurven @8soLD 1974).

)

g//// e
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Stromstéarke |

oo T o2 T oola T ool |
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Polarisationsspannung Up 0,-Konzentration [%]

Abb. 4.2: pO,-abhéngiges Stromspannungsdiagramm (Polarogramm) (rees00D 1974).

In einem Spannungsbereich von 0,6-0,8 Volt (Arbeitsspannung) wird bei vorgegebener
Konzentration der Sauerstoff vollstandig reduziert. Wie die Abbildung zeigt, ist hier der in
der Elektrode zu verzeichende Stromflul3 derKOnzentration proportional. Unterhalb
dieses Spannungsbereichs verhalt sich das System wie ein Ohm'scher Widerstand, oberhalb
erfolgt bereits eine Elektrolyse des Losungsmittels (Wasser). Fur die Reaktionen an Anode
und Kathode ergeben sich daraus folgende stéchiometrische Reaktionsgleichungen:

Anodenreaktion 4Ag+ 4ClI — 4AgCl+ 4e
Kathodenreaktion 4K" +4H,0+ 4e —» 4KOH+ 2H, = H,0-Elektrolyse
bzw.4K™* + O, + 4H,0+ 46 — 4KOH+ 2H, O = O,-Reduktion

Abb. 4.3: Stéchiometrische Reaktionsgleichungen der Anoden-/Kathodenreaktion im galvanischen Element.

Gemessen wird letztlich der sog. Sauerstoffpartialdruck, @) in der Flussigphase.
Dieser wiederum ist abhangig vom Partialdruck) (m der Uber der Flissigphase
befindlichen Gasphase. Fir den-Oansport an der Phasengrenze gilt das Henry-Gesetz
(Ci= H * p). H ist der sog. Henry-Koeffizient. H beeinflu3t die Ldslichkeit eines Gases
durch Temperatur, Salzkonzentration, Druck, Viskositat, etc.. So verringert sich bspw. die
O,-Ldslichkeit mit steigender Temperatur und Salzkonzentration. Die Loslichkeit 1af3t sich
uber den sog. Bunsenkoeffizienter) @usdrickena entspricht dem Gasvolumen mit 0°C
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und 1 bar, das sich in ein Flissigkeitsvolumen mit 1 bar I6sen |af3t. Der graphische Auftrag
von o gegen die Temperatur verlauft asymptotisch, d.h. bei niedrigen Temperaturen nimmt
die Loslichkeit bei einem geringfligigem Temperaturanstieg starker ab, als bei héheren
Temperaturen.

In dieser Arbeit wurde eine Elektrode nach dem Clark-Prinzip verwendet (Ingold
Messtechnik, GmbH, Steinbach/Ts), bei der das Mef3gut durch eine gasdurchlassige
Membran (Silikon) von der eigentlichen Elektrode getrennt wird. Dies verhindert im Prozel}
die Vergiftung der Kulturldsung und auch der Elektrode. Die Funktion der Elektrode ist
abhangig vom Diffusionskoeffizienten (D) und der Loslichkeit (a) vennQler Membran,

der Kathodenoberflache (A), dem-Bartialdruck (p@) in der Kulturldésung und der Dicke

der Membran (X). Nach dem Fick'schen Diffusionsgesetz ergibt sich daraus folgende
Beziehung:

i = k*D*A*a*pO ,*X ! (k = Proportionalitatskonstante) Gleichung 4.1
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Abb. 4.4: Aufbau und Funktionseinheiten der pBlektrode.

Die fur den Betrieb der pg£Elektrode bendétigte Polarisationsspannung (Up) wird durch
einen Verstarker (Vp) erzeugt. Der aus der Reduktion des Sauerstoffs entstehende
Elektrodenstrom erzeugt am Widerstand (R) einen Spannungsabfall. Da Elektrodenstrom
und Spannungsabfall sehr gering sind, wird letzterer durch einen MelRverstarker in eine
melbare Spannung (Um) zwischen 0 und 1 Volt umgewandelt. Das Ausgangssignal dieses
Verstarkers wiederum wird auf einen optischen Anzeiger (z.B. Schreiber) projiziert. Dieses
Signal ist auch EingangsgroRe fur den fiRegler. Dieser Regler steuert ein Ventil
(Massflow-Meter), das in Anlehnung an den jeweiligep\M@rbrauch der Zellen einen
kontinuierlichen @-Strom in den Bioreaktor zur Aufrechterhaltung eines konstanten pO
erzeugt.
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1.4.4.2 Der pQ-Regler: Regelkreis und Regleroptimierung

Fur die Aufrechterhaltung eines konstanten Sauerstoffpartialdrucks im Bioreaktor war es
notwendig, ein genaues und stabiles Signal desR®EQlers, der im Steuerschrank eingebaut

ist, zu erhalten. Eine Regelung ist dann optimal, wenn eine maoglichst geringe dauernde
Regelabweichung auftritt und das Schwingen des Ist-Wertes (aktuellgrirp@er
Kulturlésung) um den Soll-Wert (physiologischer 0Omoglichst verschwindet. Die
Optimierung wird dadurch erreicht, dal3 die Art und Weise, wie der Regler auf eine
Reglerabweichung reagiert, dem Zeitverhalten der Regelstrecke angepal3t wird.

Fuhler
/ (Poz-E'EKtmde\

Verrechnungseinheit
(A\ Soll / Ist)

Ist-Wert

(pO3 in der Kulturldsung)
Regler

Storgroflie
(z.B. Zellatmung !)

Stelleinheit
(pO,-Stellgrole)

Ausfiihrungsorgan
(Massflow -Meter-Ventil

Abb. 4.5: Der Regelkreis am Beispiel der pRegelung in der Zellkultivierung. Die 'interne Regelung' des
Massflow-Meters ist hier miteinbezogen.
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Abb. 4.6: Zeitverhalten einer Regelstrecke.
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Die Regelstrecke umfalRt im Regelkreis das Ausfuhrungsorgan und die sich an ihm
anschlieBenden Zuleitungen in den Reaktor. Eine sprunghafte, andauernde Veranderung der
StellgroRe Y (p@StellgréRe) um den Betrag h bewirkt fast nie eine sofortige, sondern eine
erst nach einer Totzeit eintretende, allméhliche Veréanderung des Ist-Wertes, der dann bei
sog. 'Strecken mit Ausgleich’ irgendwann einen Maximalwert erreicht. Jede Regelstrecke
zeigt ein fur sie charakteristisches Zeitverhalten (siehe Abb. 4.6).

Um die notwendigen Parameter zur Regleroptimierung zu bestimmen, wird an die
Mel3kurve eine Tangente mit maximaler Steigung angelegt, dig, loge Gerade X = 0 und
bei T, + Ty die Gerade X = Xaxschneidet. Daraus lassen sich folgende Parameter ablesen:

Ks ist der Ubertragungsbeiwert der Regelstrecke. Er gibt die maximale Anderung
des Ist-Wertes bei einer bestimmten Veréanderung der StellgréRe an: ks ¥hx".

T, ist die Verzugszeit, die die Totzeit miteinschliel3t.

T4 ist die Ausgleichszeit. Sie ist ein Maf3 dafiir, wie schnell bei einer bestimmten
Veranderung der StellgroRe die maximale Anderung des Ist-Wertes erreicht ist.
A ist der Quotient, der sich aus dem Verhaltnis venul Ty ergibt.

Ausgehend von diesen Daten gelten nach Ziegler und Nicha®zZMIASCHEK 1993,
S. 238f.; ZEGLER, NICHOLS 1942) fir eine optimale Anpassung eines sog. PID-Reglers an
eine bestimmte Regelstrecke mit Totzeit folgende einfache Faustregeln:

Xp =0,83*"Ks*A Gleichung 4.2
Tpo =0,42%Ty Gleichung 4.3
T =2*T, Gleichung 4.4

Dabei ist x der Proportionalitatsbereich des Reglers. Er gibt in Prozent des MeRbereichs
den Bereich an, in dem eine Regelabweichung eine Veranderung der Stellgrof3e von 0 bis
100% bewirkt. | ist die sog. Vorhaltezeit. Sie ist ein MalR dafir, wie stark der Regler auf
eine Regelabweichung differentiell reagiertist die sog. Nachstellzeit und ein Mal3 dafir,

wie stark der Regler integral reagiert. Im Rahmen dieser Arbeit war das Differentialglied des
Reglers abgeschaltet. Die Einbehaltung des Differentialglieds ist dann zweckmaRig, wenn
schnelle Anderungen des Ist-Wertes gegeniiber dem Soll-Wert kompensiert werden sollen.
Ein stabiles und gleichméaRiges Signal wurde aber schon mit einer PI-Konfiguration erreicht.
Dadurch verschieben sich die Einstellungsparameter des Reglers ein wenig:

Xp =1,25*Ks*A Gleichung 4.5
Tp =0 Gleichung 4.6
Ti =3*T, Gleichung 4.7

Verwendet wurde ein Universalregler (Telep®ri, Siemens). Das sich im Regelkreis
anschlieBende Ausfuhrungsorgan ist ein sog. Massflow-Meter (5850 TR, 0-16 NI/h,
Brooks, Veenendaal, Holland). Dieses Ventil besitzt quasi eine interne Regelung, indem es
das vom Regler ausgehende Signal »p&ligroRe) einem £Strom pro Zeiteinheit
gleichsetzt. Es erméglicht im Gegensatz zu Digitalventilen, die im Betrieb entweder offen
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oder geschlossen sind, eine kontinuierliche Zufihrung von Sauerstoff in den Reaktor. Damit
werden kurzzeitige Schwankungen des pOder Kulturlésung aufgrund der Ventiltatigkeit
vermieden, wodurch die Stabilitdt der pStellgrofle weiter erhoht wird. Auf den pH-
Regler, dessen funktionelles Prinzip dem des-IR€ylers entspricht, wird an dieser Stelle
nicht ndher eingegangen.

1.5 Prozel3fihrung

In der Biotechnologie unterscheidet man zwischen geschlossenen, teiloffenen und offenen
Systemen (8MIEL 1991, S. 146f.).

In einem geschlossenen System werden Zellen zusammen mit dem Medium und allen
notwendigen Supplementen zu Anfang in das Kulturgefald eingebracht. Es folgt wahrend der
Kultivierung weder eine Zufuhrung von weiteren Nahrstoffen, noch werden Zellen aus dem
System entfernt. Das System ist allerdings nur beziglich der Flussigphase geschlossen; zum
Zweck des Gasaustausches mul3 das System, wie bei allen weiteren Prozel3fiihrungen auch,
fur gasformige Substrate §ound Produkte (C¢) offen sein. Nach Verbrauch der Substrate

der Flussigphase wird der Prozeld beendet und die Produkte geerntet. Einen solchen Prozel3
bezeichnet man als Satzbetrieb (ebgtch.

In einem teiloffenen System werden die Zellen zundchst nur in einem Teil des
Maximalvolumens kultiviert. Anschlieend erfolgt mit einer bestimmten Rate die Zugabe
von Medium bis zum Erreichen des Maximalvolumens. Einen solchen Prozel3 bezeichnet
man auch als Satzbetrieb mit Zufltterung (efeglbatch. Eine weitere Moglichkeit besteht

in einem Satzbetrieb mit Maximalvolumen, bei dem mit Erreichen der maximalen Zelldichte
ein Teil der Flussigphase durch neues Medium ersetzt wird. Diese Prozel3fihrung bezeichnet
man als wiederholten Satzbetrieb (esglitbatchoderrepeated batch

Kennzeichen eines offenen Systems sind die kontinuierliche Zu- und Abfihrung von
Medium. Man unterscheidet einen Chemostaten, bei dem der Mediumfluf3 durch das System
Substratkonzentration(en) und Zelldichte konstant halt, von Perfusionssystemen, bei denen
nach Abtrennung des verbrauchten Mediums die Zellen im Reaktor zuriickgehalten bzw. bei
externer Abtrennung in den Reaktor zurtickgefuhrt werden. Die Kultivierung in den
statischen Kultivierungssystemen und dem geregelten 1-Liter-Bioreaktor erfolgten im
Verfahren debvatchoderrepeated batch

1.5.1 Der Batchprozel3
1.5.1.1 Wachstumsverlauf

Der Batchprozel3 stellt das Kultivierungsverfahren geschlossener Systeme dar. Der Prozel3
verlauft mit einem Kulturvolumen, das Uber die gesamte Kultivierungsdauer konstant
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gehalten wird, wenn man eine Volumenreduktion durch Probenahmen vernachlassigt.

Gestartet wird der Prozel3 durch Beimpfen des Mediums mit einer Mindestmenge an Zellen,
dem sog. Inoculum. Nachfolgend andert sich zeitlich mit fortschreitendem Wachstum und

Stoffwechsel der Zellen die Zellkonzentration sowie die Konzentration der Substrate und

Produkte. Wachstum und Substratverbrauch durchlaufen unter den Bedingungen des
Batchprozesses mehrere charakteristische Phasen:

>

I [\ \Y

Zellkonzentration —

Substratkonzentration -

Kultivierungsdauer

Abb. 4.7: Die typischen Phasen einer Batchkultivierung.

Phase | bezeichnet man dsg-Phase. In dieser Zeit adaptieren die Zellen an die
Startbedingungen des Prozesses, zeigen daher kaum Proliferation und verbrauchen
entsprechend wenig Substrat. Es schlief3t sickodi®hase an (ll), in der das Zellwachstum

und entsprechend auch der Substratverbrauch sehr rasch verlauft. Die Zellzahl nimmt
exponentiell zu, da das Substrat unlimitiert vorliegt.

In einem geschlossenen System kdnnen sich die Zellen jedoch nicht beliebig vermehren. Zu
einem bestimmten Zeitpunkt ist den Zellen das Substrat aufgrund einer Transportlimitierung
durch niedrige Substratkonzentration und spater aufgrund eines vollstdndigen Verbrauchs
nicht mehr zuganglich. Daher folgt nach einer Ubergangsphase (lll) die stationiare Phase
(IV). Zu diesem Zeitpunkt hat die Kultur ihre maximale Zellkonzentration erreicht; sie
wachst nicht mehr. An dieser Stelle wiirde folgerichtig der Prozel3 abgebrochen, da
ansonsten die Zellen in die Absterbephase (V) Ubergingen.

In diesen Betrachtungen geht man von der Population der Zellen als eine Funktionseinheit
aus. Es ist aber leicht zu verstehen, dal3 sich einzelne Zellen nicht gemaf} den Bedingungen
der jeweiligen Wachstumsphase verhalten (Inhomogenitat der KuhwmgC1991, S. 156).

Zellen sterben durchaus in der Exponentialphase. In der stationaren Phase wiederum wird
nicht nur einfach die Teilungsaktivitat eingestellt, sondern wahrend sich ein Teil der Zellen
noch vermehrt, stirbt ein anderer Teil bereits ab. Durch Zelllyse freigesetzte N&hrstoffe
kdnnen den anderen Zellen zudem als Substrat dienen.

Fur den Start jeder Art von Kultivierung empfielt sich ein Inokulum, das vorzugsweise aus
einer Backup-Kultur in der exponentiellen Wachstumsphase entnommen wird. Weiterhin
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sollte die zu beimpfende N&hrlésung bezuglich Temperatur, Sauerstoffgehalt und pH-Wert
moglichst den Bedingungen des Inokulums entsprechense(B OLLis 1986, S. 439ff.). Im
Idealfall wird dadurch di¢gag-Phase so kurz (wenige Minuten bis Stunden), dal3 sie in der
Auswertung der Probenahmen nicht erscheint.

Auf die Darstellung der Theorie defedbatchVerfahrens und der kontinuierlichen
Verfahren wird an dieser Stelle verzichtet, da das Verfahren fir die Auswertung der
Versuchsergebnisse unerheblich waren.

1.5.1.2 Monod-Kinetik und zellspezifische Parameter

Die Monod-Kinetik ist ein mathematisches Modell, welches in Anlehnung an die
Enzymkinetik nach Michaelis und Menten das Zellwachstum als eine autokatalytische
Reaktion beschreibt, bei dem das Produkt des Umsatzes eine neue Umsatzeinheit (‘(Enzym’)
ergibt. Unter der Bedingung, daR die zeitliche Anderung der Zelldichte proportional zur
augenblicklichen Zelldichte ist, ergibt sich aus der Integration des Differentials dx/dt = p*x

(u ist die spezifische Wachstumsrate):

X(t) = x, * &' Gleichung 4.8

Mit den sich aus ihr hergeleiteten mathematischen Gleichungen lassen sich das Wachstum,
die Verdopplungszeit, die Produktivitat, Substratumsatz und Produktbildung der Zellen
sowie die Ausbeute berechnen. Diese ermdglichen es, die Physiologie der Zellen zu
charakterisieren, um so Vergleiche zwischen verschiedenen Zellinien oder -klonen zu
ziehen. In einer vorangegangenen Arbeit wurde indirekt darauf hingewiesen, daf3 mit den
Standardverfahren zur Prozef3tiberwachungen beim Berechnen der Umsatzraten nicht die
intrazellularen Metabolisierungsraten (Verbrauchs- und Bildungsraten), sondern Raten des
In- und Efflux durch die Zellmembran bestimmt werdere{80STER 1995). Die
Terminologie fur diese Parameter wird ungeachtet dessen in dieser Arbeit beibehalten. Fur
den Batchprozel3 lauten die Gleichungen wie folgt (FPach1985, S. 4ff.):

spezifische Wachstumsrate:
1 dx
= ;* at [dY] Gleichung 4.9

Dabei entsprichx der mittleren Zelldichte im Zeitintervaik.

Verdopplungszeit:

In2 0,693 _
ty=—"=—"" [d] Gleichung 4.10

n n
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spezifische Substratverbrauchsrate:

1 dc
g, =—*—2> [mol*Zellen™*d Y] Gleichung 4.11
X dt
spezifische Produktbildungsrate:
1 dc
q, = ;* d_tp [mol*Zellen™*d ™ Gleichung 4.12
Ausbeute:
dx 1
=—=pu*x*r— [Zellen*mol™] Gleichung 4.13
ds ds

Die zellspezifischen Parameter wurden in der Phase unlimitierten Wachsbgphése)
bestimmt.

1.6 OTR, OUR und ka

Der Oy-Bedarf der Zellen kann nur durch den in der wassrigen Phase (Kulturldsung)
gelosten Sauerstoff gedeckt werden. Da die Léslichkeit von Sauerstoff in Wasser aber sehr
gering ist (6,87 mg*, 37°C), muR @standig aus der Gasphase in die Lésung eingetragen
werden. Geschwindigkeitsbestimmend fir die gesamte Sauerstofftransportfolge ist der O
Ubergang aus der Gasphase in die Fliissigkeit.

Die Sauerstoffeintragsrate (Oxygeraiifer Rate, OTR) ist ein wichtiger Parameter fir die
Charakterisierung eines Reaktorsystems. Nur wenn der Sauerstoffeintrag den -verbrauch
(Oxygen _Lptake_Rate, OUR) der Zellen decken kann, wird die maximale Wachstumsrate
(Umaxy) der Zellen aufrecht erhalten. Fiir die Anderung der gelésten Sauerstoffmenge gilt
daher folgende Beziehung:

dc, :
ot OTR- OUR Gleichung 4.14

Gemal’ der allgemeinen Stoffibergangsgleichung gilt fir die OTR:

OTR=k * &( ¢c- ¢ Gleichung 4.15
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O, kann wie z.B. Glucose und Aminosauren als Substrat betrachtet werden. Daher gilt fur
die spezifische Sauerstoffverbrauchsrate:

OUR=00* x> Q=—"—"=—*—+ Gleichung 4.16

Aus Gleichung 4.14 und Gleichung 4.16 erhalt man fir die zeitliche Anderung.eer O
Konzentration:

dc X
d—tL:OTR— OUR= k* &( ct- 9 - g9 X Gleichung 4.17

Durch Auflésen von Gleichung 4.17 nagheegibt sich schlie3lich:

1 dc
k, * a)*( dtL
L

c. =—( +90,* y + C Gleichung 4.18

mit:
c: Sauerstoffkonzentration in der Lésung (mgfh
k.  Stoffiibergangsgeschwindigkeit (cmh
a:  Phasengrenzflache (éml™)
qO,  spezifische Sauerstoffverbrauchsrate (mg*Zé&tdn®)
x.  Zelldichte (Zellen*mf)
c: Sauerstoffsattigungskonzentration an der Phasengrenze ¥mng+*h

Die beiden Faktoren kund a werden als volumetrischer UbergangskoeffiZeatmit der
Einheit h' zusammengefaft. Er wird beeinfluRt durch die Art der Beliiftungseinrichtung. So
haben membranbegaste Systeme einen niedrigeeeralk blasenbegaste Reaktoren. Da
jedoch der Gesamtmetabolismus tierischer Zellen sehr viel langsamer ablauft als der von
Mikroorganismen, ist die blasenfreie Membranbegasung zur Sauerstoffversorgung der
Zellen bis zum Pilotmal3stab zumeist ausreichend.

OTR, OUR und ka wurden nach der dynamischen Methode ermittethRr@ 1995,

S. 210ff.,; MuTTZALL 1993, S. 123), bei der durch Abschalten der Begasung in einer
laufenden Kultivierung die OUR als zeitliche Anderung venaafgenommen wird. Bei
bekannter Zelldichte la3t sich aus Gleichung 4.16 die spezifisghée@rauchsrate
berechnen.

Die apparente OTR (OTR-OUR) ergibt sich als zeitliche Anderung vordurch
Wiedereinschalten der Begasung. Die graphische Darstellung von Gleichung 4.18 ergibt
einen Graphen mit (fa als den negativen Kehrwert der Steigung und ats
Ordinatenabschnitt.

Zellfragmente, durch Zelllyse und Kernfragmentierung freigesetzte DNA und Proteine
verursachen durch Auflagerung eine Gelbildung auf der Membranoberflache
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(Membranfouling, BHME 1993) - ein besonderes Problem bei Mikrofiltrations- aber auch
mikropordsen Begasungsmembranen. Das Membranfouling kann im Verlauf einer
Kultivierung die OTR deutlich verschlechtern.

2. Analysen der Kultivierungen

Mit der Hilfe der im Folgenden dargestellten Methoden wurden die Morphologie,
Wachstumsrate und Stoffwechselaktivitat der Hepatocyten analysiert bzw. bestimmt. Zudem
diente ein Teil der biochemischen Methoden der Analytik der eingesetzten Substanzen
(z.B. Kulturmedium), der sich weitere hier dargestellte Methoden anschlossen.

2.1 Bildgebende Verfahren

Es wurden zwei grundlegende bildgebende Methoden zur Untersuchung der Zellen
angewendet. Zur optischen Auswertung der Zellkonzentration wurde ein Durchlicht-
Mikroskop (Zeiss) verwendet. Ein entsprechendes Mikroskop ist auch im CEB#Etem
(Innovatis, Bielefeld) eingebaut. Dieses Gerat wurde ebenfalls zur Auswertung der
Zellkonzentration herangezogen und ist nachfolgend naher beschrieben (siehe 1V.2.1.2.3).
Die Morphologie der Zellen in den statischen Systemen wurde mit Hilfe eines
Inversmikroskops (vgl. 1V.1.4.1.1) untersucht. Untersuchungen von Feinstrukturen der
Oberflachen der Microcarrier bzw. der an sie adhérierenden Zellen wurden mit dem
Rasterelektronenmikroskop durchgefuhrt.

2.1.1 Rasterelektronenmikroskopie

Bei der Rasterelektronenmikroskopie werden metallbedampfte Praparate (Zellen,
Microcarrier) mit Elektronen, die durch eine Spannung von bis zu 100.000 Volt
beschleunigt und durch ein elektromagnetisches Spulensystem mit 2-3 Linsen gebiindelt
werden, im Vakuum beschossen (Abbildung inB#rTsetal. 1998, S. 5). Ein
Ablenkgenerator sorgt fur die zeilenformige Abrasterung des Praparates durch den
Elektrodenstrahl. Die vom Praparat emittierten Sekundarelektronen oder riickgestreuten
Elektronen werden von geeigneten Detektoren erfalt und nach Passieren eines
Videoverstarkers auf eine Bildrohre projiziertE{RER, PFEFFERKORN 1973, S. 1). Im
Gegensatz zu Photonen, die eine konstante Wellenlange haben, variiert die Wellenlange
eines Elektrons mit ihrer spannungsabhéngigen Geschwindigkeit nach folgender Gleichung:

Gleichung 4.19: A=+150/U mit: L. Wellenlange (nm)
U: Spannung (Volt)
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Aufgrund der kirzeren Wellenlange der Elektronen gegeniuber den Photonen werden bei der
Rasterelektronenmikroskopie im Vergleich zur Lichtmikroskopie deutlich ho6here
Auflésungen erzielt (KrRP 1999, S. 776).

Die Microcarrier und die an sie adharierten Zellen wurden fixiert, getrocknet und mit einer
Goldschicht bedampft. Die dazu notwendigen Arbeitsschritte wurden in Anlehnung an eine
etablierte Methode zur Rasterelektronenmikroskopie von Microcarriern durchgefuhrt
(CanTU-CROUCHEt al.1995) und sind in folgender Tabelle dargestellt.

Tab. 4.5: Vorbereitung der Préparate flur rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen. Zusammensetzung
der verwendeten Losungen: siehe Tab. 4.6.

Fixierung der Praparate

Waschen 2x mit 0,1 M Na-Phosphatpuffer
Fixieren in 2,5% Glutaraldehydlésung Uber Nacht kovalente Vernetzung der Proteine)
Waschen 4x in 20 mM K-Phosphatpuffer fir je 10 miss(Entfernung Gberschissigen Glutaraldehyfs)

Entwassern der Préaparate (Acetongradient)

1x 30 min 30% Aceton p.a./,B reinst
1x 30 min 60% Aceton p.a./,B reinst
1x 30 min 90% Aceton p.a./,B reinst
1x 60 min 100% Aceton p.a./,B reinst

Nachfolgend wurden die fixierten und entwéasserten Praparate einer Kritischpunkttrocknung
(Critical Point Dryer, Balzer Union) mit GObei 31,1°C und 73,85 bar unterzogen.
AnschlieRend wurden die so getrockneten Praparate mit doppelseitigem Klebeband auf
Metalltischchen fixiert und die Leitfahigkeit zwischen Probe und Tischchen mit kolloidalem
Leitsilber hergestellt. Dem schlof3 sich eine Goldbedampfung an (Hummer VII Sputtering
System, Anatech, Springfield (VA), USA). Hierdurch wurde eine Goldschicht von 30 nm
Schichtdicke auf die Praparate aufgetragen, die die zur Bilddarstellung notwendigen
Sekundarelektronen liefert.

Tab. 4.6: Losungen fur das Waschen und Fixieren der Praparate in Vorbereitung auf die REM-Aufnahmen.

K-Phosphatpuffer (20 mM) 1,36 g KRGO, in 500 ml HO reinst (Losung 1)
2,26 g KHPO*3H,0 in 500 ml HO reinst (Losung 2)
97 ml Lsg. 1 + 153 ml Lsg. 2 20 mM K-Phosphatpuffer, pH 7,

NJ

Glutaraldhehyd 25%ige Losung in® fur Elektronenmikroskopie (Serva)

Die Aufnahmen wurden bei einer Beschleunigungsspannung von 20 kV in der
Vakuumkammer des Elektronenmikroskops (Hitachi S-450 Scanning Electron Microscope,
Nissei Sangyo, Ratingen) durchgefihrt.
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2.1.2 Bestimmung der Zellzahl und -konzentration nach der Trypanblau-
AusschluRmethode

Die Bestimmung der Zellkonzentration (auch als Zelldichte bezeichnet) ist die wichtigste
Analyse zur Uberwachung eines Kultivierungsprozesses. Der zeitliche Verlauf dieser GroRRe
erlaubt Aussagen lber das Wachstumsverhalten der Zellen. Aus der Zelldichte lassen sich
die Viabilitat ('Lebendigkeit) der Kultur, d.h. der Anteil lebender Zellen an der
Gesamitzelldichte, ablesen, ferner in Verbindung mit den anderen analysierten Parametern
die zellspezifischen Aktivitaten ermitteln.

Der Gebrauch von synthetischen Farbstoffen zur Vitalfarbung von Zellgewebe geht auf
Arbeiten von Paul Ehrlich zuriick (1902). Trypanblau (siehe Abb. 4.8) wurde erstmals etwa
zur selben Zeit synthetisiert (ENS, SCHULEMANN 1914).

NaO; \[ SO;Na

Abb. 4.8: Strukturformel des Azofarbstoffs Trypanblawf8,/NeNa;O14S4]

Dieser Farbstoff hat die Eigenschaft, selektiv tote (d.h. nekrotische) Zellen anzufarben,
wahrend er die intakte Membran lebender Zellen nicht durchdringen kannANT 1964,
BOIADJIEVA et al. 1984).

2.1.2.1 Probenvorbereitung

Die Bestimmung der Zellkonzentration bzw. -zahl in statischen Kultivierungssystemen fand
nach erfolgter Trypsinbehandlung (vgl. 1V.1.4.1.1) und Resuspendierung durch eine
Probenentnahme statt. Bei bekannten Volumina konnte dabei im Falle der statischen
Systeme auf die Besiedlungsdichte zurlickgeschlossen werden.

Aus den Bioreaktorkultivierungen wurden pro Probenentnahme je 2 ml Kultursuspension
entnommen. Nach homogener Resuspendierung der darin befindlichen zellhaltigen
Microcarrier bzw. Zellaggregate (Sphéaroide) wurden 1 ml in ein Eppendorfgefal® Gberfihrt
und 5 min bei 100*g abzentrifugiert (Biofuge pico, Heraeus). AnschlieBend wurden 900 pl
des nun zellfreien Kulturiberstands durch Trypsinlésung ersetzt und das Eppendorfgefald fur
5 min bei 37°C und 1000 U/min in einen temperierten Schittler (Thermomixer 5436,
Eppendorf, Hamburg) platziert. Das Trypsin l6ste dabei Spharoide bzw. die Gelatinematrix
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der Microcarrier auf. Die so vereinzelten Zellen konnten danach einer Z&hlung zugefihrt
werden.

2.1.2.2 Auszahlung im Hamocytometer

Die Auszéhlung in einem Hamocytometer (Neubauer-Zahlkammer) erfolgte mit einem
Lichtmikroskop (Zeiss) bei 100facher VergréRerung (Doppelbestimmung; Auszéhlung
gemald INDL, BAUER 1994, S. 94f.). Dazu wurde die zellhaltigen Probe mit Trypanblau
(0,4% (w/v), Sigma) in Verdinnungen von 1:1 (je 100 pl Zellsuspension und Trypanblau)
bzw. 1:4 (50 pl Zellsuspension in 150 pl Trypanblau) im Well einer Mikrotiterplatte
vermischt und ein Aliquot in die beiden Kammern des Hamocytometers appliziert. Unter
dem Mikroskop erscheinen lebende Zellen leuchtend gelb, blau gefarbte Zellen kdnnen
dagegen als tot definiert werden.

Tote Zellen, die ihre Membranintegritat vollig verloren haben und im mikroskopischen Bild
stark aufgeblaht und hellblau erscheinghdst3, wurden nicht beriicksichtigt. Gleiches gilt

fur angefarbte Zelltrimmer (Membranfragmente) und Zellkompartimente (Mitochondrien,
Zellkerne). Unberucksichtigt blieben auch vermeintlich lebende Zellen, deren Durchmesser
in der zweidimensionalen Aufsicht deutlich kleiner ist als der anderer lebender Zellen. Dies
sind sog. Apoptosekdrperchen (engphoptotic bodies die beim ‘programmierten Zelltod'
(Apoptose) durch Fragmentierung der Zelle in membranumbhtillte Untereinheiten entstehen
(CoLLINS, LOPEZRIVAS 1993, ABASTADO 1996).

2.1.2.3 Automatische Auszéhlung im CEDEX-System

Fir die automatische Bestimmung der Zellkonzentration wurden in den vergangenen Jahren
verschiedene Analysesysteme entwickelt. Diese basieren jedoch nur auf der Messung
indirekter und vielfach nur eindimensionaler Parameter wie die elektrische Kapazitat der
Zellsuspension (EHRENBACH et al. 1992, MVES et al. 2001), der elektrische Widerstand

und die Pulsflachenanalyse (WELMEIER et al. 1993) sowie die Tribung oder die
Lichtbeugung (W et al. 1994). Hierdurch unterliegen die gemessenen Daten bei der
Auswertung stets der benutzerabhangigen Interpretation, so daf3 die manuelle Auswertung
des mikroskopischen Bilds einer Zellprobe den anderen Methoden noch immer bevorzugt
wird.

Beim CEDEX-System (Cell _Rnsity Examination-System) der Firma Innovatis aus
Bielefeld wird die bewahrte mikroskopische Auswertung der Trypan-Ausschlulimethode
automatisch bewerkstelligt. Das System wurde im Rahmen einer Doktorarbeit in der
Arbeitsgruppe Zellkulturtechnik der Universitat Bielefeld entwickelif&rMANN 1998).



Kapitel IV: Material und Methoden 63

on: [ Process Parameters : Cell Image : 11 /20
Cell Type:  [std: Cells (v3.0) ],
Diutio 2z
nages lﬁ

sstype s [standard -]

jJ

({1 Jraamee =]

Result Dat
Used images : 20 Image Overall
Viable Cell Density [*10°<] 42,11 38,88
Total Cell Density [+10° <] 45,90 40,48
Viability [%] : 91,7 96,0

Total Cell Count 109 1923

Average Compactness 1,082 1,096
Average Diameter [pum] : 12,81 12,82
Standard Deviation [x10°<s] 4,41

Diameter Histogram

Creator : [kid Measurement Chart | _Compact. Histogram | Print results |

f Liquid |

Abb. 4.9 Gesamtansicht des CEDE)Systems (links). Benutzeroberfliche des zugehérigen
Auswertungsprogramms (Ced-OS = CEDE®perating system) (rechts).

Die angefarbten Zellen werden mittels einer speziellen Bildbearbeitungssoftware tber ihre
zweidimensionalen Bildinformationen identifiziert und so von Verunreinigungen,
Zellbruchsticken oder -organellen differenziert. Ferner wird Uber die Verteilung der
Grauwerte eine Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen vorgenommen. Damit
liegen der Auswertung einer Zellprobe vielfaltigere und aussagekraftigere Parameter
zugrunde, als bei den vorangestellten Verfahren. Neben der Auswertung der Messung ist
auch die komplette Probenvorbehandlung, das Beflllen der Mel3zelle und die Reinigung des
Systems Uber ein entsprechendes Fliissigkeitsmanagement automatisiert. Bei den Messungen
wurden 1 ml einer im Probengefal3 vorgelegten Zellprobe im Gerat mit 1 ml einer
0,2%igen (v/v) Trypanblauldsung (1 Teil 0,4%ige (w/v) Stammldsung + 1 Teil CMF-PBS)
vermischt. Eine Messung bestand aus 20 Einzelzahlungen in den unterschiedlichen
Bereichen der Melizelle. Das Endergebnis entsprach dem arithmetischen Mittel dieser
Einzelzahlungen.

2.2 Biochemische Verfahren

2.2.1 Bestimmung der Konzentration von Glucose und Lactat

Glucose ist einer der wichtigsten Energietrager tierischer Zellen. Lactat als Abbauprodukt
des Glucose- und Aminoséaurestoffwechsels im Rahmen der Glycolyse und sich
anschlieBender Milchsauregérung kann in hoheren Konzentrationen - haufig in Verbindung
mit einem sinkenden pH-Wert - fir die Zellen schédlich seirrfdet al.1988, Q\TAPANO

et al.1996, RATEL et al.2000).

Die Bestimmung dieser beiden Parameter wurde mit dem Analyzer YSI 2700 S (Yellow
Springs Instruments, Yellow Springs (OH), USA) durchgefiuihrt. Das MelRprinzip ist
amperometrisch und beruht auf dem selektiven Umsatz von Glucose und Lactat durch
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membranimmobilisierte Enzyme in zwei getrennten Mel3ketten, die an eine gemeinsame
Probenkammer angeschlossen sindd8s1995).

@Ansaugsonde

Ay
\ J [ |

2H" [ Glucono-d-lacton 2H'
Anode | —7 5 :> Glucose Lactat <: Pyruvat 2 ¥~ Anode
% 2 «— = plaiiill | EENS 2 %
2e [«— <«—4H0 <«—— 0O, 0O, —> H,0, > — 2¢
\ [ \
Glucose-Elektrode [ ) Lactat-Elektrode

Probenkammer
mit Magnetrihrkern

Abb. 4.10: Probenkammer und Enzymelektroden zur Bestimmung von Glucose und Lactat im YSI-Analyzer.

In der Kammer erfolgt die Vermischung eines Aliquots (20 ul) der (zellfreien) Probe mit
dem YSI-Puffer. In den Melketten muf3 die so konditionierte Probe drei Membranen
passieren: Die erste (aus Polycarbonat) halt Partikel aus der Probe zurlick. An der zweiten
sind die Enzyme (Glucose- bzw. Lactatoxidase) immobilisiert. Die dritte Membran (aus
Celluloseacetat mit einer Ausschluf3grenze von 200 Da) ist fir andere anodisch reduzierbare
Substanzen als &, nicht durchlassig. Das aus der jeweiligen Enzymreaktion neben
Gluconosé-lacton bzw. Pyruvat ebenfalls entstehendgOH kann dagegen die dritte
Membran passieren und wird an der dahinter befindlichen Platin-Anode oxidiert. Im linear-
amperometrischen Melverfahren mit einem Ag/AgCIl-Bezugssystem ist der dadurch
entstehende Stromflu® der lokalen,Q#Konzentration und somit der Glucose- bzw.
Lactatkonzentration proportional. Der Betrieb des Gerates (Ansaugen der Probe,
Vermischen der Probe mit Puffer in der Kammer, Reinigung von Kammer und Ansaugsonde
und die Kalibrierung mit Eichlésungen) erfolgt programmgesteuert und automatisch. Die
MelRdauer betragt ca. 1 min. Das Ergebnis der Messung in der Einheit g/l kann auf der
Display-Anzeige des Gerétes abgelesen werden.

2.2.2 Bestimmung der Konzentration der Aminosauren

Im Stoffwechsel tierischer Zellen Gibernehmen Aminoséauren eine Vielzahl von Aufgaben.
Sie sind Energielieferanten, Stickstoffdonatoren, Vorstufen anderer Biomolekile (z.B.
Nucleinsauren) und Bausteine der zelleigenen Strukturproteine und Enzyme. Fir die
Bewertung des metabolischen Zustandes einer Kultur ist ihre Konzentrationsbestimmung
immanent wichtig, da eine sinkende Produktivitdt haufig eher mit einer im Medium

limitierten Aminosaure einhergeht als mit einem Sinken der Glucosekonzentration
(BUNTEMEYER 1988).

Fir die Bestimmung der Aminosaurekonzentrationen wurde die Umkehrphasen- (engl.
reversed phageHPLC (engl.High Performance Liquid Chromatographmit der Methode
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einer Vorsaulenderivatisierung durchgefuhnw(11987). Dazu wurden die Aminos&uren in
der (zellfreien) Probe mit einem Derivatisierungsreagenz (50 mg ortho-Phthaldialdehyd
(OPA) in 1 ml Methanol p.a. + 100 pl 3-Mercaptopropionséure + 9 ml 0,6 M Boratpuffer,
pH 10,4) behandelt.

R H—S—(CHp5; COO
x> R S R
7 [¢] — Z N=C—=H = B
o T MTTR Ty | o coo | N= g
S = H CoO = = AN oo
H0 H-0 coo

S—(CHp; COO

ortho-Phthaldialdehyd & -L-Aminoséure SCHIFFsche Base Mercaptopropionsaure Isoindolderivat

Abb. 4.11: Derivatisierung primarer Amine (Aminosauren) mit OPA und Mercaptopropionsaure.

OPA kondensiert unter alkalischen Bedingungen ¥p®) in einem ersten Reaktionsschritt

mit den a-Aminogruppen der Aminosauren. Dabei entstehen instabile Schiff'sche Basen.
Weiche Reduktionsmittel wie 3-Mercaptopropionsaure wandeln die leicht hydrolysierbare
C-N-Doppelbindung durch eine Cyclisierungsreaktion unter Wassereliminierung zu
Isoindolderivaten um.

AnschlieRend erfolgte der Auftrag auf eine chromatographische Saule (Ultr&spizge

C18, 5 um, Lange: 150 mm, &: 4,6 mm, Beckmann, USA). Die stationdre Phase bildete ein
Silikatmaterial, an das uber Organo-Siliziumbindungen lange Kohlenwasserstoffketten
gebunden waren (Octododecyilsilikat), wodurch die Phase vollkommen unpolar wurde. Als
mobile Phase diente ein binares Puffersystem, das durch stetige Veranderung des
Mischungsverhaltnisses von einem polaren zu einem unpolaren Charakter wechselte. Die
HPLC-Anlage (D 450, Kontron Instruments, Neufarn) stellte dabei die Mischung des
polaren Puffer A (89% 0,1 M Na-Acetat, pH 7,5 + 10% Methanol p.a.

+ 1% Tetrahydrofuran p.a.) zum unpolaren Puffer B (15% 0,1 M Na-Acetat, pH 5,2
+ 85% Methanol p.a.) in einem Gradientenprofil vollautomatisch ein. Die Trennung erfolgte
tber hydrophobe Interaktionen der Isoindolderivate mit der unpolaren Matrix.

Das konjugierende rn-Elektronensystem machte diese Reaktionsprodukte Uber
Fluoreszensspektrometrie bei einer Anregungswellenlange von 340 nm und einer
Emmissionswellenlange von 450 nm detektierbar (Fluoreszenzdetektor SFM 25, Kontron).
Die EDV-gestitzte Auswertung (KromaSystem 3000, Kontron) anhand der Retentionszeiten
und basisliniengetrennten Peakflachenberechnung erfolgte durch Vergleich zu
Aminosaurestandards und einem sog. internen Standt@nchihovaleriansaure).

Vorbehandlung der Proben:

50 ul einer (zellfreien) Probe wurden einer Proteinfallung mit 50ul 10%iger Perchlorséaure
plus 300 uMa-Aminovaleriansaure unterzogen. Nach Abzentrifugieren der ausfallenden

Proteine (3 min, 15.000*g) wurden 50 pl des Uberstandes mit 100 pl Natriumboratpuffer
(0,6 M; pH 10,4) versetzt. 20 pl davon wurden in ein Probegefald abgefillt, versiegelt und in
den Autosampler (Modell 460, Kontron) der HPLC-Anlage gestellt.
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2.2.3 Bestimmung der Konzentration von Ammonium

Im Stoffwechsel tierischer und humaner Zellen entsteht Ammonium durch
Desaminierungsreaktionen beim Abbau von Aminosauren, iEnzentrationen von
bereits 2mM  kdnnen die Viabilitat und metabolischen Funktionen von priméren
Hepatocyten reduzieren ACAPANO et al. 1996). Ein besonderes Problem in der
Kultivierung ist der temperaturabhangige Spontanzerfall von Glutamin durch eine
intramolekulare Cyclisierungsreaktion zu Pyroglutamat und Ammonium bzw. Ammoniak
(TRITSCH, MOORE 1962).

o
O E—— O + NH5
NHz  NH, N" 0
OH OH H
Glutamin Pyroglutamat (5-Ox0-2-pyrrolidin-carboxyséaure)

Abb. 4.12: Temperaturabhangiger Spontanzerfall von Glutamin in L6sung.

Abgesehen vom Glutaminverlust kann neben der Akkumulation von Ammonium auch die
Anreicherung von Pyroglutamat fiir die Zellen schadlich seintBMEYER et al. 1998).

Das Mef3prinzip der Ammoniumbestimmung beruht auf der aus der Aminosaureanalytik
bekannten Reaktion primdrer Amine mit ortho-Phthaldialdehyd (OPA) und
Thiolverbindungen zu Isoindolderivaten und wurde zur Bestimmung von™ NH
Zellkulturuberstanden in der AG Zellkulturtechnik der Universitat Bielefeld entwickelt
(BUNTEMEYER 2000). 20 pl (zellfreie) MeRlosung werden mit 1,3 ml
Derivatisierungsreagenz (250 mg OPA + 500 mg Thioglycolat + 2 ml Methanol p.a.
+ 100 ml 0,4 M Na-Boratpuffer pH 10,4) in einer Micro-Quarzkivette vermischt und in
einen spektrofluorimetrischen Detektor (RF-551, Shimadzu, Kyoto, Japan) bei einer
Anregungswellenlange von 415 nm und einer Emissionswellenlange von 485 nm gestellt.
Die maximale Emission wurde nach ca. 1-minutiger Mel3dauer erreicht. Die Auswertung
fand durch eine Zweipunkt-Eichung mit einem fi#$tandard (100 mg/l) statt. Der Vorteil
dieser Methode gegeniuber anderen liegt im geringen Volumen der Mef3lésung und dem
geringen Zeitaufwand.
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2.2.4 Bestimmung der extrazellularen Lactatdehydrogenase-(LDH-)Aktivitéat

Lactatdehydrogenase (LDH; EC 1.1.1.27) ist ein aus vier globularen Untereinheiten (M- und
H-Monomere) bestehender, cytosolischer Enzymkomplex. Die stochiometrische
Zusammensetzung der Monomere ist gewebsspezifisth @8 al. 1972, S. 371.).

LDH ist dasjenige Enzym, das unter sauerstofflimitierenden Bedingungen die ATP-
Versorgung tierischer Zellen innerhalb der Glykolyse im Umsatz von Pyruvat zu Lactat
durch Regeneration der Reduktionsaquivalente aufrechterhalt. Daher bezeichnet man die
durch LDH katalysierte Reaktion auch als Reaktion Nr. 11 der GlykolyseeT(V

VOET 1992, S. 440).

) 0 . H 0
o\\(I:/o H H g\N H o\\clj/o (I:I\NH
¢=0 : |Ej}/ R e HO—C—H O 2
CH, N CH, Nll
R R
Pyruvat N ADH L-Lactat NAD

Abb. 4.13: Reaktionsgleichung des enzymatischen Umsatzes durch Lactatdehydrogenase (LDH).

Die Oxidation von NADH zu NAD verandert die optischen Eigenschaften des Molekilils:
Wahrend die reduzierte Form bei 339 nm ein Absorptionsmaximum hat, absorbieft NAD
bei dieser Wellenlange kein Licht. Unter den idealisierten Bedingungen der Enzymkinetik
nach Michaelis und Menten EENINGER 1994, S. 243ff.) ist demzufolge die Enzymaktivitat

als Mal3 fur die Enzymkonzentration linear proportional zur zeitlichen Extinktionsabnahme
durch den Umsatz von NADH zu NAD

Als cytosolisches Enzym deutet ein Nachweis von LDH im Kulturiberstand auf
Zellschadigung durch Membrandefekte bzw. Zelllyse hin. Daher wird es als Markerenzym
verwendet, um das Absterben der Zellen in der Kultur zu bestimmen.

Im MeRansatz wurden 100 pl zellfreier Kulturiberstand mit 700 pl Reaktionspuffer
(NagHPO*12 H,O + NaHPO*2 H,O, 30 mM, pH 7,4) und 100 pl Pyruvatlésung
(Na-Pyruvat in Reaktionspuffer, 10 mM) sowie 100 pl NADH-Lésung (NADH in
Reaktionspuffer, 2,7 mM) in einer Micro-Quarzkivette vermischt. Die Messung der linearen
Extinktionsabnahme erfolgte in einem EDV-gestiitzten Spektrophotometer (Uvicon 930,
Software 8939, Kontron Instruments, Neufarn) mit temperiertem Kivettenhalter (37°C) fur
zwei Minuten mit einer Datenaufnahmefrequenz von 50 Messungen pro Minute bei einer
Wellenlange von 340 nm.

Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz ist die Extinktion proportional zur Schichtdicke der
Losung und zur Konzentration der in ihr befindlichen, absorbierenden Substanz(en).
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Unter Beriicksichtigung, dal3 die zeitliche Konzentrationsanderung des Substrats der
Aktivitat des Enzyms entspricht, ergibt sich folgende Gleichung zur Berechnung der
Enzymaktivitat (WLSON, GOULDING 1991, S. 124 u. 339):

AE % Vgesamt

= Gleichung 4.20
d * et At VProbe

\Y

mit:
v: Reaktionsgeschwindigkeit (mor*s * = kat*I* = 6*10" U* ™)
AE:  Extinktionsdifferenz
d: Schichtdicke der Losung (cm)
¢: molarer Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm (6300 I*iraim™)

At:  MelRdauer (s)
Vgesamt: ~ Gesamtvolumen des Mef3ansatzes (ml)
Verove:  Volumen der Probe (ml)

2.2.5 Bestimmung der Cytochrom-P450-Aktivitaten

Eine der Hauptaufgaben der Hepatocyten in der Leber besteht darin, endogene und exogene
toxische Verbindungen wunschadlich zu machen. Die dem zugrunde liegenden
Detoxifizierungsreaktionen finden unter besonderer Beteiligung der Enzyme des
Cytochrom-P450-Systems statt (vgl. 11.1.5.1). Das Reaktionsschema einer beliebigen
CYP-P450-Reaktion sieht wie folgt aus (siehe Abb. 4.14).

R-H +0, + NADPH + H* — 22" > R.OH+ H,0 + NADP*

P450

ROH
RH
P450-Fe”
|1| A le N
Pz|15o-Fe3*-o PASO-Fe® NADPH+H
H,0 |
2 RH RH
2H'
2+
P450-Fe**-0,” Plo0-Fe
b &
0,
Pz|150-Fe3*-02'

F>z|15o-|=e2*-o2
16 RH v RH

NADPH-+H"
(oder NADH+H")

Abb. 4.14: Oxidation durch Cytochrom P450. R-H = Substrat, R-OH = oxidiertes Substrat
(modifiziert nach [ERELANKO, HOLLINGER 1995, S. 550 und MRQUARDT, SCHAFER 1994, S. 69).
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Die fur die Gesamtreaktion erforderlichen Reduktionsaquivalente liefert zum einen die
Cytochrom-P450-Reduktase (Reaktionsschritt 2 in Abb. 4.14) bzw. neben erstgenanntem
Enzym die Cytochrom-pReduktase (Reaktionsschritt 4 in Abb. 4.14). Die Wirkung der
Cytochrom-P450-Enzyme la3t sich durch Zugabe sog. Induktoren (z.B. planar-polycyclische
Kohlenwasserstoffe) steigern. Bekanntes Beispiel ist die durch den Aryl-Hydrocarbon-
Rezeptor (Ah-Rezeptor) vermittelte Induktion humaner Cytochrome der CYP1A-
Subfamilie. Durch Bindung des Induktors an den Ah-Rezeptor wird der Rezeptor in den
Zellkern transloziert und bindet an sein Partnerprotein Arnt. Dieser Komplex fuhrt durch
Bindung an spezifische DNA-Sequenzen (sog. XRE-Motive) zur transkriptionellen
Aktivierung von Genen, die z.B. fir CYP1A1 codiereméN 1997).

In dieser Arbeit wurden mittels biochemischer Modellreaktionen die Aktivitdten von drei
Cytochrom-P450-Systemen und deren Induzierbarkeit in konfluenten Monolayer-Kulturen
der Hepatocytenlinien HepT, K105 und C3A nach etablierten Verfahren untersucht.

2.2.5.1 Coumarin-Hydroxylase-(CH-)Aktivitat

Zur Cytochrom-P450-Superfamilie (EC 1.14.14.1) gehoéren u.a. drei hepatospezifisch
detoxifizierende Familien (CYP1, CYP2 und CYP3) RMHTON et al. 1996, GUE,
CLEMONT 1999). Die der CYP2-Familie zugeordnete humane CYP2A-Subfamilie besteht
allein aus dem Enzym CYP2A6. Die katalytische Hydroxylierung von Coumarin zu
7-Hydroxycoumarin (syn. Umbelliferon, siehe Abb. 4.15) wird fast ausschliel3lich durch
dieses Enzym bewerkstelligt. Deshalb ist die Coumarinhydroxylierung die selektivste
Methode zur Detektion einer spezifischen humanen Cytochrom-Aktivitatght al. 1990,
PELKONEN et al.2000).

20 = L0
o” o 7 o” Yo OH

Coumarin Umbelliferon
Abb. 4.15: Katalytische Hydroxylierung von Coumarin ZtHydroxycoumarin (Umbelliferon).

Coumarin wird als Riechstoff oder Fixateur in der Pafimindustrie verwendet. Verschiedene
Coumarinderivate (z.B. Warfarin) haben antikoagulative Wirkung und werden deshalb in
der Thrombosetherapie eingesetzt. Wahrend die Gefahren durch eine unmittelbare
Coumarinintoxikation beim Menschen aufgrund der niedrigen Dosisexposition
verschwindend gering sind AkE 1999), besteht bei falscher Verabreichung der
Coumarinantikoagulantien ein hohes Risiko innerer Blutungesi(ii 1998). Die Aktivitat

der Cytochrom-P450-Enzyme la3t sich durch eine Reihe therapeutischer Substanzen
induzieren bzw. verstarkenKRE et al.2000). Beim humanen CYP2A6 gelingt dies durch
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Zugabe des Alkoholdehydrogenasehemmers Pyrazol, wahrend das Antiepileptikum
Phenobarbital eher schach wirksam isb@to et al. 2000). Auch bei der Maus wird die
Coumarinhydroxylierung durch eine singulare Monooxygenase (CYP2A5) katalysiert.
Deren Aktivitat [&Rt sich sowohl durch Pyrazol als auch Phenobarbital steigern
(SALONPAA et al.1994, GKHALE et al.1997).

Die CH-Aktivitdt der drei Hepatocytenlinien wurde anhand des Umsatzes von Coumarin
(Substrat) zur-Hydroxycoumarin (Umbelliferon, Produkt) gemessen. Pro Zellinie wurden
zwei Versuchsreihen aufgestellt. In der ersten Versuchsreine wurde neben dem
Grundumsatz die Induzierbarkeit des zugrunde liegenden Enzyms durch Phenobarbital
untersucht. In der zweiten Versuchsreihe war der Induktor Pyrazol Gegenstand der
Untersuchung. Pro Versuchsreine ergeben sich aus den vier eingesetzten
Induktorkonzentrationen (siehe Tab. 4.7) sechs Ansatze. Pro Ansatz wurden sechs Parallelen
untersucht, die den jeweiligen Probenahmezeitpunkten entsprechen. Eine Parallele
entspricht dabei einem Well (= ein Monolayer). Pro Versuchsreihe ergeben sich daraus
24 Parallelen, welches zwei 12-Well-Platten entspricht. Somit wurden fur beide
Versuchsreihen pro Zellinie vier 12-Wellplatten verbraucht. Da die Versuchsreihen zudem
zweimal wiederholt wurden, ergibt sich ein Gesamtverbrauch von zwolf 12-Well-Platten pro
Zellinie, d.h. pro Zellinie wurden insgesamt 144 Monolayer erzeugt.

Vor der Zugabe des Substrats wurden die Zellen zweimal fir je 24 Stunden mit den
unterschiedlichen Konzentrationen des jeweiligen Induktors behandelt. Nach Entfernung des
Induktors und Zugabe des Substrats (50 uM Coumarin) wurden Uber einen Zeitraum von
0-10 Stunden alle zwei Stunden der Kulturiiberstand des zum jeweiligen
Probenahmezeitpunkts gehérigen Wells entnommen und zunachst bei -20°C eingefroren.
Nach vier Stunden wurde zudem durch Trypsinierung und Trypanblaufarbung die Zellzahl
des zugehdrigen Monolayers ermittelt. Hierdurch wurde die Bestimmung einer
zellspezifischen Umsatzrate moglich. Es wurde dabei idealisierter Weise angenommen, daf3
sich die Zellzahl pro konfluentem Monolayer wahrend des Versuchszeitraums von zehn
Stunden nicht entscheidend verandert.

Tab. 4.7: Versuchsubersicht der Untersuchung auf CH-Aktivitit pro Hepatocytenlinie. Pro
Induktorkonzentration (= Ansatz) wurden zu sechs Zeitpunkten (0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h) Proben aus jeweils
unterschiedlichen Wells pro Ansatz entnommen. Hierdurch ergeben sich pro Ansatz sechs Parallelansétze. Die
Konzentrationen entsprechen den jeweiligen Endkonzentrationen pro Well.

Phenobarbital (mM) Pyrazol (UM)
6x Ansatz 1 0 6Xx Ansatz 5 0
6x Ansatz 2 0,1 6Xx Ansatz 6 1
6x Ansatz 3 0,5 6x Ansatz 7 5
6x Ansatz 4 1 6Xx Ansatz 8 10

Das konjugierender-Elektronensystem von Umbelliferon (Produkt des enzymatischen
Umsatzes von Coumarin) macht dieses Molekll fluoreszenzspektrometrisch detektierbar.
Bei einer Anregungswellenlange von 380 nm wird dabei hauptséchlich Licht einer
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Wellenlange von 460 nm emittiert REAVEN et al. 1965). Diese Emission wurde nach dem
Auftauen der Proben mit Hilfe des spektrofluorimetrischen Detektors (vgl. 1V.2.1.3)
gemessen. Die Konzentration des in den Proben enthaltenen Produkts wurde durch eine
entsprechende Eichgerade mit Standards zwischen 0 und 1000 nM Umbelliferon ermittelt.
Beide Induktoren (Pyrazol und Phenobarbital, Sigma-Aldrich, Deisenhofen) und das
Substrat (Coumarin, Sigma-Aldrich) wurden unter DMSO-Vermittlung jeweis in TO02-
Medium mit einer DMSO-Endkonzentration von 0,5% (v/v) (vgl. IV.1.2) gel6st. Zur
Erstellung der Eichgeraden wurde mit dem Produkt (Umbelliferon, Sigma-Aldrich) in
gleicher Weise verfahren. Die Kultivierung der Hepatocyten zur Erzeugung der Monolayer
in den 12-Well-Platten fand ebenfalls mit TO02-Medium statt. Das Kulturvolumen und das
Volumen der Induktorzugabe (Induktionsvolumen) betrug je 2ml pro Well, die
Substratzugabe erfolgte durch 1 ml coumarinhaltigen Mediums pro Well (Substratvolumen).

2.2.5.27-Ethoxycoumarin-o-Deethylase-(ECOD-)Aktivitat

Die CYP1-Familie humaner Cytochrom-P450-Enzyme besteht lediglich aus der CYP1A-
Subfamilie. Diese wiederum umfal3t die beiden Enzyme CYP1A1l und CYP1A2. Wéhrend
CYP1Al nahezu in allen Organen vorkommt, ist CYP1A2 streng leberspezifisch
(WRIGHTON et al. 1993). CYP1A2 ist das prominenteste Enzym des leberspezifischen
Umsatzes von7-Ethoxycoumarin zu7-Hydroxycoumarin (syn. Umbelliferon) (ECOD-
Aktivitat, siehe Abb. 4.16), an dem jedoch auch eine Reihe weiterer Cytochrom-P450-
Enzyme (CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2E1l, CYP3A3/A4 und eben CYP1A1l)
beteiligt sein kbnnen (GNATO et al. 1999). Deshalb kann der ECOD-Aktivitat keine
Wirkung eines spezifischen Cytochrom-P450-Enzymes zugeordnet werden. CYP1A2 wird
zwar in der Leber konstitutiv exprimiert (@zALES 1989), dennoch kann die Aktivitat
durch verschiedene Induktoren verstarkt werden. Als besonders wirksame Induktoren fur
CYP1A2 haben sich die planar-polycyclischen Kohlenwassers®fféethylcholantren
(QUATTROCHI et al. 1994) unds-Naphthoflavon (MtUNIER et al. 2000) herausgestellt, die
auch die Induktion von CYP1Al bewirken kénnen. Die Deethylierung des Substrats
Ethoxycoumarin erfolgt durch Angriff des am Cytochrom P450 aktivierten Sauerstoffs am
o-C-Atom unter Bildung eines Halbacetals, welches wegen seiner geringen Stabilitat zu
Acetaldehyd und Umbelliferon gespalten wird$gpHY1997, S. 211, NHLENFELD 1999).

/ 3
0 o~ ™ o” o OH H

7-Ethoxycoumarin Umbelliferon Acetaldehyd

Abb. 4.16: Katalytische Deethylierung voiEthoxycoumarin zir-Hydroxycoumarin (Umbelliferon).
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An der ECOD-Aktivitdt in Maushepatocyten sind ebenfalls mehrere Cytochrom-P450-
Enzyme (CYP1A1/A2, CYP2A5 und CYP2B1) beteiligtaffazaki et al. 1996), so dafd
auch hier keine spezifische Zuordnung mdoglich ist. Aufgrund der grof3en Homolgie
zwischen dem humanen und murinen CYP1A1/A2-SysteBiNstthylcholantren auch hier

ein effektiver Induktor (BRNDTSON CHEN 1994). Die Induktion durcl#-Naphthoflavon ist
demgegenuber eher fraglich HGKHALE ET AL 1997). Durch die Beteiligung der Enzyme
CYP2A5 und CYP2B1 ist eine Induktion durch Phenobarbital moglicREEGLEE
POLAND 1978, LUBET et al.1990).

Die Messung der ECOD-Aktivitat von HepT, K105 und C3A fand entsprechend dem
Versuchsaufbau zur CH-Aktivitatsmessung statt (vgl. IV.2.2.5.1). Neben dem Grundumsatz
durch die Zellen wurde die Induzierbarkeit der Aktivitat durch drei Substanzen
(3-Methylcholantren, Phenobarbital upeNaphthoflavon) untersucht (siehe Tab. 4.8). Jede
Versuchsreihe wurde auch hier zweimal wiederholt. Deshalb war pro Zellinie die Erzeugung
von insgesamt 216 Monolayern in 18 12-Well-Platten erforderlich.

Tab. 4.8:Versuchsibersicht der Untersuchungen zur ECOD-Aktivitat pro Hepatocytenlinie. Der grundlegende
Versuchsaufbau entspricht dem der Untersuchungen zur CH-Aktivitét (vgl. Tab. 4.7).

3-Methylcholantren Phenobarbital S-Naphthoflavon
(M) (mM) (HM)
6x Ansatz 1 0 6x Ansatz 5 0 6x Ansatz 9 0
6x Ansatz 2 10 6x Ansatz 6 0,1 6x Ansatz 10 10
6x Ansatz 3 50 6x Ansatz 7 0,5 6x Ansatz 11 50
6x Ansatz 4 100 6x Ansatz 8 1 6x Ansatz 12 100

Zur Berechnung der spezifischen ECOD-Aktivitdt wurden auch hier pro Ansatz zum
Zeitpunkt 4 h das entsprechende Well trypsiniert und die Zellen nach Trypanblaufarbung
ausgezahlt. Da das Produk?-Hlydroxycoumarin = Umbelliferon) aus ECOD- und
CH-AKktivitat dasselbe ist, wurde die Ermittlung der Konzentration von Umbelliferon auf die
entsprechende Weise durchgefihrt (vgl. IV.2.2.5.1).

Die drei Induktoren und das SubstraEthoxycoumarin (alle Sigma) wurden DMSO-
vermittelt in TO0O2-Medium mit einer DMSO-Endkonzentration von 0,5% (v/v) geldst. Das
Induktionsvolumen betrug je 1 ml/Well. Das Kulturvolumen zur Erzeugung der Monolayer
(TO02-Medium) und das Substratvolumen lagen bei je 2 ml/Well. Die Substratkonzentration
betrug dabei 2,4 uM-Ethoxycoumarin/Well.

2.2.5.37-Ethoxyresorufin-o-Deethylase-(EROD-)Aktivitat

Die EROD-Activitdt, d.h. die enzymatische Umsetzung v@fEthoxyresorufin zu
7-Hydroxyresorufin (siehe Abb. 4.17), ist in der meschlichen Leber neben CYP1Al
hauptsachlich auf die Wirkung von CYP1A2 zurickzufuhreos@kTset al.1993). Bei der
Maus ist daran vorwiegend CYP1Al beteiligE@URKAR et al. 1993). Da beide Enzyme
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auch Bestandteile der ECOD-Aktivitat sind (vgl. 1V.2.2.5.2), 1af3t sich ihre Wirkung auch
hier durch die entsprechenden Induktoren verstarken. Allerdings variiert im Falle der
murinen Hepatocyten die Induktionsfahigkeit je nach verwendetem Maus-Stamm, so dal3
diese Angaben nicht absolut zu bewerten sindof@LE et al. 1997). Im Gegensatz zur
Induzierbarkeit ista-Naphthoflavon ein effektiver Inhibitor dieser Enzyme in beiden
Spezies (BRKE etal. 1983, WIGHTON et al. 1996). Der Deethylierungsmechanismus
entspricht demjenigen der ECOD-AKktivitat (siehe IV 2.2.5.2).

N N
(O] O\
—— * C—CHy
-0 0 0 HO 0 0 H

7-Ethoxyresorufin 7-Hydroxyresorufin Acetaldehyd

Abb. 4.17: Katalytische Deethylierung von 7-Ethoxyresorufin zu 7-Hydroxyresorufin

Entsprechend den zuvor beschriebenen Versuchsanordnungen zur Bestimmung von
Cytochrom-P450-Aktivitaten in den drei Hepatocytenlinien wurde hier neben der
Grundaktivitat im Umsatz voi-Ethoxyresorufin zu/-Hydroxyresorufin die Induzierbarkeit
durch3-Methylcholantren-Naphthoflavon und Phenobarbital untersucht. Ferner wurde die
Inhibition der Grundaktivitat mittelse-Naphthoflavon Uberpruft (siehe Tab. 4.9). Pro
Zellinie ergeben sich daraus vier Versuchsreihen, die - wie bei den anderen Cytochrom-
P450-Aktivitatsuntersuchungen auch - zweimal wiederholt wurden. Deshalb wurden hier
pro Zellinie insgesamt 288 Monolayer in 24 12-Well-Platten erzeugt.

Tab. 4.9: Versuchsubersicht der Untersuchungen zur EROD-AKktivitat pro Hepatocytenlinie. Der grundlegende
Versuchsaufbau den vorangestellten Untersuchungen zur CH- und ECOD-AKktivitét (vgl. Tab. 4.7 und 4.8).

3-Methylcholantren Phenobarbital

(HM) (mM)

6x Ansatz 1 0 6x Ansatz 5 0

6x Ansatz 2 10 6x Ansatz 6 0,1

6x Ansatz 3 50 6x Ansatz 7 0,5

6x Ansatz 4 100 6x Ansatz 8 1

B-Naphthoflavon a-Naphthoflavon

(UM) (HM)

6x Ansatz 9 0 6x Ansatz 13 0

6x Ansatz 10 10 6x Ansatz 14 10

6x Ansatz 11 50 6x Ansatz 15 50

6x Ansatz 12 100 6x Ansatz 16 100

Das Produkt der EROD-Aktivitat74{Hydroxresorufin) wurde ebenfalls mit Hilfe des
spektrofluorimetrischen Detektors bei einer Anregungswellenlange von 530 nm und einer
Emissionswellenlange von 585 nm gemessasrR@R et al. 1985). Zur Quantifizierung des
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Substratumsatzes durch die Zellen diente ein Eichstandard zwischen 0 nM und 1000 nM
Resorufin in TO02-Medium. Zur Berechnung der spezifischen EROD-Aktivitat wurden auch
hier pro Ansatz zum Zeitpunkt 4 h das entsprechende Well trypsiniert und die Zellen nach
Trypanblaufarbung ausgezahlt. Substrat, Induktoren und der Inhiitdaphthoflavon
(allesamt Sigma) wurden DMSO-vermittelt in T002-Medium mit einer DMSO-
Endkonzentration von 0,5% (v/v) geldst. Kultur-, Substrat- und Induktionsvolumina
entsprachen denjenigen der anderen Cytochrom-P450-Untersuchungen. Als Substrat wurden
2,4 uM Ethoxyresorufin/Well eingesetzt.

2.2.5.4 Untersuchung moglicher Substanzeffekte auf die Zellviabilitat

Die eingesetzten Induktoren bzw. Inhibitoren sind potentiell cytotoxische Substanzen.
Deshalb wurde untersucht, in welchem Umfang die Zellen innerhalb der 2x 24stiindigen
Exposition mit diesen Substanzen geschadigt werden, da dies wiederum die Aktivitat im
Umsatz mit den nachfolgend zugefuhrten Substraten negativ beeinflussen kdnnte. Insgesamt
wurden die vier Induktoren 3{Methylcholanthren, Phenobarbital-Naphthoflavon,
Pyrazol) und der Inhibitora¢Naphthoflavon) in je vier unterschiedlichen Konzentrationen
eingesetzt (siehe Tab. 4.10). Die Substanzkonzentrationen entsprachen dabei denjenigen der
Aktivitatsuntersuchungen (vgl. Tab. 4.7, Tab. 4.8 und Tab. 4.9). Pro Zellinie ergaben sich
daraus funf Versuchsreihen mit je vier Ansatzen. Dies wiederum entsprach pro Zellinie 20
Monolayern. Da jede Versuchsreihe zweimal wiederholt wurde, war die Erzeugung von
insgesamt 60 Monolayern pro Zellinie in funf 12-Well-Platten erforderlich.

Tab. 4.10: Versuchsubersicht Gber die Untersuchung mdoglicher Substanzeffekte auf die Zellviabilitat pro

Hepatocytenlinie. Die Zellen wurden den jeweiligen Substanzkonzentrationen fur 2x 24 Stunden ausgesetzt

3-Methylcholanthren | Phenobarbital | g-Naphthoflavon | Pyrazol | a-Naphthoflavon
(M) (mM) (M) (mM) (M)
3x Ansatz 1 0 0 0 0 0
3x Ansatz 2 10 0,1 10 1 10
3x Ansatz 3 50 0,5 50 5 50
3x Ansatz 4 100 1 100 10 100

Die Substanzen wurden wie in den zuvor aufgeflihrten Untersuchungen der Cytochrom-
P450-Aktivitaten eingesetzt. Nach insgesamt 48 Stunden wurden nach Entfernung des
Uberstandes die im jeweiligen Monolayer verbliebenen Zellen durch Trypsinierung und
Trypanblaufarbung ausgezahlt.
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2.2.6 Bestimmung der Osmolalitat

Die cytosolischen lonen stehen ber die fir Wasser permeable Zellmembran in physiko-
chemischer Interaktion mit den im Medium geldsten lonen. In Abhangigkeit vom
Konzentrationsverhaltnis der lonen zu beiden Seiten der Membran entsteht innerhalb der
Zelle ein osmotischer Druck. Ein isomolares Verhaltnis sorgt dafir, daf? die Zellen weder
plasmolysieren noch durch erhdhte Wasseraufnahme platzen. Der osmotische Wert einer
Losung wird durch die Osmolalitdit bestimmt. Diese sollte im Kulturmedium von
Saugerzellen zwischen 270 (RPMI-Medium) und 340 mOsmol&g (PMEM) betragen

(LINDL, BAUER 1994, S. 63).

Der Gefrierpunkt einer Lésung wird durch den gelosten Stoff gegentiber dem des reinen
Losungsmittels stets erniedrigt. Das Raoult'sche Gesetz besagt, dafld bei gleicher molarer
Konzentration g die GefrierpunktserniedrigungTg flr ein bestimmtes Losungsmittel F
unabhangig vom gelosten Stoff ist T@RT, KLAGES 1992, S. 104). Die molare
GefrierpunktserniedrigungATg/cy ist fur jedes LOsungsmittel eine charakteristische
Konstante. Sie betragt fur Wasser 1,83°C, wanmanol/l angegeben wird (Kryoskopische
Konstante). Eine solche Lsung besitzt eine Osmolalitdt von 1000 mOsmol/kg.

Die Osmolalitat der eingesetzten LOsungen (Medien, Puffer) wurde mit einem
automatischen Halbmikro-Osmometer (Knauer, Bad Homburg) tberprift. Dazu wurde das
Gerat vor einer Messung mit Reinstwasser und einer NaCl-Losung (12,687 g Nagkg H

auf 0 bzw. 400 mOsmol/kg geeicht. Das Probevolumen betrug je 150 pl.

2.3 Korrelationsverfahren

Fir eine Reihe von Untersuchungen war es notwendig, die Steigung eines Graphen zu
berechnen. Die Berechnung erfolgte jeweils nach der Geradengleichung in der Form:

y=m* x+ b Gleichung 4.21
mit:

y:  abhangige Variable

m:  Steigung (dy/dx)

X:  unabhangige Variable

b:  Schnittpunkt des Graphen mit der Ordinate

Es handelt sich also um eine lineare Regression, zu der auch das BestimmthéitsmaR r
angegeben wird. Das Bestimmtheitsmal ist das Quadrat des Pearson'schen
Korrelationskoeffizienten r und ein Mal3 dafir, inwieweit zwischen zwei Datensétzen eine

lineare Abh&ngigkeit besteht. Es kann nur Werte zwischen 0 (keine lineare Abhangigkeit

und 1 (100% lineare Abh&ngigkeit) annehmen. Die Berechnungen wurden mit Hilfe des

Tabellenkalkulationsprogramms Ex2&7 (Microsoft) durchgefiihrt.
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V. Ergebnisse und Diskussion

Dieses Kapitel ist in zwei grof3e Abschnitte unterteilt. Im ersten Abschnitt werden die
Ergebnisse der morphologischen und funktionalen Chf3arakterisierung der Hepatocytenlinien
in den unterschiedlichen Kultivierungssystemen vorgestellt. Schwerpunkte sind hier die
Aufnahme der =zellspezifischen Parameter unter den "Normbedingungen” der
Kultivierungssysteme, die Untersuchung der Funktionseigenschaften spezifischer
Cytochrom-P450-Enzymsysteme der Zellen und der Ubergang von den statischen
Kultivierungssystemen (T-Flaschen) in den Bioreaktor. Die Ergebnisse werden unter der
Fragestellung bewertet, ob eine effiziente Vermehrung der verwendeten Hepatocyten
maglich ist und ob diese Zellen Eigenschaften besitzen, die ihren Einsatz in bioartifiziellen
Leberersatzsystemen rechtfertigt.

Dem schlie3t sich der zweite Abschnitt an, in dem das Verhalten der Zellen unter
hypothermischen Bedingungen betrachtet wird. Die Fragestellung lautete hier, ob durch eine
Erniedrigung der Umgebungstemperatur der Stoffwechsel der Hepatocyten herabgesetzt
werden kann und dabei gleichzeitig ein Uberleben der Zellen gewéhrleistet ist, um sie so
langfristig fur die kontinuierliche Bereitstellung in bioartifiziellen Leberersatzsystemen
lagern zu kdnnen.

1. Charakterisierung von HepT, C3A und K105

1.1 Kultivierung der Hepatocytenlinien in T-Flaschen

Die Untersuchungen fanden in 25 %mFlaschen unter "Normbedingungen" statt, d.h. die
Zellen wurden unter den Bedingungen der Brutschrankparameter (siehe IV.1.4.1) und unter
Verwendung von Standardmedium (siehe Tab. 4.1) kultiviert. Pro Zellinie wurden acht
parallele T-Flaschen mit einer Zellkonzentration von je 1*Pllen/cnf und einem
Kulturvolumen von je 5 ml inokuliert. Nach einer 24-stiindigen Adhéasionsphase wurde der
jeweilige Kulturiberstand in den Flaschen durch eine entsprechende Menge neuen
Standardmediums ersetzt. Mit diesem Zeitpunltals Ausgangssituation beginnend wurde
nachfolgend pro Tag eine T-Flasche wie folgt behandelt (= Probenentnahme):
1. Bestimmung der Konzentrationen der im Kulturiiberstand enthaltenen Substrate und
Produkte. 2. Bestimmung der Zellkonzentration durch  Trypsinierung und
Trypanblaufarbung der Zellen. Auf diese Weise wurde mit sieben der acht T-Flaschen pro
Zellinie verfahren. Die achte Flasche diente der mikroskopischen Betrachtung der Zellen
unter dem Inversmikroskop zu den Probenentnahmezeitpunkten. Das jeweilige
Proliferationsstadium der Zellen zu den Probenentnahmezeitpunkten wurde zudem
fotographisch festgehalten.
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1.1.1 Morphologie von HepT

Nach der 24-stindigen Adhasionsphase waren nur noch vereinzelt nicht-adhéarierte Zellen zu
erkennen. Im mikroskopischen Bild waren sie durch ihre kugelige Form leicht von den
adhérierten Zellen zu unterscheiden. Diese zeigten eine auffallige morphologische Struktur
mit dendritischen Fortsatzen ("Pseudopodien”). Vereinzelt war der grol3e Zellkern zu
erkennen, der den Uberwiegenden Teil des intrazellularen Raums einnahm (siehe
Abb. 5.1.a).

Abb. 5.1: Fotographische Dokumentation des Kultivierungsverlaufs von HepT in Z5T-¢Haschen
(lichtmikroskopische Aufnahmeng: Zellen nach der 24-stiindigen Adhasionsphase (Zeitpginkber Pfeil
markiert den Zellkern einer Zelle, deren Zellgrenzen hier weil3 umrisserbsiadbkonfluentes Stadium nach
1,1 Tagenc: konfluentes Stadium nach 4,1 Tagen.

Nach einer Kultivierungszeit von 1,1 Tagen waren im gleichen Bildausschnitt deutlich mehr
Zellen enthalten. Besonders aufféallig war die Gleichverteilung der Zellen Uber die gesamte
Adhasionsoberflache, von der schatzungsweise 50-60% durch die Zellen bedeckt wurde.
Wie bereits zu Beginn sind auch hier einige kugelige Einzelzellen zu erkennen (siehe
Abb. 5.1.b), von denen jedoch nur ein Teil frei im Kulturiberstand flotierte. Eine
Trypanblaufarbung des Kulturiberstands ergab, dal3 die flotierenden Zellen allesamt tot
waren. Nach weiteren 3 Tagen waren die Zellen zu einem vollstandig konfluenten Zellrasen
zusammengewachsen, wobei die Zellgrenzen nur noch sehr schwer zu erkennen waren
(siehe Abb. 5.1.c).

1.1.2 Morphologie von C3A

Im Vergleich zur Morphologie von HepT waren bei der humanen Hepatoblastomzellinie
C3A deutliche Unterschiede zu erkennen. Nach der Adhésionsphase waren gemaf
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mikroskopischer Betrachtung etwa die Halfte der Zellen adhériert. Die adharierten Zellen
wiesen keine dendritenférmige Strukturen auf wie HepT; C3A erschien vielmehr in einem in
der Form zwar uneinheitlichen, aber eher kompakten Habitus. Vereinzelt waren bei
besonders ausgespreiteten Zellen der im Vergleich zu HepT deutlich kleinere Zellkern zu
erkennen. Teilweise enthielten die Zellen sogar zwei Zellkerne (siehe Abb. 5.2.a).
Nach 1,1 Tagen konnte man eine Proliferation der Zellen in Form sich ausbreitender
"Kolonien" erkennen. Zwischen zwei und funf Zellen bildeten eine solche "Kolonie", in der
die Zellgrenzen noch gut zu erkennen waren. Kugelférmige Einzelzellen flotierten nicht im
Kulturiiberstand, sondern sallen der Wachstumsoberflache der T-Flasche fest auf bzw.
waren auf den "Kolonien" verankert (siehe Abb. 5.2.b).

Abb. 5.2: Fotographische Dokumentation des Kultivierungsverlaufs von C3A in 25Tdrtaschen
(lichtmikroskopische Aufnahmen)a: Zellen nach der 24-stiindigen Adhéasionsphase (Zeitpuhktim
vergrolRerten Fenster sind die zwei (hier weil3 umrahmten) Zellkerne einer Zelle zu erkesnbkonfluentes
Stadium nach 1,1 Tagen: subkonfluentes Stadium nach sechs Tagen. Der Kreis markiert eines von vielen
Zellaggregaten, die den an der Adhasionsoberflache adhérierten Zellen fest aufsafl3en.

Das charakteristische Proliferationsverhalten von C3A setzte sich nachfolgend fort. Im
Gegensatz zu HepT war nach 4,1 Tagen noch kein konfluentes Stadium erreicht. Selbst nach
einer Kultivierungsdauer von sechs Tagen waren einige Bereiche der Adhasionsoberflache
noch nicht durch die Zellen besetzt (siehe Abb. 5.2.c). Statt dessen zeigte sich zu diesem
Zeitpunkt eine dreidimensionale Proliferation, bei der Einzelzellen oder ganze Zellaggregate
den an der Wachstumsoberflache adhérierten Zellen fest aufsal3en. Zellgrenzen waren in den
Aggregaten nicht erkennbar.

1.1.3 Morphologie von K105

Auch die murine Hepatocytenlinie K105 zeigte eine im Vergleich zu den Ubrigen Zellinien
deutlich unterschiedliche Morphologie. Nach der Adhasionsphase konnte man kugelige und
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kompakt adhérierte Zellen von solchen mit einem sehr groBen Cytoplasmaraum
unterscheiden. Die Umri3linien in Abb. 5.3.a begrenzen eine solche Zelle, deren
Durchmesser hier etwa 70 um betragt. Nach 1,1 Tagen Kultivierungsdauer waren derartige
Zellen nicht mehr anzutreffen. Es Uberwogen die kompakt adharierten Zellen, die z.T.
ahnlich wie bei C3A in "Kolonien" zusammengefal3t waren (siehe Abb. 5.3.b). Nach
weiteren 3 Tagen zeigte sich das Bild eines vollstandig konfluenten Monolayers, dem nur
sehr vereinzelt Einzelzellen fest aufsal3en. Am Ende der Datenaufnahme nach sechs Tagen
zeigte der Monolayer von K105 im &ufReren Erscheinungsbild eine ausgepragte
Heterogenitat. Besonders auffallig war zu diesem Zeitpunkt die Bildung von blasenférmigen
Strukturen die aus dem Monolayer hervortraten (siehe Abb. 5.3.c).

a 7 b Cc

Abb. 5.3: Fotographische Dokumentation des Kultivierungsverlaufs vd05Kin 25 crfyT-Flaschen
(lichtmikroskopische Aufnahmend.. Zellen nach der 24-stiindigen Adhasionsphase (Zeitpg)nkRie weil3en
UmriBlinien markieren eine Zelle mit besonders grof3em Cytoplasmaantailbkonfluentes Stadium nach 1,1
Tagen.c: konfluentes Stadium nach sechs Tagen mit ausgepragter morphologischer Heterogenitat der Zellen.
Der Pfeil markiert eine blasenférmige Struktur, die aus dem Monolayer hervortritt.

1.1.4 Kultivierungsverlauf und zellspezifische Parameter

Die durch die Proliferation der Zellen bedingte Zunahme der Zellkonzentration in den
T-Flaschen ergab fur HepT zwischen 0-2,9 Tagen einen exponentiellen Wachstumsverlauf
der Kultur mit einer maximalen spezifischen Wachstumsrate vga=u1,1 d'. Dies
entspricht einer Verdopplungszejt von 15,1 Stunden. Im Falle von K105 durchliefen die
Zellen zunéachst einkag-Phase zwischen 0-1,1 Tagen, in der die Zellkonzentration lediglich
um etwa 10% zunahm (u = 0,1 dty = 165,6 Stunden). Nachfolgend proliferierte K105 mit
Umax= 1,3 d" (ty = 12,8 Stunden) bis zum Tag 2,9 der Datenaufnahme (wie HepT).
Zwischen Tag 2,9 und 4,1 verlangsamte sich mit zunehmender Konfluenz die Proliferation
beider Zellinien mit Verdopplungszeiten von = 57,6 Stunden (HepT) bzwy £ 43,2
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Stunden (K105). Nach 4,1 Tagen war bei beiden Zellinien die maximale Zellkonzentration
mit 4,2*10° Zellen/cnt (HepT) bzw. 3,8*10Zellen/cnt (K105) erreicht. Bis zum Ende der
Datenaufnahme (Tag 6) nahm die Zellkonzentration um je etwa 10% ab (siehe Abb. 5.4).

|- HepT - C3A -® K105

5,0E+05
4, 5E+05 -
4,0E+05 -
3,5E+05
3,0E+05 -
2,5E+05 -
2,0E+05 -
1,5E+05 -
1,0E+05
5,0E+04 -

0,0E+00 f T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Zeit (Tage)

Zellkonzentration
(lebende Zellen/cm ?)

Abb. 5.4: Zeitlicher Verlauf der Zellkonzentration von HepT, C3A und K105 bei Kultimgen in
25 cnf-T-Flaschen.

C3A proliferierte dagegen nur mit etwa der Halfte der maximalen Wachstumsrate von HepT
und K105. Allerdings blieb diese tiber den gesamten Zeitraum der Datenaufnahme konstant
bei pmax = 0,6 d* (ty = 27,7 Stunden). Die nach sechs Tagen erreichte Zellkonzentration lag
bei 2,6*10 Zellen/cnt (siche Abb.5.4).

Eine direkte Bestimmung der Konzentration toter Zellen war nur Uber eine
Trypanblaufarbung und Auszahlung derjenigen Zellen mdglich, die im Kulturiiberstand
flotierten. Dies galt sowohl fir die hier vorgestellten T-Flaschen-Kultivierungen als auch
speziell fur die spateren Kultivierungen auf Microcarriern im Bioreaktorsystem
(siehe V.1.3). Dabei konnte jedoch jeweils nicht ausgeschlossen werden, dal3 tote Zellen
auch im adhéarierten Zellverband enthalten waren. Diese konnten allerdings bei einer
Zahlung nicht erfal3t werden, da die fir die Auszahlung notwendige Vereinzelung der Zellen
durch Trypsinierung zu einer Desintegration toter Zellen fuhrte.

Diese Problematik zeigte sich im Fall von HepT und K105 gegen Ende der T-Flaschen-
Kultivierung, bei denen ein Riickgang der Konzentration lebender Zellen zu beobachten war
(siehe Abb. 5.4). Der Ruckgang hatte zu einer Erniedrigung der Viabiltitat durch den
Anstieg toter Zellen fihren muissen. Statt dessen lag die Viabilitat im Vergleich der letzten
beiden Probenentnahmezeitpunkte=(#4,1 Tage undst= 6 Tage) konstant bei 96% (HepT)
bzw. 97% (K105). Gleichzeitig betrug die Wiederfindungsrate der Zelleg ei\tergleich

zu t nur 87% (HepT) bzw. 89% (K105), d.h. bis zu 13% der Zellen wurden entweder
aufgrund von Zahlschwankungen oder Desintegration toter Zellen nicht erfal3t. Die
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Zahlschwankungen lagen hier im Mittel beB,9%, d.h. 9% der Differenz in der
Wiederfindungsrate entfallen auf nicht-erfaldte desintegrierte Zellen. Aus diesem Grund
erschien die direkte Bestimmung der Totzellkonzentration als wenig sinnvoll. Als geeigneter
Parameter fur die Beurteilung des Zustand der Kultur wurde daher neben der Bestimmung
der Lebendzellkonzentration die extrazellulare LDH-Aktivitat ermittelt (siehe IV.2.2.4).

—%-HepT —%-C3A -k K105

HepT

Glucose Lactat NH4+

LDH-AKtivitat (U/l)

cGluc, clLac, cNHf (mMm)

@ 0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit (Tage) @ Zeit (Tage)

C3A

Glucose Lactat NH4+ Glucose Lactat NH4+

cGluc, cLac, cNH ,* (mM)

0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
@ Zeit (Tage) @ Zeit (Tage)

Abb. 5.5: Zeitlicher Verlauf einiger Kultivierungsparameter der Hepatocytenlinien in 35 eftaschen.

a: Extrazellulare LDH-Aktivitdtenb: Glucose-, Lactat- und Ammoniumkonzentrationen bei der Kultivierung
von HepT.c: Glucose-, Lactat- und Ammoniumkonzentrationen bei der Kultivierung von €3&lucose-,
Lactat- und Ammoniumkonzentrationen bei der Kultivierung vaex

Die zeitliche Anderung der extrazellularen LDH-AKktivitat wahrend der Kultivierung ist in
Abb. 5.5.a dargestellt. In der Phase des exponentiellen Wachstums der Kultur stieg bei
HepT die LDH-AKktivitat direkt proportional zur Proliferation der Zellen mit einer Rate von
3,3 mU/16 lebende Zellen anqr 0,96), bei K105 mit 3,9 mU/f0ebende Zellen tr= 0,9)

und bei C3A lag dieser Wert etwas hoher bei 5,8 mUgifende Zellen {r= 0,94). Da die
LDH-Aktivitat bei HepT und K105 auch wahrend der stationaren Phase nach Erreichen des
konfluenten Stadiums zunahm und nachfolgend ein Rlckgang der Zellkonzentration
festzustellen war, ist dieser Anstieg offenbar auf ein gegentber der exponentiellen
Wachstumsphase vermehrtes Absterben von Zellen zurtickzufihren.

Die Glucosekonzentration in den drei Hepatocytenkultivierungen nahm Gber den
Kulturverlauf ab, wahrend die Lactatkonzentration reziprok dazu anstieg. Gleichzeitig nahm
auch die Ammonium-(NHi-)konzentration kontinuierlich zu (siehe Abb. 5.5.b-d). Eine
Substratlimitierung durch vollstdndigen Glucoseverbrauch als mdgliche Ursache fur das
Absterben von K105 und HepT scheidet aus, da zu jedem Zeitpunkt der Kultivierung
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ausreichend Glucose im Kulturiberstand enthalten wWarvivo entsteht Lactat bei
Saugetieren durch anaeroben Abbau von Glucose durch Reduktion von Plyruxab

kann dies - z.B. bei Tumorzellinien (siehe C3A) - auch bei optimaler Sauerstoffversorgung
geschehen (Azo 1981). Bei Hybridomalinien hat man herausgefunden, dal3 hierfir eine
weitgehende Inaktivitdit des tetrameren Pyruvat-Dehydrogenase-Multienzymkomplexes
ursachlich ist, so dal3 die oxidative Decarboxylierung und der nachfolgende Umsatz im
Tricarbonsaurezyklus nur gedrosselt ablaufen kamagkTrICK et al. 1993).

/W HepT WC3A MK105|

Lactat

d (umol*(10 ° Zellen*d) ™)

Abb. 5.6: Spezifische Verbrauchs -bzw. Bildungsraten (q) der Hepatocytenlinien fir Glucose, Lactat und
Ammonium bei der Kultivierung in 25 ¢aT-Flaschen.

Die sich aus der zeitlichen Anderung der Glucose-, Lactat- ung-Kidhzentration
ergebenen maximalen spezifischen Verbrauchs- bzw. Bildungsraten sind in Abb. 5.6
dargestellt. K105 wies dabei die hochsten Metabolisierungsraten fir Glucose
(Joiuc = -6,6 umol *(16 Zellen*d)") und Lactat (g = +8,3 umol *(16 Zellen*d)*) auf. In

einer direkten Massenbilanz wurden demnach bei K105 63% der Glucose zu Lactat
umgesetzt. Anhand der Metabolisierungsraten ergibt sich fir HepT hier ein Wert von 65%,
bei C3A gar ein Wert von 73%. Allerdings muf3 berticksichtigt werden, daf3 auch eine Reihe
von Aminosauren (Alanin, Cystein, Glycin, Serin, Threonin, Tryptophan) glucogen zu
Pyruvat abgebaut werden kénneno@f, VOET 1992, S. 689-690), so dal3 sich die
Bilanzierung insgesamt zu Gunsten des aeroben Abbaus verschiebt.

Am Ende der Kultivierungen wurden Lactatkonzentrationen von 14 mM (C3A), 16 mM
(HepT) und 21 mM (K105) erreicht (siehe Abb.5.5.b-d). Zwar wurde in einer
vorangegangenen Untersuchung bei primaren Ratten-Hepatocyten durch
Lactatkonzentrationen oberhalb von 10 mM ein Riuckgang der Harnstoffsynthese der Zellen
festgestellt, jedoch konnte dort selbst bei Konzentrationen von mehr als 100 mM keine
Reduzierung der Viabilitdt beobachtet werdenT PANO et al. 1996). Angesichts dieser
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Ergebnisse ist eine Schadigung der Zellen durch Lactat bei den Hepatocytenlinien eher
unwahrscheinlich. Gleichzeitig wurde in der selben Untersuchung bei den
Rattenhepatocyten durch WHKonzentrationen von 2 mM ein Riickgang der Viabilitat um
40% beobachtet. Die Endkonzentrationen vornyNRi den hier vorgestellten Kultivierungen
erreichten Werte von 2,3 mM (K105), 2,9 mM (C3A) und 3,2 mM (HepT) (siehe
Abb. 5.5.b-d). Offenbar sind die Hepatocytenlinien gegeniibey’ Ni¢utlich weniger
sensibel als die primaren Zellen, wenngleich eine Schadigung durghiiNifall von HepT

und K105 aufgrund des beobachteten Riuckgangs der Zellkonzentration nicht ausgeschlossen
werden kann. Demgegenuber blieb das exponentielle Wachstum der C3A-Kultur - wie aus
der konstanten spezifischen Wachstumsrate hervorgeht - selbst bei einer
NH,"-Konzentration oberhalb von 2 mM unbeeinflufit.

Ammonium entsteht durch den Abbau der Aminosduren, die nach Desaminierung an
unterschiedlichen Stellen des oxidativen Hauptabbauweges glucogen oder ketogon
eingeschleust werden. Etwa 10-15% des Gesamtenergiebedarfs von Saugetierzellen werden
auf diese Weise gedeckt @¥T1, VOET 1992; S. 689). In der Leber wird das dabei
entstehende Ammonium in den Hepatocyten - nach ATP-abh&angiger mitochondrialer
Kondensation mit Hydrogencarbonat zu Carbamylphosphat - durch die cytosolischen
Enzyme des Ornithincyclus' zu Harnstoff abgebawgl VOET 1992; S. 686). Allerdings

ist die NH,'-Affinitat fir diesen Abbauweg sehr gering i 2 mM). Der alternative
Abbauweg ist die ATP-abhéngige Kondensation von Glutamat und NHGlutamin. Die

NH, -Affinitat des dafir zustandigen Enzyms Glutaminsynthetase ist deutlich hoher
(Km =0,3mM). Dabei wird die Glutaminsynthetase durch ein Intermediat des
TricarbonsaurecyclusufKetoglutarat) aktiviert (JNGERMANN, KATz 1989). Aufgrund des
kontinuierlichen Anstiegs von Ammonium in den Kulturen von HepT, C3A und K105
spielten diese Abbauwege offenbar eher eine untergeordnete Rolle.

Die durch die Hepatocyten hervorgerufene  zeitliche  Veranderung der
Aminosaurekonzentrationen in den Kulturiberstdnden ist in Abb. 5.7 dargestellt. Keine der
Aminosauren war am Ende der Kultivierung vollstandig verbraucht, so dal? der beobachtete
Ruckgang der Zellkonzentration bei HepT und K105 zwischen 4,1 und sechs Tagen
Kulturdauer nicht mit einer Aminoséaurelimitierung begriindet werden kann. Aus den Daten
geht hervor, dal3 alle Aminoséuren bis auf Alanin (ALA) und Glutamat (GLU) verbraucht
wurden. Bei Glycin (GLY) konnte weder ein eindeutiger Verbrauch noch eine eindeutige
Produktion festgestellt werden. Die spezifischen Verbrauchs- bzw. Bildungsraten der
Aminosauren fur alle drei Zellinien sind in Abb. 5.8 aufgefiihrt. Dabei ragt besonders die
hohe Glutaminverbrauchsrate mit Werten von bis zu 775 nmd&IZ&llen*d)* (HepT)
hervor.

Die Alanin- und Glutamatproduktion kann durch das Zusammenwirken einer gestort
ablaufenden oxidativen Decarboxylierung (s.0.) in Verbindung mit dem hohen
Glutaminverbrauch erklart werden: Glutamin wird nach Desaminierung in Form von
o-Ketoglutarat in den TCC eingeschleust und schliel3lich zu Oxalacetat umgesetzt. Die z.T.
inaktive Pyruvatdecarboxylase fuhrt zu einer Akkumulation dieses Intermediats. Dabei stellt
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sich ein Gleichgewicht zwischen Oxalacetat und Malat ein. Malat liefert tber eine durch das
Malat-Enzym katalysierte Decarboxylierung schlief3lich Pyruvat.
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Abb. 5.7: Profile der zeitlichen Anderung der extrazellularen Aminosiurekonzentrationen (CAS) in den
25 cnf-T-Flaschenkultivierungen mit HepT (links), C3A (Mitte), und06 (rechts).

Fur Pyruvat gibt es dabei neben dem Umsatz zu Lactat einen alternativen Abbauweg: Durch
den Aminosaureabbau zur Energiegewinnung wird ein Teil der Aminogruppen durch
Transaminierungen in Form von Glutamat gesammelt. Uber das Enzym Alanin-
Aminotransferase werden diese Aminogruppen auf Pyruvat Ubertragen und es entstehen
o-Ketoglutarat und Alanin EHNINGER 1994, S. 597 f.)
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Abb. 5.8: Spezifische Aminosaure-Verbrauchs- und Bildungsrateg) (gon HepT, C3A und K105 in
25 cnf-T-Flaschen-Kultivierungen

1.1.5 Serumfreie Kultivierung

Seren enthalten eine Vielzahl bereits nachgewiesener Inhaltsstoffe, deren Konzentration von
Charge zu Charge stark schwanken kann. Hinzu kommt eine Fulle bisher nicht bekannter
Komponenten (z.B. Wachstumsfaktoren), deren Zahl auf mehr als 1000 geschatzt wird
(LiINDL, BAUER 1994, S. 67). Zur Vermeidung qualitativer und quantitativer Schwankungen
der Nahrmedienbestandteile und zur Gewahrleistung definierter und kontrollierter
Kultivierungsbedingungen ist daher die Verwendung eines serumfreien Mediums
wunschenswert. Fir viele Zellarten haben sich Insulin, Transferrin und Selenit als geeigneter
Serumersatz erwiesen ABNES, SATo 1980). Diese Stoffe waren auch Bestandteil der
beiden hier eingesetzten serumfreien Medien. Zudem enthielt das kommerziell erhaltliche
Medium den Hepatocyten-Wachstumsfaktor (HGF). Von proliferationsstimulierenden und
die Albuminsynthese steigernden Eigenschaften von HGF wurde bereits berichtet
(EcucHi et al. 2000).

Die Untersuchungen wurden in 75 TMFlaschen auf zwei unterschiedlichen Wegen
durchgefuhrt. Bei der ersten Methode wurden die Zellen, die durch Expansion in
Standardmedium zu konfluenten Monolayern gewonnen wurden, nach Trypsinierung
unmittelbar in das serumfreie Medium resuspendiert und mit einer Zellkonzentration von
2*10* Zellen/cnt und einem Kulturvolumen von 20 ml in neue T-Flaschen eingesét. Die
Einsaatdichte entsprach der doppelten Menge der sonst Ublichen Zellzahl (Verfahren nach
LINDL, BAUER 1994, S. 71). Bei der zweiten Methode bestand das Ziel darin, die Zellen an
zunehmend niedrigere Serumkonzentrationen zu gewodhnen. Dazu wurde nach Erzeugung
konfluenter Monolayer in Standardmedium tber einen Zeitraum von finf Tagen taglich 50%
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des Kulturiiberstands durch serumfreies Medium ersetzt und dadurch der Serumanteil
kontinuierlich gesenkt, so dal3 nach insgesamt sechs Tagen die Zellen fir 24 h der
niedrigsten Serumkonzentration von 0,016% (v/v) ausgesetzt waren. Danach wurden die
Zellen ebenfalls trypsiniert und in gleicher Weise wie bei der ersten Methode in neue
T-Flaschen eingesat.

Durch die unmittelbare Uberfilhrung vom serumhaltigen in das jeweilige serumfreie
Medium kam es zu keiner Adhasion der Zellen an der Wachstumsoberflache der
T-Flaschen. Statt dessen flotierten die Zellen auch 24 Stunden nach Einsaat noch im
Kulturiiberstand. Dies gilt sowohl fur das selbst entwickelte Medium als auch das eigens fur
die serumfreie Kultivierung von Hepatocyten entworfene Medium. Die Auszéhlung nach
Trypanblaufarbung ergab in beiden Fallen Viabilitaten von jeweils2td (HepT), bzw.
10+2% (K105) und 13-1% (C3A).

Auch die Gewbhnung der Zellen an serumfreie Bedingungen fuhrte nicht zum erhofften
Erfolg. Zwar konnte in der Phase der kontinuierlichen Reduzierung des Serumanteils bei der
mikroskopischen Betrachtung der Monolayer keine unmittelbare Zellschadigung bspw. in
Form sich von der Wachstumsoberflache ablosender Zellen festgestellt werden, doch fiihrte
die sich an diese Phase anschlieRende Resuspendierung der trypsinierten Zellen ebenfalls
dazu, daf} die Zellen auch 24 Stunden nach Einsaat noch im Kulturiiberstand flotierten. Die
hier ermittelten Viabilitaten entsprachen den Werten, die bei der Methode der unmittelbaren
Uberfuihrung erzielt wurden.

Hieraus folgt, dalR alle drei verwendeten Hepatocytenlinien unter den gewdahlten
Bedingungen strikt serumabhangig sind. Fur alle weiterfihrenden Untersuchungen zur
Expansion und hypothermischen Konservierung wurde daher auf das serumhaltige
Standardmedium zuriickgegriffen. Dies mufd aber nicht unbedingt als Nachteil gewertet
werden. Ein Gegenargument fur die Verwendung serumfreier Ndhrmedien ist der Umstand,
dal’ es haufig weniger zu einer Adaptation der gesamten Zellpopulation an die serumfreien
Bedingungen kommt, sondern vielmehr eine Selektion bestimmter Zellen stattfindet
(CHIANG et al. 1985). Diese besitzen vielfach nicht mehr diejenigen Eigenschaften der
urspriunglich  serumabhangigen Zellen. Zudem konnen Unterschiede in der
Medienzusammensetzung bei den Hepatocyten zu reduzierten Biotransformationsleistungen
fuhren (DobosTDARet al. 1988). Ferner entspricht die Verwendung serumhaltiger Medien
eher den Bedingungen im Anwendungsfall, bei dem die Hepatocyten als biologische
Komponente in bioartifiziellen Leberersatzsystemen dem Patientenblut bzw. -plasma
ausgesetzt sind.
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1.2 Cytochrom-P450-Aktivitaten

1.2.1 Effekte der Induktoren/Inhibitoren auf die Zellviabilitat

Die Untersuchungen wurden in 12-Well-Platten durchgefiihrt. Nach Erzeugung konfluenter
Monolayer der Hepatocytenlinien wurden die Zellen zwei Mal fur je 24 Stunden mit jeweils
einer der Substanzen in einem fir die sich daran anschlieRenden Aktivitatsuntersuchungen
relevanten Konzentrationsbereich inkubiert.

3-Methylcholantren (3-MC)

3-Methylcholantren diente als Induktor bei der Bestimmung der ECOD- und EROD-
Aktivitat der Hepatocytenlinien. Es wurde in einem Konzentrationsbereich zwischen
0-100 uM eingesetzt.
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Abb. 5.9: Anderung der Lebendzellzahl der Hepatocytenlinien HepT, C3A ur@ib Kinter dem EinfluR von
3-Methylcolantren in 12-Well-Platten

Bei der K105 zeigten sich geringfligig negative Effekte auf die Viabilitdt der Zellen durch
die Einwirkung von3-Methylcholantren. Die Zellzahl in den Monolayern nahm linear um
durchschnittlich 1,1*1 Zellen pro 10 uM Konzentrationserhdhung des Induktors ab
(siehe Abb. 5.9). Der Verlust bei der Maximalkonzentration von 100 uM zur
Ausgangszellmenge (0 uM) betrug dabei ca. 10%. HepT und C3A zeigten demgegeniber
eine deutlich hohere Sensibilitit gegeniber diesem Induktor. Bereits bei 3ei€r
Konzentration von 10 uM nahm die Zellmenge um 30% (HepT) bzw. 52% (C3A) ab. Bei
weiterer Konzentrationserhéhung verlangsamte sich dieser Negativtrend in beiden Fallen.
Bei K105 betrug der Gesamtverlust bei dg&MC-Maximalkonzentration 44% zur
Ausgangszellmenge. C3A zeigte im Vergleich zu den tbrigen Hepatocytenlinien die héchste
Sensitivitat gegentib&MC. Hier betrug der Gesamtverlust 76%.
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Phenobarbital

Phenobarbital wird medizinisch als Antiepileptikum, Hypnotikum und Sedativum
verabreicht. In dieser Untersuchung diente es als Induktor bei der Bestimmung aller drei
untersuchten Cytochrom-P450-Aktivitaten und wurde in einem Konzentrationsbereich von
0-1 mM eingesetzt.
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Abb. 5.10: Anderung der Lebendzellzahl der Hepatocytenlinien HepT, C3A b Kinter dem Einfluf? von
Phenobarbital in 12-Well-Platten

Die Einwirkung von Phenobarbital hatte bei allen drei Hepatocytenlinien einen geringfligig
negativen Effekt (siehe Abb. 5.10). K105 erwies sich auch hier als widerstandsfahigste
Linie. Die Zellzahl nahm bei der PB-Maximalkonzentration von 1 mM lediglich um 3% zur
Ausgangszellmenge (0 mM PB) ab. Bei C3A betrug dieser Wert 6%, bei HepT 11%.

FNaphthoflavon (beta-Naphthoflavons-NF)

FNaphthoflavon wurde wie8-MC als Induktor bei der Bestimmung der ECOD- und
EROD-AKktivitat in einem Konzentrationsbereich von 0-100 uM eingesetzt.

Ahnlich wie PB hat auchpNaphthoflavon in den eingesetzten Konzentrationen kaum
cytotoxische Wirkung bei der Mehrzahl der Hepatocytenlinien. Die Zellmenge von K105
blieb UGber den gesamten Konzentrationsbereich stabil (siehe Abb. 5.11). Bei C3A mulite
man bei der héchste®NF-Konzentration von 100 pM einen geringfiigigen Verlust von 8%
zur Ausgangszellmenge (0 pM-NF) hinnehmen. HepT erwies sich hier als die
empfindlichste Zellinie: 36% der Zellen starben bei der hochstéR-Konzentration ab.
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Abb. 5.11: Anderung der Lebendzellzahl der Hepatocytenlinien HepT, C3A ufds Kinter dem Einfluf? von
FNaphthoflavon in 12-Well-Platten

Pyrazol
Diese Substanz diente als Induktor bei der CH-Aktivitatsbestimmung und wurde den Zellen
in einem Konzentrationsbereich von 0-10 mM verabreicht.
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Abb. 5.12: Anderung der Lebendzellzahl der Hepatocytenlinien HepT, C3A s Kinter dem Einfluf? von
Pyrazol in 12-Well-Platten.
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Mit steigender Pyrazolkonzentration starben bei allen drei Hepatocytenlinien zunehmend
Zellen ab (siehe Abb. 5.12). Der hochste Verlust bei der Maximalkonzentration von 10 mM
zur Ausgangszellmenge bei 0 mM war bei HepT mit 28% zu verzeichnen. Bei C3A und
K105 betrug dieser Wert ca. 14% bzw. ca. 18%.

a-Naphthoflavon @-NF, alpha-Naphthoflavon, alpha-NF)

o-Naphthoflavon gilt als effektiver Inhibitor u.a. der Cytochrom-P450-Enzyme der
Subfamilie CYP1A (siehe IV.2.2.5.3). Deshalb wurde diese Substanz zur Bewertung der
Grundaktivitat der Zellen im Umsatz v@rEthoxyresorufin zi7-Hydroxyresorufin (EROD-
Aktivitat) herangezogen.
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Abb. 5.13: Anderung der Lebendzellzahl der Hepatocytenlinien HepT, C3A Ui Kinter dem EinfluR von
Pyrazol in 12-Well-Platten.

a-Naphthoflavon fuhrte bei allen Hepatocytenlinien insbesondere im mittleren und hohen
Konzentrationsbereich (50-100 puM) zu einer Reduktion der Lebendzellzahl (siehe
Abb. 5.13). Im Vergleich zu den anderen eingesetzten Substanzen konnte hier die htéchste
Cytotoxizitat verzeichnet werden. So waren bei der Maximalkonzentration von 100 pM
Verluste von ca. 57% (C3A) uUber 70% (HepT) bis hin zu 76% (K105) zur jeweiligen
Ausgangszellmenge bei 0 uM zu verzeichnen.

Zusammenfassung

Die Substanzen hatten im Vergleich eine unterschiedlich ausgepragte cytotoxische Wirkung
auf die Zellen. Diese Wirkung war konzentrationsabhangig, d.h. die hochste Schadigung war
bei der hdchsten eingesetzten Konzentration einer jeden Substanz feststellbar (siehe
Abb. 5.14). Jedoch bestand in der Mehrzahl der Versuchsergebnisse kein linearer
Zusammenhang zwischen der eingesetzten Konzentration und dem Absterben der Zellen.
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Abb. 5.14: Prozentuale Verluste der Lebendzellzahl zur Ausgangszellzahl von HepT, C3a und K105 unter
dem EinfluR der jeweils hochsten Konzentration der eingesetzten Induktoren/Inhibitoren der Cytochrom-P450-
Aktivitaten.

o-NF erwies sich als diejenige Substanz mit der héchsten cytotoxischen Wirkung auf alle
eingesetzten Hepatocytenlinien. PB hatte dagegen eine deutlich geringere Cytotoxizitat. In
der Summe erwies sich K105 als die robusteste Hepatocytenlinie. Lediglich im Fall von
o-NF muf3ten bei dieser Zellinie die hochsten Verluste verzeichnet werden.

1.2.2 CH-Aktivitat

In keinem der in der Versuchsanordnung zur CH-Aktivitat (siehe Tab. 4.7) erzeugten
Kulturiberstdande konnte mittels der etablierten spektrofluorimetrischen Methode
7-Hydroxycoumarin nachgewiesen werden. Weder HepT, noch C3A oder K105 zeigten
demnach eine konstitutive CH-Aktivitat. Diese war auch weder durch Phenobarbital noch
durch Pyrazol induzierbar. Dieses Ergebnis entspricht Befunden, die bei Untersuchungen
zur CH-AKktivitdt mit der C3A-Vorlauferlinie Hep G2 und der Rattenhepatoblastomlinie
FaO gemacht wurden NATO et al. 1998). Bisher gibt es keine Veroffentlichung, in der
von einer nachweisbaren CH-Aktivitat in Hepatocytenlinien berichtet wird. Bei primaren
humanen Hepatocyten wurde in einer identischen Versuchsanordnung im Vergleich dazu ein
spezifische Aktivitat der Coumarin-Hydroxylierung von durchschnittlich
77,6 pmol*(mg Zellprotein*min}  ermittelt. CYP2A6 ist neben der Coumarin-
Hydroxylierung am Abbau von toxischen und cancerogenen Stoffen wie z.B. Nikotin,
Nitrosaminen und Aflatoxin Bbeteiligt (FELKONEN et al. 2000). Diese Abbauwege wéaren
demnach ebenfalls durch die Inaktivitat des Enzyms gestort.
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1.2.3 ECOD-AKktivitat

Abb. 5.15 soll exemplarisch den Verlauf einer Reihe der zahlreichen ECOD-Messungen
verdeutlichen, deren Einzeldarstellung an dieser Stelle zu weit fihren wirde. Haufig konnte
Uber den gesamten Versuchszeitraum (10 Stunden) keine kontinuierliche Zunahme der
Umbelliferonkonzentration in den Kulturiberstdnden festgestellt werden. Nach einem
anfanglichen Anstieg tUber die ersten Stunden der Datenaufnahme fiel die Konzentration
nachfolgend wieder ab. Urséachlich hierfur ist das Einsetzen von Phase lI-Reaktionen der
Biotransformation, bei dem das Produkt der Cytochrom-P450-Aktivitat (hier Umbelliferon)
weiter umgesetzt wird (vgl. 11.1.5.1). Allerdings war fur eine bestimmte Hepatocytenlinie
kein definierter Zeitpunkt fur den Beginn der Phase-ll-Reaktionen feststellbar. Bspw. stieg
bei C3A nach3-MC-Induktion die Umbelliferonkonzentration kontinuierlich an, nach
B-NF-Induktion nahm die Konzentration nach vier Stunden und nach PB-Induktion bereits
nach zwei Stunden wieder ab. Nebenbei geht aus Abb. 5.15 hervor, dal3 nach einer Induktion
mit 10 M B-NF bei C3A eine deutlich h6here ECOD-Aktivitéat gemessen werden konnte
als fur HepT und K105. Die spezifischen ECOD-Aktivitdten sind in den nachfolgenden
Abbildungen (siehe Abb. 5.16.a-c) im Detail dargestellt und wurden jeweils nur Uber den
Zeitraum einer kontinuierlichen Zunahme der Umbelliferonkonzentration ermittelt.

|- HepT-10 M B-NF -®- C3A-10 uM R-NF @ K105-10 pM B-NF |

2500

= = )

) Ul o

o o o

o o o
| | |

500 -

Umbelliferon (pmol/10 6 Zellen)

Zeit (Stunden)

Abb. 5.15: Zeitliche Anderung der Konzentration von Umbelliferon als Produkt der ECOD-AKtivitat in den
Kulturtibersténden von HepT, C3A und K105 nach Induktion mit 1Bpaphthoflavon (3-NF).

Die ECOD-Grundaktivitat der Hepatocytenlinien entsprach jeweils der spezifischen
Umbelliferonproduktionsrate, ohne dafd zuvor die Zellen mit einem der Induktoren inkubiert
wurde. Diese betrug im arithmetischen Mittel der drei Versuchsreihen bei
K105 1,7+1,1 pmol*(10 Zellen*h)*, bei HepT 6,6+1,0 pmol*(1¢ Zellen*h)* und bei
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C3A 18,2+6,8 pmol*(10 Zellen*h)*. Diese Grundaktivitit konnte durch vorherige
Induktion gesteigert werden (siehe Abb. 5.16).
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Abb. 5.16: Spezifische Umbelliferonproduktionsraten in der ECOD-Aktivitat von HepT, C3A und K105 in
Abhangigkeit zu den eingesetzten Induktoren und deren Konzentrationen.

Die im gesamten Versuch hdchste ECOD-Aktivitdt besal3 C3A nach einer Induktion mit
10 uM p—Naphthoflavon (siehe Abb. 5.16.a), bei der mit 479 pmofgelien*h)* die
Grundaktivitdt um mehr als das 26fache gesteigert werden konnte. Begunstigt wurde dies
sicherlich durch den Umstand, dald die Inkubation paNlaphthoflavon bei C3A im
Gegensatz zu den anderen hier eingesetzten Induktoren eine geringere Schadigung der
Zellen verursachte (siehe Abb. 5.14).

Im Fall der Induktion mit 10 pN8-Methylcholantren konnte bei C3A die Grundaktivitat um

das 5,6fache gesteigert werden (siehe Abb. 5.16.b). Hier erwies sich in vorangegangenen
Untersuchungen die Vorlauferzellinie Hep G2 allerdings als deutlich aktiver. Unter
Verwendung von Kulturmedium RPMI 1640 mit 5% (v/v) FCS konnte nach einer Induktion
mit 5 uM 3-Methylcholantren die bereits im Vergleich zu C3A hohere Grundaktivitat von

50 pmol*(1F Zellen*h)* um das 26fache auf 1300 pmol*f1Bellen*h)* erhsht werden
(DAwsON et al. 1985). Durch Erh6hung der FCS-Konzentration im Medium auf 10% (v/v)
lieR sich die3-MC-induzierte Aktivitat auf bis zu 1875 pmol *(A@ellen*h)* steigern
(MUHLENFELD 1999). C3A erreichte nur 7,5% dieser Aktivitat.
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Durch die hier insgesamt erzielten Ergebnisse wird deutlich, dal3 die Induzierbarkeit im
gewahlten Konzentrationsbereich nicht direkt mit der Induktorkonzenteration korrelierte,
sondern bereits bei geringen Konzentrationen eine Séattigung der Induzierbarkeit erreicht
wurde bzw. eine weitere Erhohung der Induktorkonzentration die ECOD-Aktivitat
reduzierte. Letzteres kdnnte auf die cytotoxische Wirkung der Mehrzahl der Induktoren bei
hoheren Konzentrationen zurickzufiuhren sein.

Auffallig ist auch, dal3 sich die ECOD-Aktivitat durch Zugabe von Phenobarbital bei keiner
der eingesetzten Hepatocytenlinien nachhaltig steigern lie3. Wahrend dies im Fall der
humanen Linie C3A dem Ergebnis friherer Untersuchungen mit humanen Hepatocyten
entsprach (BwsoN et al. 1985), ware im Fall der murinen Linien durch die Beteiligung der
phenobarbitalinduzierbaren Cytochrom-P450-Enzyme CYP2A5 und CYP2B1 an der
EROD-Aktivitat eine Steigerung zu erwarten geweserrRe(BLEE POLAND 1978,

LuBeT et al. 1990). Allerdings konnte die Inaktivitat von CYP2AS5 in den murinen Linien
bereits bei der Coumarinhydroxylierung nachgewiesen werden (siehe V.1.3.2). Die fehlende
Induzierbarkeit durch Phenobarbital weist hier auf eine Inaktivitdit von CYP2B6 hin.
Insgesamt bleibt festzuhalten, daf3 C3A in allen Versuchsanordnungen die im Vergleich zu
HepT und K105 hochste ECOD-Aktivitat besal3.

In Relation zur ECOD-AKktivitdt primarer porciner Hepatocyten sind die hier erzielten
Aktivitaten der Hepatocytenlinien vergleichsweise gering. Von einer Grundaktivitat von
mehr als 2500 pmol*(fZellen*h)* wurde in einer anderen Untersuchung berichtet
(HANSEN et al. 2000). Diese lie3 sich zudem durch eine Induktion mit 50 uM
3-Methylcholantren auf einen Wert von iiber 17.500 pmof@éllen*h)* steigern. Damit

war die induzierte ECOD-Aktivitdt bei den Schweinehepatocyten im Vergleich zu C3A
mehr als 36mal hoher. Dies bestétigt einmal mehr die im Vergleich zu primaren porcinen
Hepatocyten allgemein geringere leberspezifische Aktivitat solcher Hepatoblastomlinien
(NYBERG 1994, SANGE, MITZNER 1995, WANG 1998) Ein Vergleich der zellspezifischen
Aktivitdt mit primaren humanen Hepatocyten gestaltet sich demgegnuber schwierig. In der
Literatur findet man lediglich Angaben zu Cytochrom-P450-Aktivitaten in
Mikrosompré&paraten, die aus priméren Zellen gewonnen wurden, wobei die spezifische
Aktivitat dann auf die Gesamtproteinkonzentration bezogen wurde.

1.2.4 EROD-AKktivitat

Auch beim Umsatz voii-Ethoxyresorufin zu7-Hydroxyresorufin konnte in den einzelnen
Versuchreihen z.T. nach einem anfanglich kontinuierlichen Anstieg der Produktmenge
nachfolgend ein Rickgang beobachtet werden. Ein exemplarischer zeitlicher Verlauf ist in
Abb. 5.17 dargestellt. Ursachlich ist wie bei der Bestimmung der ECOD-Aktivitat ein
weiterer Umsatz des Reaktionsprodukts durch die Enzyme der Phase-lI-Reaktionen der
Biotransformation. Bev-Hydroxyresorufin findet dies durch eine cytosolische Diaphorase
(NAD(P)H-Chinon Oxireduktase, EC 1.6.99.2) stattiM®Net al. 1984). Ein effektiver
Inhibitor dieses Enzyms ist Dicumarol. Allerdings ergaben Voruntersuchungen, dal3 die
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Zugabe von Dicumarol in den fir die Inhibition notwendigen Konzentrationen von
2,4-10 uM z.T. unmittelbar zu einem massiven Absterben der ZelleniiAte diesem
Grund wurde hier auf den Einsatz von Dicumarol verzichtet und die spezifische Aktivitat im
Zeitraum eines kontinuierlichen Anstiegs d@ddydroxyresorufin ermittelt.
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Abb. 5.17: Zeitliche Anderung der Konzentration v@rHydroxyresorufin als Produkt der EROD-Aktivitét in
den Kulturuberstanden von HepT, C3A und K105 nach Induktion mit 1@{Ndphthoflavon (3-NF).

Die EROD-Grundaktivititen der Hetocytenlinien wurden analog zu den ECOD-
Grundaktivitaten anhand der spezifischen Produktbildungsraten 7tgdroxyresorufin)

ohne Zugabe der einzelnen Induktoren ermittelt. Diese betrug bei C3A
1,9+1,6 pmol*(1C Zellen*hY*, bei K105 6,3:2,0 pmol*(18 Zellen*hY*und bei HepT
6,9+1,5 pmol*(1CQ Zellen*h)*. Damit Ubertraf im Gegensatz zur ECOD-Aktivitat die
EROD-AKktivitat der murinen Hepatocytenlinien diejenige der humanen Hepatoblastomlinie.
Die Induktoren hatten sehr unterschiedlichen Einflul3 auf die jeweilige Grundaktivitat.
Waéhrend durch Vorbehandlung rBiMethylcholantren bei C3A eine zur Konzentration des
Induktors korrelierende Verstarkung der Aktivitat festzustellen war, wirkte derselbe
Induktor bei HepT und K105 Uberraschender Weise als Inhibitor (siehe Abb. 5.18.a). Bei
einer Konzentration von 100 uM Methylcholantren sank die EROD-Aktivitat auf 22%
(HepT) bzw. 3,8% (K105) der Grundaktivitat. Bei C3A wurde die in dieser Versuchsreihe
sehr niedrige Grundaktivitat bei der selben Induktorkonzentration dagegen um das 260fache
gesteigert.

Durch die Vorbehandlung mit Phenobarbital konnte bei HepT und C3A eine
konzentrationsabhangige Steigerung der Grundaktivitat festgestellt werden. Diese
Steigerung lag aber auf einem sehr geringen Niveau (siehe Abb. 5.18.b). Phenobarbital
wirkte bei K105 weder induzierend noch hemmend.

! persénliche Mitteilung durch Dr. Andreas Werner, Lehrstuhl fiir Zellkulturtechnik, Universitét Bielefeld
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Durch B-Naphthoflavon konnte die EROD-Grundaktivitat aller Hepatocytenlinien erhdht
werden. Allerdings erreichte die Induktion bereits bei einer Konzentration von 10 uM ihr
Maximum und fiel bei weiterer Konzentrationserh6hung des Induktors unterhalb der
Grundaktivitat ab (siehe Abb. 5.18.c). Die im gesamten Versuchsansatz héchste EROD-
Aktivitat besaR K105 mit einem Wert von 64,9 pmol{Z&llen*h)’. Durch die
Vorbehandlung mit 10 puM3-Naphthoflavon wurde damit die Grundaktivitdit um das
10fache gesteigert.
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Abb. 5.18: Spezifische7-Hydroxyresorufinproduktionsraten in der EROD-Aktivitat von HepT, C3A und K105
in Abhangigkeit zu den eingesetzten Induktoren und deren Konzentrationen.

o-Naphthoflavon erwies sich als effektiver Inhibitor der EROD-AKktivitat. Bei C3A konnte
bereits bei einer Konzentration von 10 pM des Induktors jegliche Bildung von
7-Hydroxyresorufin unterbunden werden (siehe Abb. 5.18.d). Trotz hoher cytotoxischer
Wirkung dieses Induktors (siehe Abb. 5.11) konnte bei HepT und K105 selbst nach einer
Vorbehandlung mit 100 pMa-Naphthoflavon noch eine Restaktivitdit nachgewiesen
werden. Diese lag jedoch nur noch bei 10% (K105) bzw. 3,2% (HepT) der Grundaktivitat.

Auch bei der EROD-Aktivitat sind die hier verwendeten Hepatocytenlinien primaren
porcinen Hepatocyten deutlich unterlegen. Von einer Grundaktivitat dieser Zellen von
durchschnittlich 200 pmol*(fZellen*h)* wurde bereits berichtet @HSEN et al. 2000).
Nach Vorbehandlung mit 50 pBtMethylcholantren liel3 sich diese Aktivitat auf etwa den
doppelten Wert steigern. Die induzierte Aktivitdt der Schweinehepatocyten Ubertrifft damit
die hochste hier erzielte Aktivitat von K105 um das 6fache. Die Grundaktivitat der priméaren
Zellen ist im Vergleich zu HepT, C3A und K105 durchschnittlich fast 80mal hoher.
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Zellspezifische Daten von primaren humanen Hepatocyten liegen aus den in Abschnitt
V.1.1.4 bereits genannten Grunden leider nicht vor.

1.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Cytochrom-P450-
Aktivitatsmessungen

Weder die bereits klinisch in bioartifziellen Leberersatzsystemen eingesetzte humane
Hepatoblastomlinie C3A noch die murinen Linien HepT und K105 zeigten eine CH-
Aktivitat. Im Vergleich zu primaren porcinen Hepatocyten, die ebenfalls Bestandteil
mehrerer bioartifizieller Leberersatzsysteme sind, ist die ECOD-bzw. EROD Aktivitat aller
drei Hepatocytenlinien deutlich geringer.

Alle drei untersuchten Zellinien sind aus mehreren Griinden als biologische Komponente
eines bioatrtifiziellen Leberersatzsystems fur den klinischen Einsatz ungeeignet. HepT und
K105 sind murine Zellen, die neben einer hier nachgewiesenen geringen
Biotransformationsleistungen alle bereits zuvor aufgelisteten negativen Eigenschaften
xenogener Zellen mit sich fiihren (siehe 1.3.2.2.3.1). C3A zeigte hier ebenfalls
vergleichsweise geringe leberspezifische Eigenschaften, die die Effizienz dieser Zellen in
der klinischen Anwendung des ELAEBystems fragwiirdig erscheinen lassen. Zudem ist
die Verwendung solcher Tumorzellen mit bereits dargestellten Risiken verbunden (siehe
11.3.2.2.3.1). In Ermangelung einer alternativen Zelle, die die erforderlichen Eigenschaften
besitzt, wurden alle weiterfihrenden Arbeiten zur Expansion und Kihllagerung mit HepT,
C3A und K105 als Modellzellinien durchgefihrt.

1.3 Kultivierung der Hepatocytenlinien im 1-L-Bioreaktor

1 g Lebermasse enthalten rund 1,7Hepatocyten (Ksai et al. 1994). Ausgehend von
Ergebnissen aus tumorbedingten Teilresektionen bendtigt der erwachsene Mensch etwa
10-30% der Masse der gesunden Leber (= ca. 160-480 g) zum Uberleben
(NAGASUE et al. 1987), welches  umgerechnet einer Zellmenge von etwa
2,7-8,2*13° Hepatocyten entspricht.

Bei einer durchschnittlich erreichbaren Zellkonzentration von etwa 4,@@len/cnf in
T-Flaschen (siehe Abb. 5.4) wiirde daher zur Erzeugung einer ausreichenden Zellmenge fur
bioartifizielle Leberersatzsysteme eine Wachstumsoberflache von 6,8-2Bghiitigt. Dies
wiederum entspricht einer Menge von ca. 390-1200 T-Flaschen mit einer
Wachstumsoberflache von je 175%iDa die parallele Handhabung einer solch groRen Zahl
von Gewebekulturflaschen einen enormen Aufwand darstellt, wurde untersucht, ob mit Hilfe
der Microcarrier-Technik durch Vergrof3erung der Wachstumsoberflache bei gleichzeitiger
Reduktion des Kulturvolumens ein 6konomisch sinnvollerer Weg beschritten werden kann.
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1.3.1 Kultivierung von HepT auf CultiSpher® G-Microcarriern

HepT zeigte eine sehr gute Affinitdt zu den verwendeten Microcarriern. Nach der
Initiationsphase in Spinnerflaschen lag die Wiederfindungsrate der auf den Carriern
adharierten Zellen gegenuber der urspringlich eingesetzten Zellmenge jeweils bei Uber 90%.

Abb. 5.19: REM-Aufnahmen von CultiSphérG-Microcarriern.a: Unbehandelter trockener Microcarrier.
b: Microcarrier nach Inkubation in CMF-PBS und HitzesterilisatmrDurch HepT besiedelter Microcarrier
bei einer Zellkonzentration von 4,9*1@ellen/ml nach 4,2 Tagen Kultivierung im geregelten 1-L-Bioreaktor.

Nach Uberfiihrung der besiedelten Microcarrier von der Spinnerflasche in den geregelten
1-L-Bioreaktor und Auffillen des Reaktors auf ein Kulturvolumen von 1 Liter zeigte HepT
im ausgewabhlten Beispiel innerhalb der ersten 2,8 Tage der Kultivierung ein exponentielles
Proliferationsverhalten bis zu einer Zellkonzentration von 30*1Bellen/ml

(siehe Abb. 5.20). Die maximale spezifische Wachstumsrate betrug in diesem Zeitraum
Hmax= 0,8 d* (ty = 20,8 Stunden). Die Proliferationsaktivitat der Zellen war hier demnach
niedriger als in den T-Flaschen (vgl. V.1.1.4). Ein direkter Vergleich ergibt eine um 27%
reduzierte Wachstumsgeschwindigkeit der Kultur.
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Abb. 5.20: Zeitlicher Verlauf der Kultivierung von HepT auf 3 g/l CultiSph&-Microcarriern im geregelten
1-L-Bioreaktorsystem
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Zwischen Tag 2,8 und Tag 4,2 nahm die Zellkonzentration mit einer im Vergleich zur
exponentiellen Wachstumsphase geringeren Rate von p =0(84=48,9 Stunden) zu, bis
schlief3lich zwischen 4,2-4,9 Tagen die nach 4,2 Tagen maximal erreichte Zellkonzentration
von 4,9*16 Zellen/ml (siehe auch Abb. 5.18.c) geringfiigig um 4% zuriickging.

Innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase korrelierten der Glucoseverbrauch sowie die
Lactat- und NH'-Produktion sehr gut mit der Proliferation der Zelleh %r0,89-0,99).
Gleiches gilt fur die Zunahme der extrazellularen LDH-Aktivitat, die allerdings mit einer
Rate von 52,8 mU/fdebende Zellen {r= 0,95) im Vergleich zur T-Flaschenkultivierung
16mal hoher war. Mit dem Ubergang zur stationdaren Phase zwischen 2,8-4,2 Tagen traten
Veranderungen im Metabolismus auf. Die Zellen begannen nun, das urspringlich
produzierte Lactat und Ammonium zu verbrauchen, wahrend sich gleichzeitig der
Glucoseverbrauch reduzierte. Aus der Analyse der extrazellularen Aminoséaure-
konzentrationen wurde ersichtlich, dafl zu diesem Zeitpunkt Tryptophan (TRP) und
Glutamin (GLN) vollstandig verbraucht waren. Zum Ende der Kultivierung kam ferner der
vollstandige Verbrauch von Methionin (MET) hinzu. Mit der einsetzenden Limitierung von
Tryptophan und Glutamin konnte zudem eine verstarkte Produktion von Glycin (GLY) und
ein verstarkter Verbrauch von Asparagin (ASN) beobachtet werden (siehe Abb. 5.21).
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Abb. 5.21: Profile der zeitlichen Anderung der extrazellularen Aminosaurekonzentrationen bei der
Kultivierung von HepT im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem.
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Die Limitierung der Aminoséduren war offensichtlich Ursache fur das nach der
exponentiellen Phase reduzierte Wachstum der Kultur und die Veranderung des Glucose-,
Lactat- , Ammonium-, Glycin- und Asparaginstoffwechsels. Das Absterben der Zellen am
Ende der Kultivierung konnte zudem durch einen nach 4,2 Tagen Kultivierungsdauer
einsetzenden Abfall des pH-Wertes im Kulturmedium von pH 7,2 auf schlie3lich bis zu
pH 6,7 verursacht worden sein.

Der abfallende pH-Wert war ein grundsatzliches Problem der Kultivierung der Zellen unter
Verwendung des mikropordsen Polypropylenschlauchs zur Gasver- und —entsorgung. Durch
den vorgegebenen Gasvolumenstrom konnte bei Zellkonzentrationen oberhalb von
3+10° Zellen/ml das durch die Zellen produzierte Qticht mehr in ausreichendem Mafe

aus dem Kulturiberstand abgereichert werden. Ursache dafir war offenbar eine zunehmend
schlechtere Diffusibilitét des Membranschlauchs in Folge von z.B. Proteinauflagerungen
(engl.fouling) im Verlauf der Kultivierung. Eine mégliche Losung dieses Problems durch
Erhohung des Gasvolumenstroms Uber einen vermehrten Lufteinstrom fiuihrte aufgrund des
hohen Stickstoffanteils in der Luft zu einer Erniedrigung des pér auch bei maximalem
geregelten @Eintrag nicht mehr auf dem Sollwert von 40% SAT gehalten werden konnte.
Dies hatte durch einen,@rundstrom statt des Luftgrundstroms verhindert werden kénnen.
Da die pQ-Messung mittels Clark-Elektrode druckabhéngig ist, hatte die mit dem
vermehrten Gaseinstrom verbundene Druckerhdhung im Bioreaktor jedoch zusatzliche
Melungenauigkeiten verursacht.

Trotz dieser Umsténde wurde innerhalb von 4,2 Tagen eine Zellmenge von°4@ttm
erzeugt, welches etwa 10% der fur ein bioartifizielles Leberersatzsystem erforderlichen
Menge entspricht. Unter Aufrechterhaltung der maximalen spezifischen Wachstumsrate
wére diese Menge bereits nach 3,5 Tagen zu erreichen. Demzufolge konnte durch
Malfl3stabsvergrofRerung in einer einzigen 10-Liter-Kultivierung eine ausreichende Zellmenge
generiert werden, sofern eine Hepatocytenlinie die Proliferationseigenschaften von HepT
und die Biotransformationsleistungen primarer humaner Hepatodytenvo aufweist.

Durch eine verbesserte Gasver- bzw. -entsorgung und weitere Aminosauresupplementierung
des Standardmediums bzw. durch einen Mediumaustausch lie3e sich Uber eine verlangerte
Kultivierungsdauer zudem eine noch grol3ere Zellmenge erzeugen. Die Kapazitat der
CultiSphef G-Microcarrier liegt offenbar auch deutlich iiber dem hier erreichten Wert mit
1,7*10° Zellen/Microcarrier. Mit CHO-Zellen wurden Konzentrationen von bis zu
4,5*10° Zellen/Microcarrier erzielt (MsNOT et al. 1990).

1.3.2 Spharoidkultivierung von C3A

Die Adhasionsneigung von C3A an die Gelatinematrix der CultiSpGeMicrocarrier war
deutlich geringer als bei HepT. Maximal ein Drittel der Zellen wurde nach der
Initiationsphase auf den Carriern wiedergefunden. Der Grol3teil der Zellen war statt dessen
zu Zellhaufen (Spharoide) aggregiert, wobei etwa 5-20 Zellen einen solchen Sphéroid
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bildeten (siehe Abb. 5.22.a). Die weitere Microcarrier-Kultivierung von C3A gestaltete sich
schwierig. Nach einer Kulturdauer von zwei Tagen im 1-L-Bioreaktor konnte eine
zunehmende Verklumpung der Carrier beobachtet werden, die sich auch durch eine
kurzfristige Erhohung der Ruhrergeschwindigkeit nicht auflésen lie3. Zudem fihrte die
Verklumpung und eine hierdurch verursachte Sedimentation der Carrier zu einer
Ungleichverteilung der Zellen im Kulturmedium. Eine reprasentative Probenentnahme zur
Bestimmung der Zellkonzentration war aufgrund dieser Umstande nicht moglich. Deshalb
wurden die Sphéroide statt der auf den Microcarriern adhéarierten Zellen fur die Expansion
im Bioreaktor weiterverwendet. Zur Erzeugung der Spharoide wahrend der Initiationsphase
in Spinnerflaschen wurde auf den Einsatz der Microcarrier verzichtet, ansonsten aber
bezuglich des intermittierenden Ruhrverfahrens auf die gleiche Weise vorgegangen.

Nach einer Kultivierungsdauer von 4,8 Tagen wiesen die C3A-Sphéaroide eine im Vergleich
zum Beginn der Kultivierung kompaktere Form auf (siehe Abb. 5.22.b). Der Durchmesser
der hier dargestellten Zellaggregate betrug zwischen 50-100 um. Am Ende der Kultivierung
nach 7,8 Tagen enthielt die Kultur vereinzelt Spharoide mit einem Durchmesser von bis zu
340 pm (siehe Abb. 5.22.c), welches in etwa dem Durchmesser der grofiten
CultiSpheP G-Microcarrier entspricht.

Abb. 5.22: Spharoidbildung von C3A wahrend der Kultivierung im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem
(lichtmikroskopische Aufnahmen)a: Sphéroide nach der Initiationsphase. Der Pfeil markiert einen
Microcarrier.b: Spharoide nach einer Kultivierungsdauer von 4,8 TaGerEinzelner Sphéaroid nach einer
Kultivierungsdauer von 7,8 Tagen.

Die Erzeugung einer Zellkonzentration von 3*10Zellen/ml bedurfte einer
Kultivierungsdauer von 7,8 Tagen und einem zweimaligen Mediumwechsel (= MW, 90%
des Reaktorvolumens) nach 4,8 und 6,8 Tagen (siehe Abb. 5.23). Medienwechsel wurden
durchgefuhrt, indem durch Ausschalten der Taumelrihrung die Sphéroide Uber einen
Zeitraum von ca. 20 Minuten auf den Boden des Bioreaktors sedimentierten. Hierdurch
konnte der Kulturiiberstand unter Ruckhaltung der lebenden Zellen abgehoben und durch
eine entsprechende Menge frischen Mediums ersetzt werden. Durch das Wiederauffillen des



Kapitel V: Ergebnisse und Diskussion 102

Bioreaktors bei gleichzeitigem Einschalten der Taumelrihrung konnten die Sphéaroide
vollstandig resuspendiert werden.

Die maximale spezifische Wachstumsrate betrugwp= 0,46 d, welches einer
Verdopplungszeit der Zellen von 36 Stunden entspricht. Wie HepT zeigte auch C3A eine im
Vergleich zur T-Flaschenkultivierung verminderte Proliferationsaktivitat. Ein direkter
Vergleich ergab hier ein um 24% reduziertes Wachstum der Kultur. Aus den Analysen der
im Kulturiberstand enthaltenen extrazellularen Aminosduren geht hervor, das zum
Zeitpunkt des ersten Mediumwechsels die Aminosauren Tryptophan (TRP) und
Phenylalanin (PHE) vollstandig verbraucht waren (siehe Abb. 5.24). Dies erklart das
zwischen 3,8 und 4,8 Tagen herabgesetzte Wachstum der Kultur. Ferner verursachte dies
nach dem Mediumwechsel eilag-Phase von etwa 22 Stunden. Zum Zeitpunkt des zweiten
Mediumwechsels kam neben der Limitierung der erstgenannten Aminosduren ein
vollstandiger Verbrauch von Methionin (MET) hinzu. Allerdings konnte hier kein Riickgang
der Proliferationsaktivitat von C3A beobachtet werden.
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Abb. 5.23: Zeitlicher Verlauf der Spharoidkultivierung von C3A im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem.

Die auffalligen Veranderungen im  Glucose-, Lactat-, Ammonium- und
Aminosaurestoffwechsel von HepT zum Zeitpunkt der Aminoséaurelimitierungen
(vgl. Abb. 5.20 und Abb. 5.21) konnten bei C3A nicht beobachtet werden. Innerhalb der
logarithmischen Wachstumsphase vor dem ersten Mediumwechsel Kkorrelierte das
Proliferationsverhalten von C3A sehr gut mit dem Glucoseverbrauch sowie der Lactat- und
Ammoniumproduktion @ = 0,98-0,99). Entsprechendes gilt auch fiir die Zunahme der
extrazellularen LDH-Aktivitat mit einer Rate von 35,7 mU/1ébende Zellen {r= 0,97).

Dieser Wert lag im Vergleich zur T-Flaschenkultivierung 6mal hoher. Mit dem Erreichen
einer Zelldichte von 3*10Zellen/ml setzte der schon bei HepT zu beobachtende Abfall des
pH-Wertes ein.
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Die Erzeugung einer ausreichenden Zellmenge fir bioartifizielle Leberersatzsysteme mit
C3A als Modellzellinie gestaltet sich aufwandiger als mit HepT. Eine effiziente
Kultivierung auf Microcarriern war aufgrund der geringen Affinitat der Zellen zur
Gelatinematrix und dem nachfolgenden Verklumpen der Carrier wahrend der Kultivierung
nicht mdoglich. Wahrend bei HepT im 1-Liter-Mal3stab unter Aufrechterhaltung der
maximalen spezifischen Wachstumsrate nach 3,5 Tagen 10% der bendtigten Zellmenge
erzeugt werden konnten, wirde dies bei C3A aufgrund der geringeren Wachstumsrate bei
gleichzeitig hoherem Mediumverbrauch schon 6,2 Tage dauern. Dennoch wirde hierzu
gemal der erzielten Daten eine Spharoidkultivierung im 10-Liter-Mal3stab ausreichen.
Sinnvoll ware eine Trypsinbehandlung der Sphéaroide vor der Applikation ins bioartifizielle
Leberersatzsystem, die einer Trypsinbehandlung der auf den Microcarriern immobilisierten
Hepatocyten gleichkame. Hierdurch kénnte eine bessere Verteilung der Zellen im System
und damit eine groRere Austauschflache zwischen Patientenblut bzw. —plasma und den
Zellen erreicht werden.

| A ASP —4 ASN & TRP A GLU 4 SER 4 PHE
1500
z 2 1000
2 € 500
AT A4 AT Ty
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zeit (Tage) Zeit (Tage)
|~A-GLN -4~ ARG 4 ALA| —o-HIS - TYR —A MET |
400
5 S 300 A\A
> > 200
< <
S S 100 e
0 T T T T T i\
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 01 2 3 4 5 6 7 8 9
Zeit (Tage) Zeit (Tage)
| & THR —& VAL —& ILE]| A GLY -4 LEU & LYS|
600 600
% 400 4 Ea 400
2 200 2 200
(8] o
O 0 T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zeit (Tage) Zeit (Tage)

Abb.5.24: Profile der zeitlichen Anderung der extrazellularen Aminosdurekonzentrationen (cAS) bei der
Kultivierung von C3A im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem.
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1.3.3 Kultivierung von K105 auf CultiSpher G®-Microcarriern

K105 zeigte wie HepT eine sehr gute Affinitdt zur Gelatinematrix der Carrier. Die
Wiederfindungsrate nach der Initiationsphase in Spinnerflaschen lag hier ebenfalls jeweils
bei Uber 90%. Nach Uberfiihrung der besiedelten Microcarrier in den 1 Liter Reaktor und
Auffullen des Reaktors auf 1 Liter proliferierte K105 ohne eine erkenragihase mit

einer maximalen spezifischen Wachstumsrate vag g 0,4 d' (ty = 41,6 Stunden). Im
Vergleich zu HepT und C3A zeigte K105 damit die niedrigste Proliferationsaktivitat bei der
Kultivierung im geregelten 1-L-Bioreaktor. Diese Aktivitat war zudem in Relation zur
T-Flaschenkultivirung um fast 70% reduziert. Innerhalb eines Kultivierungszeitraums von
5,9 Tagen wurde so eine Zellkonzentration von 2,7Zllen/ml erreicht (siehe Abb. 5.25).

Ein durch Limitierungen verursachten Ruckgang der Proliferationsaktivitat konnte dabei
durch einen jeweils rechtzeitigen Mediumwechsel vermieden werden. Die Vorgehensweise
entsprach dabei derjenigen des Mediumwechsels bei der Spharoidkultivierung von C3A. So
war stets eine ausreichende Menge Glucose im Kulturiiberstand enthalten (siehe Abb. 5.25).
Gleiches gilt fir die Konzentration der extrazellularen Aminosauren (siehe Abb. 5.26).
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Abb. 5.25: Zeitlicher Verlauf der Kultivierung von X05 auf 3 g/l CultiSpher G-Microcarriern im geregelten
1-L-Bioreaktorsystem (MW = Mediumwechsel, 90% des Reaktorvolumens).

Der Glucoseverbrauch sowie Lactat- und Ammoniumproduktion korrelierten in diesem
Zeitraum sehr gut mit dem Wachstum der Kultdr=10,9-0,98). Gleiches gilt auch firr die
Zunahme der extrazellularen LDH-Aktivitat 2(r= 0,99). Die Rate lag hier bei

33,9 mU/16 lebende Zellen und war damit fast 9mal héher als bei der Kultivierung von
K105 in T-Flaschen.

Trotz ausreichender Substratversorgung nahm die Proliferationsaktivitat nach dem zweiten
Mediumwechsel ab. Zwischen 6,1-7 Tagen der Kultivierung ging die spezifische
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Wachstumsrate auf p = 0,26' dty = 63,1 Stunden) zuriick. Zum Zeitpunkt der letzten
Probenentnahme der Kultivierung war der pH-Wert geringfugig von pH 7,2 auf pH 7,1
abgefallen und kdnnte demzufolge eine mdgliche Ursache fir das reduzierte Wachstum der

Kultur sein.
—&ASP —A-ASN 4 TRP | —A- GLU —A-SER A PHE
80 400
< 60 a4 < 300
3 3
= 40 = 200
S 20 S 100
O T T T T T T T 0 T T T T T T T T
o 1 2 3 4 5 6 7 0o 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit (Tage) Zeit (Tage)
—4GLN 4~ ARG A~ ALA | —HIS 4 TYR —4 MET|
4000 400
< 3000 < 300
= 2000 = 200
S 1000 S 100
0 0 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 0o 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit (Tage) Zeit (Tage)
—&THR —A- VAL & ILE | A GLY -4 LEU 4 LYS|
800 800
< 600 < 600
= = A
= 400 = 400
S 200 S 200
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 0o 1 2 3 4 5 6 7 8

Zeit (Tage)

Zeit (Tage)

Abb. 5.26: Profile der zeitlichen Anderung der extrazellularen Aminosaurekonzentrationen (cAS) bei der

Kultivierung von KLO5 im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem

Ausgehend vom theoretischen Ziel, 10% der Zellmenge fur bioartifizielle
Leberersatzsysteme im 1-L-Bioreaktor zu erzeugen, wirden mit K105 als Modellzellinie
unter Aufrechterhaltung der maximalen spezifischen Wachstumsrate 7,1 Tage bendétigt.
Hierzu ware allerdings - wie bei den anderen Hepatocytenlinien auch - eine Verbesserung
der Gasver- und -entsorgung notwendig, um die Sollwerte figrym@ insbesonder pH
aufrechterhalten zu kbnnen. GemaR der hier erzielten Ergebnisse ware auch mit K105 durch
Kultivierungen im 10-Liter-MaRRstab die Generierung einer entsprechenden Zellmenge, wie
sie fur die Anwendung bioartifizieller Leberersatzsysteme notwendig ist, mdglich. Die Zahl
notwendiger Mediumwechsel kdnnte dabei durch Supplementierung des Standardmediums
mit Tryptophan (TRP) und Methionin (MET) herabgesetzt werden. Die Konzentration
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dieser beiden Aminoséuren néherte sich in der K105-Kultivierung am schnellsten dem
vollstandigen Verbrauch (siehe Abb. 5.26).

1.3.4 Vergleich der spezifischen Sauerstoffverbrauchsraten

Die Sauerstoffaufnahmerate der Zellen (OUR) wurde durch Abschalten der Begasung und
nachfolgender Aufnahme der zeitlichen Anderung des w&hrend der exponentiellen
Wachstumsphase einer Kultur bestimmt. Die Anderung wurde dabei in einem Bereich
zwischen 40%SAT und 5%SAT aufgenommen. Zum Zeitpunkt des Abschaltens der
Begasung wurde zudem die jeweilige Zellkonzentration ermittelt, die zur Bestimmung der
spezifischen Sauerstoffverbrauchsrate, q@twendig war. Die Zellkonzentration lagen
dabei zwischen 0,8-1,5*20Zellen/ml. Fiir jede Hepatocytenlinie wurde diese Messung
insgesamt dreimal in voneinander unabh&ngigen Kultivierungen durchgefiuhrt.
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Abb. 5.27: Spezifische Sauerstoffverbrauchsraten,jg@n HepT, C3A und K105 wéhrend der Kultivierung
im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem.

Die spezifischen Sauerstoffverbrauchsraten von HepT und C3A Ubertrafen diejenige von
K105 deutlich. Mit Werten von 216,4 nmol*(10 Zellen*h)* (HepT) bzw.

203,8 nmol*(16 zellen*h)* (C3A) verbrauchten diese Zellinien um bis zu 35% mehr
Sauerstoff als K105, bei denen eine Verbrauchsrate von 140 nnfaPgllen*h)* ermittelt

wurde (siehe Abb. 5.27). Die Verbrauchsraten von HepT und K105 lagen damit in einer
GrofRenordnung, die auch bei Hybridomalinien (z.B. MAK 33) erreicht werden
(IDING 1998). Auf eine Bestimmung des akWerts zur Charakterisierung des
Bioreaktorsystems wurde aufgrund der sich durch z.B. Proteinauflagerung auf die
Begasungsmembran zunehmend verschlechternden Eintragsrate verzichtet.
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1.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Kultivierungen im 1-L-Bioreaktor

Alle hier verwendeten Hepatocytenlinien eigneten sich fur die Expansion im geruhrten
System. Eine effiziente Microcarrierkultivierung mit C3A war aufgrund der geringen
Affinitat der Zellen zur Gelatinematrix und dem zunehmenden Verklumpen der Carrier im
Verlauf der Kultivierung nicht moglich. Alternativ lie3 sich C3A durch
Spharoidkultivierung expandieren. Spharoidbildungen bei HepT und K105 konnten nicht
beobachtet werden.

Ausgehend vom Proliferationsverhalten der Zellen ware die Erzeugung einer fur die
Applikation in bioartifiziellen Leberersatzsystemen notwendigen Zellmenge im 10-Liter-
Mal3stab innerhalb eines Zeitraums von 3,5 Tagen (HepT) bis 7,1 Tagen (K105) unter
Verwendung eines optimierten Kulturmediums und einer verbesserten Gasver- und
-entsorgung moglich. Unter Bertcksichtigung notwendiger Vorkulturen in T-Flaschen und
im 1-Liter-Bioreaktor wirde sich der Zeitbedarf auf etwa 12-17 Tage verlangern. Alle
Hepatocytenlinien zeigten eine im Vergleich zur T-Flaschenkultivierung herabgesetzte
Proliferationsaktivitat. Dieses ist offenbar auf eine erhOhte Schadigung der Zellen im
geruhrten System zurtickzufihren, da die spezifische Zuwachsrate der extrazellularen LDH-
Aktivitat gegegentber der T-Flaschen-Kultivierung deutlich erhdht war. Ein weiteres Indiz
dafir ist die bei der 1-L-Kultivierung erniedrigte Stoffwechselaktivitdt der Zellen. Es
wurden hier gro3tenteils geringere spezifische Metabolisierungsraten fur Glucose, Lactat,
Ammonium und Aminosduren ermittelt als in den T-Flaschen-Kultivierungen
(siehe Abb. 5.28).
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Abb. 5.28: Relation zwischen den spezifischen Metabolisierungsraten aus T-Flaschenkultivieruh§éj—
und 1-L-Bioreaktorkultivierungen von HepT 1R5 und C3A als Maf? der metabolischen Aktivitat.

So erreichte bspw. die spezifische Glucoseverbrauchsrate von K105 mit einem Wert von
Oeiue = -3,3 pmol*(16 Zellen*d)* gerade einmal 50% der Verbrauchsrate in T-Flaschen.



Kapitel V: Ergebnisse und Diskussion 108

Nur vereinzelt konnte insbesondere bei C3A fir einige Aminosauren eine hdohere
Verbrauchs- (ASP, GLN, ARG, HIS, ILE) bzw. Bildungsrate (GLU) ermittelt werden. Eine
besondere Stellung nimmt in diesem Zusammenhang die Glycin-Metabolisierung der Zellen
ein: Wahrend bei der T-Flaschenkultivierung kein eindeutiger Verbrauch oder eine
eindeutige Produktion von Glycin ermittelt werden konnte, lagen die spezifischen
Verbrauchsraten im Bioreaktor beigg = -14 nmol*(16 Zellen*d)* (C3A) bzw.

oLy = -52,8nmol*(18 Zellen*d)* (K105). HepT hingegen produzierte Glycin mit einer
Produktionsrate vondgy = +14,6 nmol*(16 zellen*d)*.

2. Hypothermische Lagerung von HepT, C3A und K105

Neben der funktionellen Charakterisierung und Expansion der hier verwendeten
Hepatocytenlinien bestand eine weitere Aufgabe in dieser Arbeit darin, die
Lagerungsfahigkeit der Zellen bei erniedrigten Umgebungstemperaturen zu untersuchen.
Hierzu wurden insgesamt drei verschiedene Versuchsanordnungen unter Verwendung des
Standardmediums gewahlt: 1. Monolayer in T-Flaschen, 2. Vereinzelte Zellen als lockeres
Sediment in Zentrifugenréhrchen. 3. Microcarrier- bzw. Spharoidkulturen im geregelten
1-L-Bioreaktorsystem. Die Untersuchungen wurden bei Temperaturen von 4°C bzw.
Raumtemperatur durchgefihrt.

2.1 Lagerung in T-Flaschen bei Raumtemperatur

In dieser Versuchsanordnung wurden unter Verwendung von Standardmedium Monolayer
von HepT, C3A, und K105 in 15 parallelen 75 %MmFlaschen pro Zellinie erzeugt.
Nachfolgend wurde der Kulturtiberstand pro Flasche (20 ml) durch eine entsprechende
Menge frischen Mediums ersetzt und alle Flaschen zur Einstellung eines physiologischen
pH-Wertes fir zwei Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschliel3end erfolgte der Transfer
der T-Flaschen bei geschlossenem Deckel auf eine Ablage des Zellabors. Die im Zellabor
installierte Klimaanlage sorgte Uber den Versuchszeitraum fir gleichbleibend stabile
Temperaturen von 19,1-21,3°C (Raumtemperatur, RT). Beginnend mit der ersten T-Flasche
zum Zeitpunkt ¢ (keine Lagerung) wurde pro Tag der Monolayer einer T-Flasche trypsiniert
und die Zellen nach Trypanblaufarbung einer Zahlung im Hamocytometer bzw.
CEDEX®-System zugefiihrt. Der Kulturiiberstand jeder Flasche wurde neben der Analyse
der metabolischen Parameter (Glucose, Lactat,”NHDH und Aminosauren) einer
Uberpriifung des pH-Wertes unterzogen.

Bei allen Hepatocytenlinien war unmittelbar mit dem Beginn der Lagerung ein
kontinuierlicher Rickgang der Zellkonzentration zu beobachten (siehe Abb. 5.29). Der
starkste Rickgang wurde bei K105 mit 6,9% pro Tag zur Ausgangszellkonzentration
ermittelt. Bei HepT war diese Absterberate deutlich geringer (2,9%/Tag) und auch C3A
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erwies sich im Vergleich mit K105 als robuster (2,7%/Tag). Das Absterben der Zellen
spiegelte sich im Anstieg der LDH-Aktivitat in den Kulturiberstanden mit spezifischen
Zuwachsraten von 514 mU*(i@ellen*d)* (HepT), 201 mU*(18 Zellen*d)* (C3A) und

371 mU *10 Zellen*d)* (K105) wieder (siche Abb. 5.30). Aus diesen Werten wird
ersichtlich, dal? die Lactatdehydrogenase von Hepatocytenlinie zu Hepatocytenlinie
zellspezifisch unterschiedlich stark exprimiert wurde.
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Abb. 5.29: Zeitlicher Verlauf der Zellkonzentration wahrend der Lagerung von HepT, C3A 408 Klis
konfluente Monolayer in 75 ¢aT-Flaschen mit pH-konditioniertem Standardmedium bei Raumtemperatur.

Wie aus Abbildung 5.30 zu ersehen ist, war der Stoffwechsel der Zellen durch die
Temperaturerniedrigung von 37°C auf Raumtemperatur keineswegs vollstandig
unterbunden. Trotz der damit verbundenen ,-@@duktion der Zellen reichte die
Pufferkapazitdt des Mediums aus, um in den drei Versuchsreihen den pH-Wert jeweils
konstant auf pH 7,190,1 zu halten.

Es traten speziesspezifische Besonderheiten im Metabolismus der Zellen auf. Insgesamt
waren die metabolischen Umsatzraten durch die Temperaturerniedrigung bei den murinen
Hepatocytenlinien im Vergleich zur normothermischen Kultivierung starker herabgesetzt als
bei C3A (siehe Abb. 5.31). Dies fuhrte dazu, dal3 bei C3A nach 8 Tagen der Lagerung
Tryptophan (TRP) und nach weiteren 2,5 Tagen Asparagin (ASN), Phenylalanin (PHE) und
Methionin (MET) limitiert waren (siehe Abb. 5.30). Hierdurch wurde die Reduktion der
Zellkonzentration geringflgig beschleunigt. Allerdings schlug sich dieser Trend nicht im
Anstieg der extrazellularen LDH-Aktivitat nieder. Eine Limitierung von Asparagin war nach
11,7 Tagen auch bei K105 zu erkennen, ohne dal® dadurch ein unmittelbarer Effekt auf die
Zellen registriert werden konnte. Bei C3A wurde im Gegensatz zu HepT und K105 nach
einer anfanglichen Produktion von Lactat ab Tag 2 der Lagerung ein leichter Riickgang der
Lactatkonzentration im Kulturiberstand gemessen. Weiterhin zeigte C3A eine verstarkte
Produktion von Glutamat, die bei HepT und K105 deutlich schwacher ausgepréagt war.
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Abb. 5.30: Gesamtdarstellung der Parameter aus der T-Flaschen-Lagerung von HepT, C3WarpbKRT.
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Sehr eindeutig war auch die Verédnderung des Metabolismus von Serin (SER) bei HepT und
K105. Wahrend Serin unter normothermischen Kultivierungsbedingungen verbraucht
wurde, produzierten die murinen Hepatocytenlinien diese Aminoséaure hier kontinuierlich.
Bei C3A konnte eine solche Verédnderung des Serinmetabolismus nicht beobachtet werden.
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Abb. 5.31: Metabolische Restaktivitat von HepT, C3A und K105 wahrend der T-Flascheamiggbei
Raumtemperatur in Relation zur metabolischen Aktivitat der Zellen wahrend der Kultivierung in T-Flaschen
unter Normbedingungen. Grundlage zur Berechnung der hier dargestellten Werte waren die spezifischen
metabolischen Umsatzratens(@ lae Ova’ UNd Ghs) aller gemessenen Substrate und Produkte mit Ausnahme
der im Text herausgestellten metabolischen Besonderheiten (z.B. Lactatverbrauch und Serinproduktion).

Zusammenfassend laft sich feststellen, da? das Ziel einer Reduktion des Metabolismus
durch eine Temperaturerniedrigung von 37°C auf Raumtemperatur in dieser
Versuchsanordnung erreicht wurde. Allerdings ist flr eine Lagerungsdauer von mehr als
einer Woche ein Austausch des Konservierungsmediums erforderlich, da ansonsten durch
den Reststoffwechsel bedingte Limitierungen auftreten.

Zwar wurde der pH-Wert wahrend des gesamten Versuchszeitraums auf einem konstanten
physiologischen Wert gehalten, doch konnen Uber die Sauerstoffverhaltnisse in den
Kulturiiberstdnden zu den jeweiligen Probenentnahmezeitpunkten keine exakten Aussagen
gemacht werden. Aus den zeitlichen Anderungen der Glucose- und Lactatkonzentration
wurden die spezifischen Glucoseverbrauchs- bzw. Lactatproduktionsraten der
Hepatocytenlinien ermittelt. In einer direkten Massenbilanz gemald dieser Werte wurde
Glucose vollstandig zu Lactat umgesetzt. Dies weist auf eine Sauerstofflimitierung der
Kulturen hin, die eine vermehrte Milchsduregarung verursacht hat. Da sogar mehr Lactat
produziert wurde, als aus der Glucose héatte umgesetzt werden konnen, ist die
Lactatproduktion neben dem Glucoseverbrauch durch eine Beteilung des Verbrauchs
glucogener Aminosauren begriindet.
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In Relation zu Ergebnissen, die bei der Kryokonservierung primarer Hepatocyten erzielt
wurden (siehe 111.2.2.1), ist die hier vorgestellte Form der Niedrigtemperaturlagerung
angesichts der hiermit verbundenen Verluste lebender Zellen tGber einen Zeitraum von 1-3
Wochen eine Alternative. Allerdings ist eine Strategie, die Hepatocyten nach Expansion zu
einer fur die Anwendung bioartifizieller Leberersatzsysteme erforderlichen Menge fiur eine
anschlieBende Konservierung in Monolayern anzuordnen, kaum realisierbar.

2.2. Lagerung in T-Flaschen bei 4°C

Die grundlegende Versuchsanordnung entsprach derjenigen der T-Flaschen-Lagerung bei
Raumtemperatur (siehe V.2.2). Nach Einstellung des physiologischen pH-Wertes im
Brutschrank wurden die T-Flaschen bei geschlossenem Deckel in einem Kuhlraum mit einer
Umgebungstemperatur von 4°C aufbewahrt. Beginnend mit der ersten Flasche (Zejtpunkt t
= keine Lagerung) wurde nachfolgend pro Tag eine T-Flasche analysiert.

Abb. 5.32: Verlauf der Lagerung von HepT, C3A undl@5 als Monolayer in 75 caT-Flaschen bei 4°C
(lichtmikroskopische Aufnahmerg: HepT-Monolayer zu Beginn der Lagerung.(b: HepT-Monolayer nach

24 Stunden bei 4°C. Die Pfeile markieren Lasionen im ZellrasdiepT nach 48 Stunden bei 4°C. Der Pfeil
markiert den umgeschlagenen Rand des sich von der Unterlage ablosenden Zeltré&SHds-Monolayer zu

Beginn der Lagerung dit e: C3A-Monolayer zu Beginn der Lagerung)(tf: K105-Monolayer nach 24
Stunden bei 4°C nach Entfernung der im Kulturliberstand flotierenden Zellen (ein entsprechendes Bild zu
diesem Zeitpunkt zeigte sich auch bei C3A).
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Nach einer Lagerungsdauer von 24 Stunden waren bei HepT deutlich morphologische
Veradnderungen zu erkennen. Die Zellen waren nicht mehr flach ausgespreitet, sondern
nahmen eine kugelige Form ein. Durch diese Veranderung entstanden L&sionen im
Monolayer (siehe Abb. 5.32.b). Ein Teil der Zellen flotierte zudem im Kulturiiberstand.
Diese Effekte verstarkten sich nach einer Lagerungsdauer von 48 Stunden. Zu diesem
Zeitpunkt hatten die Zellen in gro3flachigen Matten den Kontakt mit der Unterlage verloren
(siehe Abb. 5.32.b). Durch zusatzliches Schwenken des Kulturiiberstands in den T-Flaschen
lieRen sich die Zellen nahezu komplett von der Unterlage ablésen. Die Auszéhlung der
Zellen ergab in Relation zur Menge lebender Zellen im Ausgangsmonolayer
(siehe Abb. 5.32.a) Verluste von 9,4% nach 24 Stunden und 19,4% nach 48 Stunden. Da das
ursprungliche Vorhaben, die Zellen in Form von konsistenten Monolayern zu konservieren,
durch das Ablésen der Zellen nicht mehr beibehalten werden konnte, wurde der Versuch an
dieser Stelle abgebrochen.

Noch drastischere Effekte waren bei HepT und K105 zu beobachten. Nach 24 Stunden
Lagerungsdauer flotierte der Uberwiegende Teil der Zellen bereits im Kulturiiberstand. Die
Auszahlung dieser Zellen ergab, dald sie zur Ganze abgestorben waren. Das gleiche gilt
allerdings auch fur die noch adhérierten Zellen (siehe Abb. 5.32.f am Beispiel von K105),
die nach Trypsin- und anschliel3ender Trypanblaubehandlung ausgezahlt wurden.

Die Lagerung der Hepatocytenlinien bei 4°C ist in dieser Anordnung offenkundig
ungeeignet. Wahrend bei HepT in erster Linie morphologische Veranderungen beobachtet
werden konnten, fuhrte bei C3A und K105 die Abkuhlung auf 4°C zu einem unmittelbaren
Absterben der Zellen. Das Abkugeln der Zellen, wie es bei HepT zu erkennen war, scheint
ein allgemeingultiges Phdnomen zu sein, wenn Zellen einer Umgebungstemperatur von 4°C
ausgesetzt werden HTA 1999, &RRAR et al. 1999). Ursachlich dafir ist offenbar ein
Abbau des Cytoskeletts, der mit den Mikrotubuli beginnt und sich dann auf die
Mikrofilamentstrukturen ausdehnt @MENBERG 1972, B®RTER TUuCKER 1981). Das
Absterben von Zellen bei 4°C erfolgt hauptsachlich durch Nekrose und weniger durch
Apoptose. Fir die Einleitung apoptotischer Vorgange ist die Synthese eines spezifischen
Proteins (englapoptosis specific proteilASP) notwendig (8AND et al. 1995). Bei 4°C ist
jedoch jegliche Produktion makromolekularer Substanzen unterbunaem(E999).

2.3 Lagerung in Zentrifugenréhrchen bei Raumtemperatur

In dieser Versuchsanordnung wurden zundchst Monolayer der drei Hepatocytenlinien in
175 cn?-T-Flaschen unter Verwendung von Standardmedium erzeugt. Nach Trypsinierung
der Zellen wurden diese in Standardmedium resuspendiert. Das Standardmedium wurde
zuvor im Bioreaktor vorkonditioniert (37°C, pH 7,2, p© 95% SAT). In Portionen von

30 ml mit einer Menge von je 7*1(ellen wurden die resuspendierten Hepatocyten in

15 parallele Zentrifugenréhrchen (V = 50 ml) pro Hepatocytenlinie tberfiihrt, d.h. in einem
Rohrchen befand sich tber der Zellsuspension eine Luftsdule von 20 ml. Die Lagerung der
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in einem entsprechenden Stander aufrecht stehenden und fest verschlossenen
Zentrifugenroéhrchen erfolgte analog zu den T-Flaschen auf einer Ablage im klimatisierten
Zellabor.

Pro Tag wurde pro Hepatocytenlinie ein Zentrifugenrohrchen analysiert. Dabei wurde
zunachst der pH-Wert des Kulturiiberstands bestimmt. Anschlielend wurden die wahrend
der Lagerung zu einem lockeren Pellet absedimentierten Zellen mit Hilfe einer Pipette
(V=20 ml) homogen resuspendiert. Es folgte eine Auszahlung der Zellen nach
Trypanblaufarbung im Hamocytometer bzw. mit Hilfe des CE[3Bystems. Ein weiterer

Teil des Kulturiiberstand wurde nach Zellabtrennung einer Analyse der metabolischen
Parameter (Glucose, Lactat, NHLDH, Aminosauren) unterzogen.

Zwar kann durch Auszéhlung der Zellen ermittelt werden, in welchem Umfang die Zellen
eine bestimmte Lagerungsdauer tberlebt haben, jedoch ist dadurch keine Aussage uber den
Vitalitatszustand moglich. Deshalb wurde als Mald des Vitalitdtszustands quantitativ
untersucht, wie hoch die Affinitat der Hepatocyten nach einer bestimmten Lagerungsdauer
ist, an eine Substratoberflache zu adharieren. Dieser Parameter erhielt die Bezeichnung
plating efficiency(PE) und entspricht dem prozentualen Anteil adharierter Zellen an der
Gesamtzellmenge. Zur Bestimmung der PE wurden 25 ml des zellhaltigen Kulturiiberstands
pro Réhrchen in eine 175 éf-Flasche ausplattiert und anschlieRend fiir zwei Stunden im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden zum einen die im Kulturiberstand
verbliebenen Zellen und zum anderen (nach Trypsinierung) die an der Wachstumsoberflache
der T-Flasche adhérierten Zellen einer Auszéhlung im Hamocytometer bzw. CEDEX
System zugefiuhrt. Mit Hilfe der ermittelten Werte der ausplattierten Zellmenge und der Zahl
adharierter bzw. noch nicht adhérierter Zellen nach Inkubation konnte zudem die
prozentuale Wiederfindungsrate (WFR) bestimmt werden. Die WFR war ein Maf3 fur die
Zahlgenauigkeit bzw. gab Hinweise auf ein vermeintliches Absterben der Zellen durch die
mit der Inkubation verbundene Rethermierung von der Lagerungstemperatur auf 37°C. In
Vorversuchen hatte sich herausgestellt, dal3 bei C3A selbst ohne Lagerung nur ca. 20% der
Zellen wahrend der zweistindigen Inkubation adhérierten. Deshalb wurde bei dieser
Hepatocytenlinie die Inkubationszeit auf vier Stunden erhdht.

In dieser Versuchsanordnung nahm die Zahl der lebenden Zellen bei den drei
Hepatocytenlinien zunachst rascher ab, als bei der Lagerung in T-Flaschen unter den selben
Temperaturverhaltnissen (siehe Abb. 5.33). Innerhalb der ersten sieben Tage der Lagerung
betrug der tagliche Verlust bei HepT 8,8% der Ausgangszellmeg)g8ét C3A lag dieser

Wert bei 7,8% und bei K105 wurde innerhalb dieses Zeitraums ein taglicher Verlust von
11,7% ermittelt. Im Vergleich zur entsprechenden T-Flaschen-Lagerung war die
Absterberate hiermit 1,5-3mal héher. Im Verhéltnis der Hepatocytenlinien zueinander waren
HepT und C3A auch hier wiederstandsfahiger als K105. Nach einer Lagerungsdauer von
etwa sieben Tagen verlangsamte sich die Abnahme lebender Zellen. Dennoch mufite im
gleichen Versuchszeitraum von 14 Tagen bei der Lagerung in Zentrifugenréhrchen mit
Werten von 81-97% bei allen Hepatocytenlinien deutlich héhere Gesamtverluste
hingenommen werden, als bei der Lagerung in T-Flaschen. Bei letzterer lagen die
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Gesamtverluste bei 41-70%. Die Temperaturverhdltnisse waren in dieser
Versuchsanordnung mit 18,9-21,2°C &hnlich konstant wie bei der T-Flaschen-Lagerung.
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Abb. 5.33: Zeitliche Anderung der Menge lebender Zellen wahrend der Lagerung von HepT, C3A und K105
in 50 ml-Zentrifugenréhrchen mit vorkonditioniertem Standardmedium bei Raumtemperatur.

Wahrend der Lagerung konnte ein zunehmender Farbumschlag des phenolrothaltigen
Kulturibertands im oberen Drittel der Zentrifugenréhrchen von orange nach rot beobachtet
werden. Dieser kam durch einen £Kbonzentrationsausgleich zwischen der Flussig- und
der darUber befindlichen unkonditionierten Gasphase zustande. Der damit verbungene CO
Austrag aus dem Kulturiberstand fuihrte zu einer zunehmenden Alkalisierung des
Kulturiberstandes, die allerdings die auf den Boden des Zentrifugenréhrchens
absedimentierten Zellen zu keinem Zeitpunkt der Datenaufnahme erreichte. Die Messung
des pH-Wertes im oberen Drittel des Zentrifugenréhrchens ergab einen kontinuierlichen
Anstieg von pH 7,2 auf pH 7,57 nach 14 Tagen. Eine zuverlassige Messung des pH-Wertes
auf Hohe des Zellsediments war nicht moglich, da das tiefere Eintauchen der pH-Elektrode
zu einer Durchmischung des Kulturtiberstands fuhrte.

Die Hepatocytenlinien zeigten in dieser Versuchsanordnung die gleichen Besonderheiten im
Metabolismus wie zuvor bei der T-Flaschenlagerung: Die murinen Zellen produzierten Serin
und bei C3A wurde nach einer anfanglicher Lactatproduktion ein leichter Riickgang der
Lactatkonzentration im Kulturiberstand ermittelt. Allerdings waren die spezifischen
Metabolisierungsraten niedriger als bei der Lagerung in T-Flaschen, so dafl} keine der
Kulturen zu irgendeinem Zeitpunkt der Lagerung bezlglich eines Substrats limitiert war
(siehe Abb. 5.34). Eine mogliche Ursache hierflr war sicherlich die Anordnung der Zellen
in Form eines Sediments. Die fehlende Durchmischung hat offenbar eine ausreichende
Versorgung aller Zellen innerhalb eines Sediments verhindert, wodurch offensichtlich auch
das raschere Absterben der Zellen begrundet ist.
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Abb. 5.34: Gesamtdarstellung der Parameter der Lagerung von HepT, C3AlMditKR6hrchen bei RT.
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Abb. 5.35: Metabolische Restaktivitdit von HepT, C3A und K105 wahrend der uagerin
Zentrifugenréhrchen bei Raumtemperatur in Relation zur metabolischen Aktivitat der Zellen wahrend der
Kultivierung in T-Flaschen unter Normbedingungen. Grundlage zur Berechnung der hier dargestellten Werte
waren die spezifischen metabolischen Umsatzratgn,(q ae: OwHe UNd Gis) aller gemessenen Substrate und
Produkte mit Ausnahme der im Text herausgestellten metabolischen Besonderheiten (z.B. Lactatverbrauch und
Serinproduktion).

Die Bestimmung der Vitalitdt der Zellen nach Lagerung und Rethermierung anhand der
plating efficiency ergab bei allen Hepatocytenlinien einen deutlichen Rlckgang der
Adhasionsaffinitat bei einer Lagerungsdauer zwischen 0-3 Tagen (siehe Abb. 5.36)
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Abb. 5.36: Veranderung deplating efficiency(PE) nach Rethermierung in Abhangigkeit zur Lagerungsdauer
von HepT, C3A und K105 in Zentrifugenréhrchen bei Raumtemperatur.
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Bei C3A war dieser Ruckgang am starksten ausgepragt. Die PE fiel bei dieser
Hepatocytenlinie von anfanglich 66% auf 11%. Bei einem Lagerungszeitraum tber 3 Tage
hinaus stabilisierte sich die PE bei allen Hepatocytenlinien, d.h. ein weiterer
"Funktionsverlust” der Zellen konnte bei langerer Lagerungsdauer nicht festgestellt werden.
Die durchschnittliche Wiederfindungsrate (WFR) lag bei 98/1%, d.h. zu den wahrend

der Lagerung abgestorbenen Zellen kamen wahrend der 2-4stiindigen Rethermierungsphase
kaum weitere hinzu.

2.4 Lagerung in Zentrifugenréhrchen bei 4°C

Die Versuchsanordnung war die gleiche wie zuvor (siehe V.2.3). Die Zentrifugenréhrchen
wurden in einem Kihlraum bei 4°C Umgebungstemperatur aufbewabhrt.

Auch hier fuihrte die Uberfiihrung von C3A und K105 in den Kilhlraum sehr rasch zu einem
Absterben der Zellen. Nach einer Lagerungsdauer von 20 Stunden (C3A) bzw. 22 Stunden
(K105) waren nur noch 3% (C3A) bzw. 4,5% (K105) der Ausgangszellmenge viabel. Auf
eine Funktionskontrolle anhand dadating efficiencywurde aufgrund dieser Ergebnisse bei
diesen beiden Hepatocytenlinien verzichtet und die weitere Lagerung abgebrochen. Bei
HepT hingegen nahm die Zahl lebender Zellen zwar kontinuierlich, aber vergleichsweise nur
geringfugig ab (siehe Abb. 5.37).
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Abb. 5.37: Zeitliche Anderung der Menge lebender Zellen wahrend der Lagerung von HepT, C3A und K105
in 50 ml-Zentrifugenréhrchen mit vorkonditioniertem Standardmedium 4°C. Nach einem massiven Absterben
der Zellen innerhalb der ersten 24 Stunden wurde die Lagerung bei C3AL0BdaKgebrochen.

Der Verlust lebender Zellen betrug bei HepT 1,6% pro Tag zur Ausgangszellmenge. Der
Metabolismus der Zellen war in dieser Versuchsanordnung soweit gedrosselt, dal3
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Veranderungen in den Konzentrationen der metabolischen Parameter nicht eindeutig
festgestellt werden konnten (siehe Abb. 5.38). Lediglich ein leichter Anstieg der
Lactatkonzentration von anfanglich 1 mM auf schliel3lich 3,4 mM deutete auf eine

vorhandene Restaktivitat hin.
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Abb. 5.38: Gesamtdarstellung der Parameter aus der Lagerung von HepT in Zentrifugenréhrchen bei 4°C.

Wie zuvor wahrend der Lagerung in Zentrifugenréhrchen bei Raumtemperatur, so war auch
hier anhand des Farbumschlags des pH-Indikators von orange nach rot eine zunehmende
Alkalisierung des Kulturiiberstands im oberen Drittel der Zentrifugenrohrchen erkennbar.
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Die Messung mittels pH-Elektrode ergab einen kontinuierlichen Anstieg von pH 7,2 auf
schlieBlich pH 7,67. Dennoch waren auch hier die sedimentierten Zellen von dieser
Alkalisierung zu keinem Zeitpunkt der Datenaufnahme betroffen.

Mit zunehmender Lagerungsdauer wurde fir HepT ein kontinuierlicher Rickgang der
plating efficiencyermittelt, der jedoch nicht so rasch verlief wie wahrend der Lagerung bei

Raumtemperatur (siehe Abb. 5.39)
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Abb. 5.39: Vergleich der Veranderung dpfating efficiency(PE) nach Rethermierung in Abhé&ngigkeit zur
Lagerungsdauer von HepT in Zentrifugenréhrchen bei 4°C bzw. Raumtemperatur (RT).

Im Gegensatz zur Lagerung bei Raumtemperatur stabilisierte sich die PE nach einer
Lagerung von HepT bei 4°C nicht auf einen konstanten Wert. Der "Funktionsverlust" setzte
sich statt dessen unvermindert fort. Insgesamt war hier pro Tag der Lagerung ein Riickgang
der PE von 4% zum Ausgangswert zu verzeichnen. Nach einer Lagerungsdauer von 12
Tagen wurde fur HepT bei den beiden Temperaturbedingungen eine nahezu identische PE
von 20% ermittelt. Die Wiederfindungsrate (WFR) lag in dieser Versuchsanordnung bei
durchschnittlich 922,9%, d.h. die zweistindige Rethermierung der Zellen fuhrte nur
geringfugig zu einem weiteren Absterben von Zellen.

Das Ziel einer Reduktion des Metabolismus der Zellen wurde durch die hier gewahlten
Bedingungen erreicht. Ferner waren kaum Schadigungen durch eine nachfolgende
Rethermierung zu verzeichnen, wenngleich die Vitalitat der Zellen — ermittelt anhand der
plating efficiency — mit zunehmender Dauer der Lagerung zumindest fir den
Beobachtungszeitraum von zwei Stunden zurtickging. In Relation zur Kryokonservierung
primarer Hepatocyten (siehe BL2.1) ist diese Form der Niedrigtemperaturlagerung unter
Berucksichtigung der Verluste lebender Zellen tber einen Zeitraum von bis zu 25 Tagen
eine Alternative. Allerdings gilt dies nur fir Hepatocyten mit den Lagerungseigenschaften
von HepT. Das massive Absterben von C3A und K105 in dieser Versuchsanordnung macht
deutlich, dal3 die Strategie zur Entwicklung von allgemeingultigen Konservierungsmethoden
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anhand einer einzelnen Modellzellinie nicht aufgeht. Die Konservierung mul3 statt dessen
fur jede Zellinie evaluiert und individuell angepal3t werden.

2.5. Lagerung im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem

Die Kontrolle der physiologischen Parameter war wéhrend der Lagerung in den statischen
Systemen  (T-Flaschen, Zentrifugenrdhrchen) nur  bedingt mdoglich.  Durch
Vorkonditionierung des Standardmediums in Verbindung mit einer ausreichenden Kapazitat
des enthaltenen Bicarbonat-Puffersystems waren Veradnderungen des pH-Wertes wahrend
der Lagerung nur geringfugig. Andernfalls sorgte bei der Lagerung in Zentrifugenréhrchen
die Positionierung der Zellen dafir, dal® diese durch eine Alkalisierung des Mediums nicht
betroffen waren. Allerding blieb in diesen Versuchsanordnungen die Bedeutung des
Sauerstoffs fur eine effektive hypothermische Lagerung der Hepatocyten unklar, da die
O,-Konzentration hier weder gemessen noch kontrolliert werden konnte.

Das Mel3- und Regelsystem des bereits fir die Expansion der Hepatocyten verwendeten
Bioreaktorsystems erlaubt dagegen eine genaue Kontrolle und Modifikation des pH-Wertes
und der Sauerstoffkonzentration. Deshalb wurde in diesem System untersucht, wie sich die
Zellen bei erniedrigter Temperatur und konstantem physiologischen pH-Wert unter
bestimmten Sauerstoffoedingungen verhalten bzw. ob sich das Absterben der Zellen durch
modifizierte Sauerstoffverhaltnisse verringern oder unterbinden laft.

Wie sich in den statischen Systemen gezeigt hatte, ist die metabolische Aktivitat der
Hepatocyten wahrend einer Lagerung bei Raumtemperatur gegentber einer Kultivierung bei
37°C erniedrigt. Jedoch traten im Verlauf der Lagerungen Limitierungen einzelner Substrate
auf, die bei einer langerfristigen Lagerung eine zusatzliche Versorgung der Zellen mit diesen
Substraten notwendig macht. Zumindest bei HepT konnte gezeigt werden, dal3 eine weitere
Reduktion der Umgebungstemperatur auf 4°C die metabolische Aktivitdt soweit erniedrigt,
dafd iber Wochen hinweg mit keiner Substratlimitierung zu rechnen ist. Zudem war wahrend
der Lagerung von HepT in Zentrifugenrdhrchen bei 4°C mit 1,6%/Tag die insgesamt
geringste Absterberate zu verzeichnen. Aus diesen Grinden wurde im Bioreaktor
ausschlief3lich die hypothermische Lagerung bei 4°C weiterverfolgt. Von besonderem
Interesse war dabei auch, ob sich durch Modifizierung der Sauerstoffverhéltnisse das bei
C3A und K105 in statischen Systemen aufgetretene massive Absterben der Zellen
verhindern |aft.

2.5.1 Effekt der Temperaturerniedrigung auf die pQ-Elektrode

Die Einstellung einer exakten Sauerstoffkonzentration im Kulturiberstand durch das
Reglungssystem des Bioreaktors ist unmittelbar abhangig von der Mel3genauigkeit der
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pO,-Elektrode. Deshalb wurde zunachst untersucht, welche Auswirkungen die Abkihlung
des Bioreaktors auf die Mel3genauigkeit deg-p@ktrode hat.

Die Loslichkeit von Sauerstoff in Wasser erhéht sich mit der Verringerung der Temperatur
des Wassers. So betrdgt die Sauerstoffsattigung bei einem Gesamtdruck der
wasserdampfgesattigten Atmosphéare von 760 mm Hg bei 4°C 13,13 mg/l, wahrend bei 37°C
nur maximal 6,87 mg/l gelost werden kdnnen. Der resultierende Elektrodenstrom einer
Sauerstoffelektrode nach Clark (pBlektrode) ist abhdngig vom Sauerstoffpartialdruck
(pO,) und von der Loslichkeit des,On der zugehérigen Membran, aber nicht von der
veranderten @L0oslichkeit in der Mel3losung (z.B. Kulturiberstand). Um ber einen mittels
Clark-Elektrode gemessenen Sauerstoffpartialdruck eine Sauerstoffkonzentration zu
berechnen, muf3 demnach die temperaturabhdngige Verénderung ,-désli€hkeit
berucksichtigt werden. Ferner kommt eine MefRabweichung hinzu, die durch den
Temperaturkoeffizienten der gaspermeablen Membran der Elektrode bestimmt wird. Bei den
in dieser Arbeit verwendeten Clark-Elektroden der Fa. Ingold betragt dieser Koeffizient ca.
3%I/°C, der laut Hersteller durch einen eingebauten Termistor kompensiert wird.

Die Funktionsgenauigkeit des Termistors zweiep-p@ktroden (Nr. 1 und Nr. 2) wurde
uberpruft. Hierzu wurde jede Elektrode im 1-L-Bioreaktorsystem unter Verwendung von
Standardmedium bei 37°C zunachst mit (NO, = 0%SAT) bzw. Luft (p@ = 100%SAT)
geeicht (Volumenstrom: je 6 NI/h). AnschlieRend wurde der Reaktor kontinuierlich mit
2,4 NI/h Luft und 3,6 NI/ N begast, wodurch sich ein konstanter,p@n 40%SAT
(=2,75 mg Q) einstellte. Danach folgte mit Hilfe des am Bioreaktor angeschlossenen
Kalte-Umwalzthermostaten eine Temperaturerniedrigung des Mediums von 37°C auf 4°C.
Die Temperatur wurde durch eine im Bioreaktor eingebaute Temperatursonde kontrolliert.
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Abb. 5.40: Zeitliche Anderung der p@Anzeige der bei 37°C geeichten pBlektrode Nr. 1 bei einer
Temperaturerniedrigung von 37°C auf 4°C und einer nachfolgenden Rethermierung von 4°C auf 37°C im
1-L-Bioreaktorsystem unter Verwendung von Standardmedium als Mef3l6sung und einer konstanten Begasung
von 2,4 NI/h Luft und 3,6 NI/h N
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Der Verlauf des mit der Temperaturveranderung durch eine der beiden Elektroden
gemessenen pAst in Abb. 5.40 dargestellt. Fur die Abkuhlung des Bioreaktors bendtigte
der Thermostat drei Stunden. In dieser Zeit fiel die-p@zeige zunachst rasch ab und
stabilisierte sich dann etwa 4,5 Stunden nach Beginn der Abkuhlung auf einen konstanten
Wert. Dieser lag mit 28%SAT deutlich unter dem eigentlichen pah 40%SAT. Die
Temperaturkompensation durch den eingebauten Termistor war demzufolge unzureichend.
Demgegeniber zeigte die Elektrode eine gute Melstabilitat, da etwa finf Stunden nach
Beginn der Rethermierung des Reaktors auf 37°C, fur die der Thermostat eine Stunde
bendtigte, der Ausgangswert von 40%SAT wieder erreicht wurde.

Die Systematik der temperaturabhangigen Mel3abweichung detlpkiroden wurde nach

Erhalt dieses Ergebnisses in einem Temperaturbereich zwischen 4°C und 45°C und zwei
unterschiedlichen Begasungsmodi untersucht. Ausgehend von 37°C wurde dazu zuné&chst
nach Eichung der Elektroden ein p@n 40%SAT (Luft/N = 2,4/3,6 NI/h = Reihe 1) bzw.

in einer weiteren Versuchsreihe einp@n 60%SAT (Luft/N = 3,6/2,4 NI/h = Reihe 2)
eingestellt. Danach folgte die Anderung der Temperatur auf die jeweilige Zieltemperatur.
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Abb 5.41: Temperaturabhdngige MeRRabweichung der verwendeteiklpktroden.a: MelRabweichung der
Elektrode Nr.1.b: MelRabweichung der Elektrode Nr. 2. Reihe 1: LuftiN2,4/3,6 NlI/h. Reihe 2: Luft/N
= 3,6/2,4 Nl/h.

In beiden Versuchreihen korrelierte die MeRabweichung linear mit der
Temperaturveranderung. Die MelRabweichung war demnach systematisch und unabhangig
vom Begasungsmodus. So wurde fur die kktrode Nr. 1 eine Kkonstante
MelRabweichung von 0,24%/°C ermittelt (siehe Abb. 5.41.a). Bei deE[@Rtrode Nr. 2

war diese Abweichung mit 0,17-0,18%/°C etwas niedriger (siehe Abb. 5.41.b).

Die MeRabweichungen der Elektroden wurden fir die Erzeugung einer definierten
Sauerstoffkonzentration bei erniedrigten Temperaturen bertcksichtigt. Dazu muf3te der
pO.-Sollwert, der am p@Regler eingestellt wurde, an die MeRabweichung der jeweiligen
Elektrode angepalit werden. Die dazu notwendige Berechnung soll an einem Beispiel unter
der bei 37°C kalibrierten peElektrode Nr. 1 verdeutlicht werden:

Ziel sei es, den Bioreaktor von 37°C auf 4°C abzukihlen und dabei eine
Sauerstoffkonzentration von 2,75 mg/l zu erzeugen. Die Maximalloslichkeit ¥bri@°C

betragt 13.13 mg/l, d.h. 2,75 mg/l entsprechen bei dieser Temperatur einem
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Sauerstoffpartialdruck von pG 20,9%SAT. Die Temperaturdifferenz betrdgt im
gewahlten Beispiel 33°C. Gemal der ermittelten Geradengleichung der Mef3abweichung
von pQ-Elektrode Nr.1 (siehe Abb. 5.42.a) fuhrt diese Temperaturdifferenz zu eigper pO
Anzeige, die gegenlber dem eigentlichen Sauerstoffparitaldruck vor BQ,9%SAT um
8%SAT verringert ist. Demnach mul3 ein p8bllwert von 28,9%SAT eingestellt werden,

um eine Sauerstoffkonzentration von 2,75 mg/l zu erzeugen.

Die Berucksichtigung der temperaturabhangigen MelRabweichung deEl@dode
ermdglichte die im Folgenden vorgestellte hypothermische Lagerung der Zellen unter
definierten Sauerstoffbedingungen im geregelten Bioreaktorsystem. Allerdings bleibt
festzuhalten, dal’ in einem Zeitraum von 4,5 Stunden wahrend der Abkihlung auf die
Zieltemperatur bzw. funf Stunden wahrend der Rethermierung auf die Ausgangstemperatur
aufgrund der Schwankungen in der Anzeige des-Blektrode eine exakte Kontrolle der
Sauerstoffkonzentration nicht moéglich war. In diesen beiden Zeitraumen verandert sich
zudem kontinuierlich die Menge geldsten Sauerstoffs und der jeweilige Sauerstoffbedarf der
Zellen. Diese beiden Faktoren kommen neben den Schwankungen génz¥ige als
weitere Storgrof3en hinzu.

Veranderungen des pH-Wertes unter dem Einflu@ von Temperaturdnderungen konnten
dagegen bei den verwendeten pH-Elektroden nicht festgestellt werden. Deshalb mufl3ten fir
die pH-Regelung keine gesonderten MalRnahmen getroffen werden.

2.5.2 Allgemeine Vorgehensweise

Fur die Untersuchungen der Lagerungsfahigkeit von HepT, C3A und K105 unter
Niedrigtemperaturbedingungen und deren Verhalten nach Rethermierung im geregelten
1-L-Bioreaktorsystem wurden die Hepatocyten zunéchst unter Normbedingungen (37°C,
pH 7,2, pQ = 40%SAT = 2,75 mg &) zu Zellkonzentrationen expandiert, bei der die
Aufrechterhaltung der physiologischen Sollwerte von pH und d@ch die geregelte
blasenfreie Begasung noch problemlos bewerkstelligt werden konnte. Die Expansion von
HepT und K105 fand dabei unter Verwendung der CultiSpH&fMicrocarrier statt,
wahrenddessen C3A durch Sphéaroidkultivierung vermehrt wurde. Bei Erreichen einer
Zellkonzentration von rund 3-4,2*i@ellen/ml folgte unter Riickhaltung der Zellen ein
Mediumwechsel, bei der 90% des zellfreien Kulturtiberstands durch frisches Medium ersetzt
wurden. Gegebenenfalls waren Medienwechsel bereits wahrend der Expanisonsphase
notwendig, um die Zellen ohne Substratlimitierungen zur entsprechenden Zellkonzentration
vermehren zu kénnen. Nachdem die physiologischen Sollwerte von pH yndupsh die
geregelte Begasung wieder erreicht waren, wurde der Bioreaktor auf die Zieltemperatur von
4°C abgekuhlt. Die Bedingungen des Abklhlvorgangs werden jeweils in den im Folgenden
dargestellten Einzeluntersuchungen naher erlautert. Nach einer Lagerungsdauer von
mehreren Tagen wurden die Hepatocyten auf die Normbedingungen (s.0.) rethermiert. Die
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Rethermierung diente u.a. der erneuten Expansion der Zellen, der sich eine zweite und ggf.
dritte Lagerungs- und Rethermierungsphase anschlossen.

2.5.3 Anoxische Lagerung bei 4°C

Nach Expansion der Hepatocyten, dem sich daran anschlieRenden Mediumwechsel und der
Wiederherstellung der physiologischen Bedingungen wurde zunachst der Sauerstoff aus dem
Kulturiberstand entfernt, um bereits beim Abkuhlvorgang fur anoxische (d.h.
sauerstofffreie) Bedingungen zu sorgen. Hierzu wurde die Begasung geadndert. Unter
Beibehaltung der pH-Regelung wurde diefi®&gelung abgeschaltet und der Grundstrom

auf N, = 6 NI/h umgestellt. Durch den Stickstoff- bzw. £8trom und den
Sauerstoffverbrauch der Hepatocyten fiel deg p@erhalb von 15-20 Minuten auf 0%SAT.
Nachfolgend wurde die Abkihlung auf 4°C eingeleitet. Der Verlauf einer Untersuchung zur
Lagerungsfahigkeit von HepT unter diesen Bedingungen ist in Abb. 5.42 dargestellt.
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Abb. 5.42: Zeitlicher Verlauf einer Kultivierung von HepT zur anoxischen (sauerstofffreien) Lagerung bei 4°C
im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem (MW = Zeitpunkt eines Mediumwechsels).

In der Expansionsphase wurden die Hepatocyten tber 4,4 Tage zu einer Zellkonzentration
von 3*1CF Zellen/ml vermehrt. Nach einem Mediumwechsel und der Abkiihlung des
Bioreaktors auf 4°C wurde HepT zwischen Tag 4,4 und Tag 8,6 anoxisch gelagert (erste
hypothermische Lagerungsphase). In dieser Zeit nahm die Konzentration lebender Zellen
kontinuierlich von 3*16 Zellen/ml auf 1*16 Zellen/ml ab.

Nach 8,6 Tagen folgte die Rethermierung auf 37°C. Mit dem Beginn der Rethermierung
wurde die Begasung wieder auf den Modus wéahrend der Expansionsphase umgestellt
(Luft/N, =2,4/3,6 NI/h) und gleichzeitig die pRegelung wieder eingeschaltet, um nach
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Erreichen einer Temperatur von 37°C eine physiologische Sauerstoffkonzentration von
2,75 mg/l (p@-Sollwert = 40%SAT) zu erhalten. Die Zellkonzentration stieg in den
2,9 Tagen dieser ersten Rethermierungsphase auf 8,72@llen/ml an. Nach einem
weiteren Mediumwechsel wurde nach insgesamt 11,6 Tagen die zweite hypothermische
Lagerungsphase eingeleitet. Die Bedingungen entsprachen dabei denjenigen der ersten
Lagerungsphase. Auch hier nahm die Konzentration lebender Zellen kontinuierlich ab und
betrug nach insgesamt 17,7 Tagen 8,3*1Bellen/ml. Durch die nachfolgende
Rethermierung setzte die Proliferationsaktivitat der Zellen wieder ein, bis schlief3lich nach
20,5 Tagen der Kultivierung eine Konzentration von 4,82llen/ml erreicht war.

Der Rickgang der Konzentration lebender Zellen war in beiden hypothermischen
Lagerungsphasen nahezu identisch. Eine Selektion von Zellen, die besonders unempfindlich
gegenuber einer anoxischen Temperaturerniedrigung auf 4°C sind, hat demnach nicht
stattgefunden. Die mittlere Absterberate von HepT lag bei A®®o6 zur
Ausgangszellmenge (siehe Abb. 5.43.a) und damit deutlich hoéher als in
Zentrifugenréhrchen. Da bei der Lagerung in den Zentrifugenrdhrchen zumindest beim
Abkuhlvorgang Sauerstoff vorhanden war, ist folglich eing-V@rsorgung dieser
Hepatocyten wahrend des Abkuhlvorgangs und/oder der hypothermischen Lagerungsphase
notwendig. In T-Flaschen konnte gezeigt werden, dal’ bei HepT die Zellen eine kugelige
Form einnahmen, wenn sie einer Umgebungstemperatur von 4°C ausgesetzt wurden.
Deshalb ist nicht auszuschlieBen, dafl} eine hierdurch verursachte Kontaktminderung der
Zellen mit der Microcarriermatrix durch die im Bioreaktor auftretenden Scherkrafte zu einer
Ablosung der Zellen von den Microcarriern gefuihrt hat und hierdurch das Absterben der
Zellen zusatzlich verstarkt wurde. In den Rethermierungsphasen nahm die Zellzahl mit
spezifischen Wachstumsraten von p = 0'4etste Rethermierungsphase) bzw. p = 0;49 d
(zweite  Wachstumsphase) zu. Die maximale spezifische Wachstumsrate bei der
Kultivierung von HepT im Bioreaktor lag dagegen bejn.e 0,8 d', d.h. die
Proliferationsaktivitat der Zellen nach der Lagerung war um durchschnittlich #4894
herabgesetzt (siehe Abb. 5.43.b). Offenbar waren dies die Auswirkungen der Schadigung
wahrend der hypothermen Bedingungen.

Bei C3A und K105 ging die Konzentration lebender Zellen im Vergleich zu HepT
wesentlich schneller zurick. Bei diesen Hepatocytenlinien wurden Absterberaten von
86+4,3% pro Tag (K105) bzw. 95:23,1% pro Tag (C3A) ermittelt (siehe Abb. 5.43.a).
Aufgrund dieser massiven Verluste lebender Zellen wurde bei C3A und K105 die
Rethermierungen bereits nach einer Lagerungsdauer von 24 Stunden eingeleitet. Bei K105
zeigte sich trotz der hypothermalen Schéadigung ein sehr schnelles Wiederanwachsen der
Kultur. Die spezifischen Wachstumsraten in der Rethermierungsphase lagen bei p £ 0,85 d
(erste Rethermierungsphase) und p = 0;7{zeveite Rethermierungsphase). Die maximale
spezifische Wachstumsrate bei Kultivierungen von K105 im Bioreaktor unter
Normbedingungen lag beig = 0,4 d', d.h. die Proliferationsaktivitat der Zellen hatte sich
infolge der Lagerung etwa verdoppelt. Bei C3A hingegen war die Proliferationsaktivitat
nach der anoxischen Hypothermie wie bei HepT herabgesetzt. Die anhand der Zunahme der
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Konzentration lebender Zellen ermittelte spezifische Wachstumsrate lag bei p ='0,37 d
bzw. 0,35 & Dies entspricht 80,4% bzw. 76,1% der maximalen spezifischen
Wachstumsrate von C3A bei Kultivierungen im Bioreaktor, die hei g 0,46 d lag

(siehe Abb. 5.43.b). Aufgrund des massiven Absterbens von C3A und der insgesamt
geringen Proliferationsaktivitat war eine effektive Vermehrung dieser Zellen zur
Ausgangskonzentration fur eine zweite hypothermischen Lagerungsphase innerhalb einer
einzelnen Kultivierung nicht mdglich. Deshalb wurde bei dieser Hepatocytenlinie die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in voneinander unabhéangigen Kultivierungen untersucht.
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Auch bei der anoxischen Lagerung im Bioreaktor stellten sich die Unterschiede im
Verhalten der Zellen aus den vorangegangenen Untersuchungen bei 4°C ein. C3A und K105
waren deutlich empfindlicher als HepT. Demgegeniber verlief die Reaktivierung von C3A
und insbesondere K105 schneller als bei HepT. Besonders bemerkenswert ist, da? K105
offenbar einen Proliferationsstimulus durch die hier vorliegenden Lagerungsbedingungen
erhielt. Allerdings wurde darauf verzichtet, zu untersuchen, ob dieser Stimulus dauerhaft
erhalten blieb, oder nur ein unmittelbarer Effekt der hypothermischen Lagerung war.

2.5.4 Normoxische Lagerung bei 4°C

Nach der Expansion der Hepatocyten, dem sich daran anschlieenden Mediumwechsel und
der Wiederherstellung der physiologischen Bedingungen wurde die Abkihlung auf 4°C
eingeleitet. Bereits zu diesem Zeitpunkt wurde deg-$Qllwert so eingestellt, dal nach
Erreichen der Zieltemperatur von 4°C und Stabilisierung dep-Hi€ktrode eine
O2-Konzentration von 2,75 mg/l im Kulturiiberstand vorlag. DieseK@nzentration
entsprach genau derjenigen, die wahrend der Expansion der Hepatocyten unter
Normbedingungen eingehalten wurde.

In Vorversuchen hatte sich gezeigt, da durch die Abkuhlung der Sauerstoffbedarf der
Zellen aufgrund der stark herabgesetzten metabolischen Aktivitdt soweit sank, dal3 bei
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einem Grundstrom von LuftiN= 2,4/3,6 NI/h mehr Sauerstoff eingetragen wurde, als die
Zellen bendtigten (OTR- OUR). Hierdurch stieg der pAm Kulturiiberstand Uber den
pO.,-Sollwert. Da jedoch bei dem Bioreaktorsystem eine Regelung deslh durch
Sauerstoffeintrag stattfand, wurde mit dem Beginn der Abkuhlung beziglich des
Grundstroms nur noch mit Stickstoff { 6 NI/h) begast, dem zur Aufrechterhaltung der
normoxischen @Konzentration ein geregelter Sauerstoffstrom und zur pH-Regelung ein
geregelter C@Strom zugefugt wurde.
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Abb. 5.44: Zeitlicher Verlauf einer Kultivierung von HepT zur normoxischen (physiologische
O,-Konzentration) Lagerung bei 4°C im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem.

In Abb. 5.44 ist der Verlauf einer Untersuchung von HepT unter diesen Bedingungen
dargestellt. Die Konzentrationen lebender Zellen wéahrend der hypothermischen
Lagerungsphasen nahm hier in ahnlicher Weise ab wie unter anoxischen Bedingungen. Die
Absterberate war mit 11,%0,2% pro Tag zur Ausgangszellmenge allerdings deutlich
geringer als bei der anoxischen Lagerung. Offenbar verlangsamt die Sauerstoffversorgung
wahrend der Abkihlung und/oder der nachfolgenden hypothermischen Lagerungsphase bei
HepT das Absterben der Zellen.

Mit dem Beginn der jeweiligen Rethermierung auf 37°C wurde wieder mit dem
urspringlichen Grundstrom (LuftfN= 2,4/3,6 NI/h) begast und der pBegler wieder auf

einen Sollwert von 40%SAT eingestellt. In den Rethermierungsphasen war die
Proliferationsaktivitat der Zellen gegeniber der maximalen spezifischen Wachstumsrate in
gleichem Mal3e herabgesetzt wie bei der anoxischen Lagerung. HepT proliferierte mit
spezifischen Wachstumsrate von p = 0:4(efrste Rethermierungsphase) und p = 0;52 d
(zweite Rethermierungsphase). Die Sauerstoffversorgung wahrend der hypothermischen
Lagerungsphase hatte offenbar keinen Effekt auf die Reaktivierung der Zellen.
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Bei C3A und K105 konnten hier im Vergleich zu den anoxischen Bedingungen bei der
Lagerung und der Rethermierung nahezu keine Unterschiede festgestellt werden. Die
Absterberate lag bei 87;:%5,8% (K105) bzw. 93,84,9% (C3A) (siehe Abb. 5.45.a). Die
Sauerstoffversorgung hat demnach das massive Absterben dieser beiden Hepatocytenlinien
nicht verhindert. Mit spezifischen Wachstumsraten von p =#0,86 d* (K105) und
0,33+0,02 d* (K105) wurden &hnliche Werte erreicht wie bei der anoxischen Lagerung.
Wahrend bei K105 die Proliferationsaktivitat infolge der hypothermischen Lagerung etwa
doppelt so hoch war wie bei der Kontrollkultivierung unter Normbedingungen, sank die
Aktivitdt von C3A auf einen Wert von durchschnittlich 71,7% (siehe Abb. 5.45.b).
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Wahrend bei HepT durch die normoxische Sauerstoffversorgung das Absterben der Zellen
gegenuber den Verhéaltnissen bei der anoxischen Hypothermie vermindert werden konnte,
hatte der Sauerstoff bei C3A und K105 praktisch keinen Einflul3. Das massive Absterben
dieser beiden Hepatocytenlinien bei 4°C stellte sich auch hier ein. Bei der Reaktivierung der
Hepatocyten in der Rethermierungsphase war weder bei HepT noch bei C3A oder K105 eine
Veranderung durch das Vorhandensein von Sauerstoff wahrend der vorherigen
Lagerungsphase festzustellen: Wahrend sich bei HepT und C3A gegentber den
Normbedingungen die Proliferationsaktivitat verringerte, erfuhr K105 einen
Proliferationsstimulus.

2.5.5 Hyperoxische Lagerung bei 4°C

In den beiden zuvor vorgestellten Untersuchen hatte sich herausgestellt, da? zumindest bei
HepT das Vorhandensein von Sauerstoff wahrend der Abkuhlung und/oder der
Lagerungsphase das Absterben der Zellen reduziert. Dies warf die Frage auf, ob sich dieses
Ergebnis durch eine weitere Erhohung der Sauerstoffkonzentration verbessern lief3.
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Deshalb wurde mit dem Beginn der Abkihlung auf 4°C der-$@lwert am Regler so
eingestellt, dal3 nach Erreichen der Zieltemperatur eine Sauerstoffkonzentration von
8,76 mg/l vorlag. Dies entspricht dem 3,2fachen der Sauerstoffkonzentration unter
normoxischen Bedingungen. Der Grundstrom von Luyft/\,4/3,6 NI/h wurde unter diesen
Bedingungen beibehalten.

Wie aus Abb. 5.46 hervorgeht, fuhrten diese Maflinahmen im Fall von HepT dazu, daf? sich
wahrend der ersten 48 Stunden in den hypothermischen Lagerungsphase die Konzentration
lebender Zellen praktisch nicht veranderte. Zu Beginn der zweiten Lagerungsphase ab Tag
14,9 war ein nur sehr geringer Riickgang von 3*7éllen/ml auf 2,95 *10 Zellen/ml zu
beobachten. Nachfolgend nahm die Zellkonzentration jedoch rasch ab. Die mittlere
Absterberate beider Lagerungsphasen lag bei 2@b% pro Tag zur jeweiligen
Ausgangszellmenge. Damit starben die Zellen im weiteren Verlauf der hyperoxischen
Hypothermie schneller ab als unter anoxischen und normoxischen Bedingungen.

|-®-Zellen = Glucose 4 Lactat # NH4+|

MW MW MW

3,5E+06

N
ol

4 HdOuSCon

Y -
{
A | i

3,0E+06 -

T
N
o

2,5E+06 -
2,0E+06 -

1,5E+06 -

Zellkonzentration
(lebende Zellen/ml)

|

1
[any
o

h—'\g-
—
=
H
o1
cGluc, cLac, cNH ," (mM)

1,0E+06 -

|
T
6]

5,0E+05 | i

’ ' S AAAAANAKN ©
\v',‘;-‘e,‘g.li\-é»es,'\)v‘ U "

A UAATA S A AR A A A
6 8

0,0E+00 timmimnta T — = 0
0 2 4 10 12 14 16 18 20 22 24 26

M Expansions- bzw. Rethermierungsphase Ze|t (Tage)

hypothermische Lagerungsphase

Abb. 5.46: Zeitlicher Verlauf einer Kultivierung von HepT zur hyperoxischen (sauerstoffreichen) Lagerung
bei 4°C im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem (MW = Zeitpunkt eines Mediumwechsels).

Die Rethermierungen wurden hier in gleicher Weise eingeleitet, wie in den zuvor

vorgestellten Untersuchungen zur hypothermischen Lagerung im Bioreaktor. Auch bei den
Rethermierungen traten bei HepT Verédnderungen auf. Ein unmittelbares Einsetzen der
Proliferationsaktivitat war nicht festzustellen. Stattdessen nahm die Zellkonzentration
innerhalb der ersten 22,5 bzw. 25 Stunden der Rethermierung jeweils geringfiigig ab. Erst
danach stieg die Zellkonzentration mit einer spezifischen Wachstumsrate von

1 =0,34+0,03 d', welches 42,5% der maximalen spezifischen Wachstumsrate von

Umax = 0,8 d' entspricht (siehe Abb. 5.47.b).
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Bei C3A fuhrten die hyperoxischen Bedingungen dazu, daf3 nach einer Lagerungsdauer von
24 Stunden bereits alle Zellen abgestorben waren. Die Schadigung der Zellen war demnach
groRer als unter anoxischen oder normoxischen Bedingungen. In einer weiteren Kultivierung
waren nach einer Lagerungsdauer von 21 Stunden mit*&%&0en/ml noch 2% der
Ausgangskonzentration vor der Abkiihlung von 3*Z@llen/ml nachzuweisen. In der sich
daran unmittelbar anschlieRenden Rethermierungsphase wurde kein weiteres Absterben der
Zellen ermittelt. Statt dessen stieg die Zellkonzentration Gber einen Zeitraum von 2,1 Tagen
auf 1,4*1G Zellen/ml an. Dies entspricht einer spezifischen Wachstumsrate von 8,37 d
Damit lag die Proliferationsaktivitat von C3A trotz der massiven Schadigung immer noch
bei 80,4% der maximalen spezifischen Wachstumsrate vap=0,46 & (sieche Abb.
5.47.b).

Bei K105 waren hier im Vergleich zu den anderen Lagerungsbedingungen praktisch keine
Veranderungen feststellbar. Die mittlere Absterberate wahrend der hyperoxischen
Hypothermie lag bei 87+1,4% zur Ausgangszellmenge vor der Abkuhlung (siehe
Abb. 5.47.a). Demgegeniber proliferierte K105 in den Rethermierungsphasen mit einer
mittleren spezifischen Wachstumsrate von &0®1 d', welches etwa dem Doppelten der
maximalen spezifischen Wachstumsrate unter Normbedingunen von p 2 @ptspricht

(siehe Abb. 5.47.b).
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Abb. 5.47: Vergleich der Lagerungsfahigkeit und Reaktivierung von HepT, C3A uth@5Kbei der
hyperoxischen (sauerstoffreichen) Lagerung bei 4°C im geregelten 1-L-Bioreaktorsystéergleich der
prozentualen Absterberate in Relation zur Ausgangszellmdng®eranderung der Proliferationsaktivitét

infolge der Lagerung. Prozentuales Verhaltnis der spezifischen Wachstumsrate wahrend der ersten 24 Stunden
der Rethermierungsphase zur maximalen spezifischen Wachstumsrate unter Normbedingungen.

Durch die hohe Sauerstoffkonzentration konnte bei HepT das Absterben der Zellen tber
einen Zeitraum von 48 Stunden praktisch vollstandig unterbunden werden. Demgegeniber
starben die Zellen nachfolgend schneller ab, als wahrend der anoxischen und hyperoxischen
Lagerung. Zudem verhinderte die hohe Sauerstoffkonzentration wahrend der
hypothermischen Phase offenbar eine schnelle Reaktivierung der Zellen in den
Rethermierungsphasen. Dieses Ergebnis lie3 den Schlu zu, dal bei HepT hohe
Sauerstoffkonzentrationen bei der Abkiihlung férderlich fur das Uberleben der Zellen sind,
dagegen wahrend der Lagerungsphase eher Schadigungen bei den Zellen hervorrufen, die
zudem eine Reaktivierung der Uberlebenden Zellen verzbgern.
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2.5.6 Modifiziert anoxische Lagerung bei 4°C

Ausgehend von den Ergebnissen der hyperoxischen Lagerung wurden Abkihlung und
nachfolgende Lagerung unterschiedlich gestaltet. Mit dem Beginn der Abkihlung wurde der
pO,-Sollwert auf die Bedingungen der hyperoxischen Lagerung eingestellt (siehe V.2.5.5).
Hierdurch waren die Zellen wahrend des Abkihlungsvorgangs einer hohen
Sauerstoffkonzentration ausgesetzt. Die genaue Konzentration konnte aufgrund der durch
die Temperaturverdnderung bedingten Schwankung deiE@Rtrode nicht determiniert
werden. Nach der dreistiindigen Abkiihlung des Bioreaktors auf 4°C erfolgte die Umstellung
der Begasung, um den Sauerstoff aus dem Kulturiberstand zu entfernen. Dazu wurde die
pO.,-Regelung abgeschaltet und der Grundstrom von Lpft24/3,6 NI/h auf B = 6 NI/h
umgestellt. Mit Hilfe des Stickstoffgrundstroms und des geregeltepEit@rags wurde
zudem der Kopfraum des Bioreaktors fur 5 Minuten gespult. Hierdurch wurde der in der
Gasphase ber dem Kulturiberstand verbliebene Sauerstoff entfernt. Durch diese
MalRnahmen sank der pQnnerhalb der ersten zwei Stunden der hypothermischen
Lagerungsphase auf 0%SAT (anoxische Bedingungen).

Wie Abb. 5.48 zeigt, wurde durch die getroffenen MalRnahmen das Absterben von HepT
nachhaltig reduziert. Die mittlere Absterberate in den beiden modifizierten hypothermischen
Lagerungsphasen betrug 23,3% pro Tag zur jeweiligen Ausgangszellmenge.
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Abb. 5.48: Zeitlicher Verlauf einer Kultivierung zur modifiziert anoxischen Lagerung von HepT bei 4°C
(MW = Zeitpunkt eines Mediumwechsels).

Am Tag 10,2 (erste Lagerungsphase) und Tag 21,3 (zweite Lagerungsphase) wurde durch
Einschalten der p&Regelung der Sauerstoffgehalt des Kulturiiberstands auf 8,76 mg/l
erhoht (hyperoxische Bedingungen). Nachfolgend konnte jeweils eine rasche Abnahme der
Konzentration lebender Zellen beobachtet werden. Dies beweist die cytotoxische Wirkung
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des Sauerstoffs, wenn die Zellen langerfristig einer Umgebungstemperatur von 4°C
ausgesetzt sind. Auffallig ist auch, dald trotz kurzzeitiger Hyperoxie die Zellen nach
Einleitung der Rethermierung unmittelbar ihre Proliferationsaktivitdt wieder aufnahmen.
Offenbar wird die Reaktivierung der Zellen erst nachhaltig gehemmt, wenn sie bei 4°C
ebenfalls langerfristig einer hohen ,-Ronzentration ausgesetzt sind. Die mittlere
spezifische Wachstumsrate lag hier nach nur kurzzeitiger Hyperoxie bei p £00076d"

und damit bei 95% der maximalen spezifischen Wachstumsrate unter den Normbedinungen
der Bioreaktorkultivierung.

Bei keiner der vorangegangen Lagerungsexperimenten im Bioreaktor konnte eine
nennenswerte Stoffwechselaktivitdt bei HepT beobachtet werden. Um so bemerkenswerter
ist, dalR HepT wahrend der modifiziert anoxischen Lagerung Lactat produzierte (siehe
Abb. 5.48). Gleichzeitig konnte ein leichter Riuckgang der Glucosekonzentration im
Kulturiberstand ermittelt werden. Allerdings produzierte HepT mehr Lactat als aus dem
Glucoseverbrauch hatte resultieren konnen. Die Analyse der extrazellularen
Aminsoaurekonzentrationen ergab, da? HepT neben Glucose auch eine betrachtliche Menge
bestimmter Aminosauren verbrauchte (siehe Abb. 5.49). Somit resultierte die Lactatmenge
offensichtlich insbesondere aus dem Verbrauch glucogener Aminosauren.
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Abb. 5.49: Profile der zeitlichen Anderung der extrazellularen Aminosdurekonzentrationen bei der
Kultivierung von HepT zur modifiziert anoxischen Lagerung bei 4°C.
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Besonders auffallig war diesbezuglich der Verbrauch von Glutamin (GLN). Mit einer
spezifischen Verbrauchsrate vog g= 59,5 nmol*(18 Zellen*d)* erreichte HepT hier
7,8% der maximalen Glutaminverbrauchsrate unter den Normbedingungen der
Bioreaktorkultivierung. Eine Restaktivitat im Metabolismus von HepT war also selbst bei
einer Umgebungstemperatur von 4°C noch vorhanden.

Bei C3A konnte durch die modifizierte anoxische Lagerung das massive Absterben der
Zellen nicht verhindert werden. Sowohl die mittlere Absterberate voni24926 pro Tag
(siehe Abb. 5.50.a) als auch die spezifische Wachstumsrate nach Rethermierung (ohne
kurzfristige Hyperoxie!) von p = 0,360,01 d* entsprachen den Werten, die bei der
anoxischen Lagerung (siehe V.2.5.3) erreicht wurden.

Bei K105 hingegen wurde die Absterberate durch die modifizierte anoxische Lagerung auf
einen Wert von 25,84,8% pro Tag zur jeweiligen Ausgangszellmenge reduziert (siehe
Abb. 5.50.a). Die durch die hypothermischen Bedingungen offensichtlich stimulierte
Proliferationsaktivitat blieb mit einer mittleren spezifischen Wachstumsrate von
0,78+0,07 d* (ohne kurzfristige Hyperoxie!) erhalten (siehe Abb. 5.50.b).
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2.6. Zusammenfassung der Ergebnisse der hypothermischen Lagerung

Die Erniedrigung der Umgebungstemperatur fihrte bei allen verwendeten Hepatocytenlinien
zu einer erwinschten Reduktion des Metabolismus. Bei einer Temperatur von 19-21°C
(Raumtemperatur) war die Restaktivitat allerdings noch so hoch, dal3 innerhalb von einigen
Tagen der Lagerung einzelne Substrate durch die Hepatocyten vollstandig verbraucht waren.
Im Fall von HepT konnte durch eine weitere Temperaturerniedrigung auf 4°C der

Stoffwechsel der Zellen so weit gedrosselt werden, dal3 selbst nach Wochen keine
Substratlimitierungen auftreten wuirden. Offenbar ist dies jedoch neben der

Temperaturerniedrigung abhangig von weiteren Umgebungsparametern: Wahrend im
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statischen System (Zentrifugenrohrchen) bei HepT als Restaktivitdt nur noch eine geringe
Lactatproduktion ermittelt werden konnte, zeigte die selbe Hepatocytenlinie im geruhrten
System unter modifiziert anoxischen Bedingungen einen deutlich ausgepragten Glucose-,
Lactat- und Aminosauremetabolismus. Hierdurch waren bei entsprechend langerfristiger
Lagerung Eingriffe in das System erforderlich, um Schadigungen der Zellen insbesondere
durch Substratlimitierungen zu vermeiden.

Aus den Ergebnissen von insgesamt 24 Kultivierungsexperimenten mit HepT, C3A und
K105 stellte sich die modifiziert anoxische Lagerung bei 4°C als wirksamste Methode fur
ein langerfristiges Uberleben der Zellen unter pH- und-kidtrollierten Bedingungen
heraus (siehe Tab. 5.1). Im Fall von HepT konnte hierdurch der Verlust lebender Zellen auf
2,3% pro Tag zur Ausgangszellmenge reduziert werden. Bei K105 wurde durch diese
Mallnahme dafld unter den anderen Bedingungen sehr rasche Absterben der Zellen mit
Verlusten von tber 80% pro Tag zur Ausgangszellmenge deutlich begrenzt. Die Verlustrate
betrug hier allerdings immer noch fast 26% pro Tag zur Ausgangszellmenge. Bei C3A
zeigten sich dagegen nahezu keine Unterschiede in Abhangigkeit zur jeweiligen
Sauerstoffkonzentration. In jeder Versuchsanordnung fuhrte bei dieser Hepatocytenlinie die
Abklhlung auf 4°C Uber 24 Stunden hinaus immer zu einem Totalverlust lebender Zellen.

Tab. 5.1: Prozentuale Absterberaten von HepT, C3A und K105 bei verschiedenen Sauerstoffverhéltnissen
wahrend der hypothermischen Lagerung im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem.

HepT C3A K105
anoxisch 19,6+0,5% 95,2t3,0% 86+4,3%
normoxisch 11,2+0,2% 93,8t4,9% 87,3t5,8%

_ bis 48 h: 0,8+1,2%
hyperoxisch Gber 48 h:  20,140,5% 100+0% 87+1,4%
modifiziert anoxisch 2,310,3% 94,1+2,9% 25,8t4,8%
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VI. Zusammenfassung und Ausblick

1. Zusammenfassung

Das akute bzw. akut auf chronische Leberversagen ist eine auflerst schwerwiegende
Erkrankung, dem bisher in der etablierten medizinischen Praxis nur mit dem Austausch des
funktionsuntliichtigen gegen ein neues Organ begegnet werden kann. Da jedoch eine
zunehmende Knappheit an geeigneten Spenderorganen besteht, wird weltweit intensiv nach
therapeutischen Alternativen gesucht. Die vielversprechendste MalRBhahme ist die temporére
Uberbriickung der ausgefallenen Leber durch ein extrakorporales bioartifizielles
Leberunterstiitzungssystem. Hierdurch kann das Uberleben des Patienten bis zum Eintreffen
eines Spenderorgans gesichert werden. Zudem besteht durch diese Therapie eine reelle
Chance, dal3 sich die Leber des Patienten wieder erholt und so eine Transplantation
vermieden werden kann. Die funktionelle Einheit dieser Systeme sind immobilisierte
Hepatocyten, die bei der Perfusion des Systems mit dem Blut bzw. Plasma des Patienten die
Funktionen des ausgefallenen Organs Ubernehmen. Xenogene (priméare) Hepatocyten
scheiden als mdgliche Zellressource aus, da mit ihrer Anwendung die Gefahr maoglicher
Zoonosen besteht und die Fremdartigkeit der Zellen und der durch sie sezernierten Proteine
bei dauerhafter Exposition zu Immunreaktionen beim Patienten fihrt. Zudem verlieiren sie
vitro rasch ihre leberspezifischen Funktionseigenschaften und zeigen kaum
Proliferationsaktivitat. Funktionsverluste und geringe Proliferationsneigung sind leider auch
bei primadre humanen Hepatocyten zu verzeichnenpeliesedie ideale Zellressource fur
bioartifizielle Leberunterstitzungssysteme darstellen wirden.

Um ausreichende Zellmengen zu erzeugen, ist daher die Entwicklung einer humanen
Hepatocytenlinie erforderlich. Diese sollte einen nicht-malignen Phanotyp besitzen, dennoch
eine hohe Teilungsfahigkeit aufweisen, dauerhaft ausdifferenziert bleiben und die gleichen
synthetisierenden und detoxifizierenden Eigenschaften aufweisen wie die Hepatocyten
vivo. Dies war eines der Ziele im Verbundprojekt zwischen dem Lehrstuhl far
Zellkulturtechnik der Universitat Bielefeld und den Firmen DeveloGen, Gottingen und
Hybrid Organ in Berlin, welches allerdings im Zeitrahmen des Projekts noch nicht
umgesetzt werden konnte. Dennoch wurde beim Projektpartner DeveloGen mit der
Entwicklung der murinen ELS-Hepatocytenlinie K105 ein neues Verfahren zur
Immortalisierung  primarer Hepatocyten etabliert. In  Ermangelung alternativer
Hepatocytenlinien wurden K105 sowie die SV 40 large T-Ag immortalisierte murine
Hepatocytenlinie HepT und die bereits in einem bioartifiziellen Leberunterstiitzungssystem
eingesetzte humane Hepatoblastomlinie C3A im Rahmen der hier vorgestellten Arbeiten als
Modellzellinien fur die Entwicklung geeigneter Methoden zur Expansion, funktionellen
Charakterisierung und kontinuierlichen Bereitstellung benutzt.
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Fir die funktionelle Charakterisierung der Hepatocyten wurden mit der Bestimmung der
CH-, der ECOD und EROD-Aktivitdt drei Methoden etabliert, die eine zellspezifische
Bewertung der leberspezifischen  Funktionseigenschaften  der  verwendeten
Hepatocytenlinien zulie. Es konnte gezeigt werden, daR die leberspezifischen
Metabolisierungsleistungen weder von HepT, noch von K105 oder C3A an diejenigen
primarer Hepatocyten heranreichen. Die nicht vorhandene CH-Aktivitat aller drei
Hepatocytenlinien stach dabei besonders hervor. Die ECOD-AKktivitat betrug maximal 7,5%
der Aktivitat primérer Hepatocyten, bei der EROD Aktivitat wurden maximal 16,2% der
Aktivitat primarer Hepatocyten erreicht. Im Fall von C3A stellen diese und weitere
Ergebnisse (BANGE et al. 1995, VKNG et al. 1998) die Wirksamkeit dieser Zellen bei der
Anwendung in bioartifiziellen Leberersatzsystemen ernsthaft in Frage.

Mit Hilfe der Microcarrier-Technik wurde eine Methode entwickelt, welche die Expansion
von Hepatocyten zu Zellmengen fir die Anwendung im bioartifiziellen Leberersatzsystem
innerhalb eines ©6konomisch vertretbaren Zeitraums ermoglicht. GemalR der mit den
Hepatocytenlinien gewonnenen Daten dauert eine solche Expansion im 10-L-Mal3stab
inklusive der notwendigen Vorkulturen bei optimiertem Kulturmedium und verbesserter
Gasver- und -entsorgung etwa 12-17 Tage. Im Fall von C3A konnte gezeigt werden, dafd mit
der Spharoidkultivierung eine mogliche alternative Expansionsmoglichkeit besteht, bei der
zudem die Kosten flur die Anschaffung der Microcarrier und der zusatzliche Aufwand bei
der Anwendung dieser Trager entfallen.

Aus den Ergebnissen zur kontinuierlichen Bereitstellung geht eindeutig hervor, daf? die
Entwicklung einer allgemeingultigen hypothermischen Konservierungsmethode mit Hilfe
von Modellzellinien, die dann auf beliebige andere Hepatocytenlinien Gbertragen werden
kann, nicht moglich ist. HepT, C3A und K105 verhielten sich untereinander je nach
Versuchsanordnung sehr unterschiedlich. Bei HepT konnte das Absterben der Zellen durch
eine modifiziert anoxische Lagerung im geregelten 1-L-Bioreaktorsystem auf Verluste von
2,3% pro Tag zur Ausgangszellmenge begrenzt werden. Danach ware die modifiziert
anoxische Lagerung der Zellen bei 4°C iber einen Zeitraum von etwa 2-3 Wochen eine
Alternative zur Kryokonservierung, wenn man beim Einfrieren und Wiederauftauen einen
Gesamtverlust von bis zu 40% der Zellmenge primérer Hepatocyten als
Berechnungsgrundlage annimmt (sieheddNTo et al. 1990). Nach der Rethermierung auf
37°C erreichte HepT 95% der maximalen Proliferationsaktivitat der Kontrollkultivierung
unter Normbedingungen, d.h. eine schnelle Reaktivierung der Zellen nach einer
hypothermischen Lagerung wurde erreicht.

Wahrend bei HepT das Uberleben der Zellen unter hypothermischen Bedingungen durch die
gesamte Bandbreite der Modifizierungen der Sauerstoffverhaltnisse entscheidend beeinfluf3t
wurde, konnte das massive Absterben von K105 lediglich unter modifiziert anoxischen
Bedingungen erkennbar reduziert werden. Noch dramatischer war die Situation bei C3A. In
keiner der gewdahlten Versuchsanordnungen wurde das Absterben der Zellen auch nur
ansatzweise unterbunden. Offenbar fiuhrt bei dieser Hepatoblastomzellinie eine
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Temperaturerniedrigung auf 4°C grundsatzlich zum Tod der Zellen. Angesichts der hier
vorgestellten Ergebnisse ist erstaunlich, dal3 die Fa. VitaGen ihr mit C3A befilltes
bioartifizielles Leberersatzsystem ELADir den Transport zum Bestimmungsort unter
Verwendung von Kultivierungsmedium ohne zusétzliche besondere Mal3nahmen auf 4°C
abkuhlt. Angesichts des unterschiedlichen Verhaltens der verwendeten Hepatocytenlinien ist
ein abschliel3endes Urteil Gber die Mdglichkeiten der hypothermischen Konservierung zur
kontinuierlichen Bereitstellung von Hepatocyten fur die Anwendung in bioartifiziellen
Leberersatzsystemen nur &auf3erst schwer zu féllen. Hierzu ware es erforderlich, die
Untersuchungen mit einer Hepatocytenlinie durchzufihren, die auch die notwendigen
Eigenschaften fur den therapeutischen Einsatz besitzt.

2. Ausblick

Die Therapie des Leberversagens mit Hilfe von bioartifiziellen
Leberunterstitzungssystemen ist auf absehbare Zeit die einzige hoffnungsvolle Methode, die
Knappheit an Spenderlebern zu Uberwinden. Allerdings ist hierfur die Entwicklung einer
Hepatocytenlinie mit  hoher leberspezifischer Stoffwechselaktivitdt erforderlich.
Gegenwartig scheint eine reversibel immortalisierte humane Hepatocytenlinie der
aussichtsreichste Kandidat zu sein (siehe Il. 3.2.2.3.1). Bei derartigen Hepatocytenlinien
kann selektiv zwischen dem proliferierenden Stadium und der stoffwechselaktiveren G
Phase gewechselt werden, wobei der genetische Proliferationsstimulus aus den Zellen
entfernt wird. Eine solche Linie mit der Bezeichnung NKNT3 wurde bereits entwickelt
(KoBAYASHI et al. 2000) und wird mdoglicherweise bei der Fortsetzung des
Verbundprojektes eingesetzt.
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VII. Abklrzungsverzeichnis

Allgemein

A.
Abb.
AG
ATCC
BAL
bspw.
bzw.
CA
ca.
CEDEX-System
CHO
CYP
DE
Dr.
EC
ELAD
ELS
engl.
et al.
etc.
e.Vv.

GmbH
HAV
HBV
HCV
HDV
HELLP
KGW
lat.
MA
MARS
MC
MELS
MN
MW

Arteria (lat.)

Abbildung

Aktiengesellschaft

American Type Culture Collection

Bioatrtificial Liver (engl.)
beispielsweise

beziehungsweise

Kalifornien

circa (lat.)
Cell-Density-Examination-System

Chinese Hamster Ovarian

Cytochrom-P450-Enzym

Delaware

Doktor

Enzyme Commission (engl.)

Extracorporeal Liver Assist Device (engl.)

extended life span (engl.)

englisch

et alii (lat)

et cetera (lat.)

eingetragener Verein

folgend

Gesellschaft mit beschrankter Haftung

Hepatitis A-Virus

Hepatitis B-Virus

Hepatitis C-Virus

Hepatitis D-Virus

hemolysis, elevated enzymes, low platelet count (engl.)

Karlsruher Glaswerke
lateinisch
Massachusetts
Molecular Adsorbent Recirculating System
Microcarrier

Modular Extracorporeal Liver System
Minnesota

Mediumwechsel
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NL
No.
OTR
OUR
p.a.
PE
PERV
pH
pO;
RPMI
RT

SAT
sog.
S.0.
S.u.
SV 40
Tab.
Ts.
UNOS
USA

VA

vgl.
YSI
z.B.
z.T.

Substanzen

3-MC
a-NF
Ag®
AgCl
AS
ATP
B-NF
ca*
Cr
CH

Niederlande

Number (engl.)

oxygen transfer rate (engl.)

oxyten uptake rate (engl.)

pro analysis (lat.)

plating efficiency (engl.)

porcine endogenous retrovirus (engl.)
Wasserstoffionenkonzentration
Sauerstoffpartialdruck

Roswell Park Memorial Institute (engl.)
Raumtemperatur

Seite

Saturation

sogenannter, sogenannte, sogenanntes
siehe oben

siehe unten

Simian Virus 40 (engl.)

Tabelle

Taunus

United Network for Organ Sharing
United States of America (engl.)
Vena (lat.)

Virginia

vergleiche

Yellow Springs Instruments

zum Beispiel

zum Teil

3-Methylcholantren
o-Naphthoflavon
Silberkation
Silberchlorid
Aminosaure(n)
Adenosintriphosphat
B-Naphthoflavon
Calciumkation
Chloridanion
Coumarin-Hydroxylase
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CMF-PBS calcium- and magnesiumfree, phosphate buffert saline (engl.)
CO, Kohlendioxid

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium (engl.)
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic Acid (engl.)
ECOD Ethoxycoumarimm-Deethylase
EROD Ethoxyresorufire-Deethylsase
EDTA Ethyldiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Reticulum
FCS Fetal Calf Serum (engl.)

FMO Flavinhaltige Monooxygenase(n)
Gluc Glucose

H* Wasserstoffkation, Proton

HES Hydroxyethylstarke

HGF Hepatocyte Growth Factor (engl.)
H, molekularer Wasserstoff

H.O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

HTK Histidin-Tryptophane-Ketoglutarat
KCI Kaliumchlorid

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat
KoHPO Kaliumhydrogenphosphat

KOH Kaliumhydroxid

Lac Lactat

LDH Lactatdehydrogenase

MMF Mycophenolat Mofetil

N> molekularer Stickstoff

Na-... Natrium-...

NacCl Natriumchlorid

NAD" Nicotinamid-adenin-dinucleotid (oxidiert)
NAD " +H" Nicotinamid-adenin-dinucleotid (reduziert)
NaHCG; Natriumhydrogencarbonat
NaHPO, Natriumhydrogenphosphat
NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat
NaOH Natriumhydroxid

NH," Ammonium

O, molekularer Sauerstoff

OPA ortho-Phthaldialdehyd

pRB Retinoblastom-Protein

RNA Ribonucleic Acid (engl.)

T-Ag T-Antigen

TNF Tumor Necrosis Factor (engl.)



Kapitel VII: Abklrzungsverzeichnis

Uws University of Wisconsin Solution (engl.)

Aminosauren

ALA Alanin

ARG Arginin

ASN Asparagin
ASP Aspartat (Asparaginsaure)
CYS Cystein

GLN Glutamin
GLU Glutamat (Glutaminsaure)
GLY Glycin

HIS Histidin

ILE Isoleucin
LEU Leucin

LYS Lysin

MET Methionin
PHE Phenylalanin
PRO Prolin

SER Serin

THR Threonin
TRP Tryptophan
TYR Tyrosin

VAL Valin
Einheiten

°C Grad Celsius
cm Zentimeter
cn? Quadratzentimeter
d Tag

g Gramm

h Stunde

kat Katal

kDa Kilodalton

kg Kilogramm

L, | Liter

M molar

m? Quadratmeter
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min

mg

MHz

ml

mM
mOsmol
muU

mV

Mg
ul
Hm
uM
NI
nm
nmol
pmol
rpm

U/min
viv
%

Symbole

o o> oL

*

(@]

CL
Cwm
Cp
Cs

o

AE
At

Minute(n)

Milligramm
Megahertz

Milliliter

millimolar

Milliosmol

Milli-Units

Millivolt

Mykrogramm
Mykroliter
Mykrometer
mykromolar

Normliter

Nanometer

Nanomol

Pikomol

revolutions per minute (engl.)
Sekunde(n)

Units

Umdrehungen pro Minute
volume/volume (engl.)
Prozent

Bunsenkoeffizient

Ldslichkeit

Kathodenoberflache
Ordinatenschnittpunkt
Konzentration
Sauerstoffsattigungskonzentration
Konzentration einer Substanz i
Sauerstoffkonzentration in LOsung
molare Konzentration
Produktkonzentration
Substratkonzentration
Schichtdicke

Diffusionskoeffizient
Extinktionsdifferenz

MelRdauer



Kapitel VII: Abklrzungsverzeichnis

Vi

Gefrierpunktserniedrigung
Euler'sche Zahl

Elektron

molarer Extinktionskoeffizient
Losungsmittel
Erdbeschleunigung
Henry-Koeffizient
Diffusionsgeschwindigkeit
volumetrischer Ubergangskoeffizient
Ubertragungsbeiwert
Wellenlange

Graphensteigung
Molekulargewicht

spezifische Wachstumsrate
Ruhrerdrehzahl
Reaktionsgeschwindigkeit
Durchmesser

Partialdruck eines Gases i
spezifische Sauerstoffverbrauchsrate
spezifische Produktbildungsrate
spezifische Substratbildungsrate
Pearson’scher Korrelationskoeffizient
Ohm’scher Widerstand

Zeit

Verdopplungszeit

Vorhaltezeit

Nachstellzeit

Ausgleichszeit

Verzugszeit

mel3bare Spannung
Polarisationsspannung

Volumen

Verstarker

Zellkonzentration
Membrandicke
Startzellkonzentration
Proportionalitatsbereich
abhangige Variable

Ausbeute

Luftvolumentstrom
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