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Einleitung

1.1 Definitionen des Leberversagens

Die klassische klinische Definition des Leberversagens stitzt sich auf die Trias
Koagulopathie, Ikterus und hepatische Enzephalopathie. Beim Leberversagen
wird zwischen akutem, akut-auf-chronischem und chronischem Leberversagen
unterschieden.

Das chronische Leberversagen tritt bei Patienten im Endstadium einer Zirrhose
als Resultat des fortschreitenden Krankheitsprozesses auf.

Dagegen werden unter dem Begriff des akut-auf-chronischen Leberversagens
diejenigen Patienten zusammengefasst, bei denen eine kompensierte chroni-
sche Lebererkrankung aufgrund einer Komplikation wie Sepsis, gastrointestina-
ler Blutung, Ischamie oder aufgrund von hepatotoxischen Substanzen wie Al-
kohol akut dekompensiert (24).

Das seltenere akute Leberversagen wurde 1970 durch Trey and Davidson néa-
her definiert. Diese noch heute gebrauchliche Definition gibt einige wichtige Be-
obachtungen des akuten Leberversagens wieder: Es entwickelt sich bei Patien-
ten ohne vorherige spezifische Erkrankung der Leber. Es tritt plotzlich auf, ist
charakterisiert durch eine hepatisch bedingte Enzephalopathie und ist potenziell
reversibel (54). Ursachen hierfur sind meist virale Erkrankungen wie Hepatitis A
oder B, Medikamententiberdosierung, hier vor allem die Uberdosierung mit Pa-
racetamol, andere Toxine, wie zum Beispiel eine Intoxikation mit dem Knollen-
blatterpilz, oder metabolische Funktionsstérungen, wie zum Beispiel das Reye’s
Syndrom.

O’Grady und Kollegen entwickelten 1993 die ,King’s classification®, entspre-
chend der das akute Leberversagen weiter in hyperakutes, akutes und subaku-
tes Leberversagen unterteilt wird, je nachdem, ob die Enzephalopathie nach 7
Tagen, 8-28 Tagen oder mehr als 28 Tage nach Beginn des lkterus auftritt (45).
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Koagulopathie
Ikterus
Hepatische Enzephalopathie (HE)

AN

Vorbestehende Lebererkrankung
| |
ja nein
I

Zeit zwischen lkterus und HE

<7d 7-28d >28d

Abbildung 1 Differentialdiagnose bei Leberversagen. Das Zeitintervall zwischen Ikterus und
hepatischer Enzephalopathie gibt Hinweise auf die Prognose; subakute Verlaufsformen haben
eine hohere Letalitat; d = Tage; HE= hepatische Enzephalopathie

Die Uberlebensrate ohne Transplantation liegt zwischen 10% und bis zu 90%.
Wird die Lebertransplantation und verbesserte interdisziplindre MalRnahmen
miteinbezogen, liegt die Uberlebensrate bei 40% bis 90%, abhangig von der
zugrunde liegenden Ursache (43). Dies stellt kein zufrieden stellendes Resultat
dar.

Die assoziierte Enzephalopathie wird entsprechend der Schwere des Krank-
heitsbildes in 4 Stadien unterteilt: Stadium | ist durch Schlaf- und Konzentrati-
onsstorungen sowie durch Veranderungen der Stimmungslage gekennzeichnet.
In Stadium Il kommen Desorientiertheit und Tremor dazu. In Stadium Il besteht

ein sopordser und in Stadium IV ein komattser Bewusstseinszustand (29).

1.2 Pathogenese des akuten Leberversagens

Beim akuten Leberversagen sind, entsprechend der jeweiligen Atiologie ausge-
dehnte Nekrosen und Zellfunktionsstérungen der Hepatozyten im histologi-

schem Erscheinungsbild charakteristisch. Im Allgemeinen zahlen zu den resul-
tierenden klinischen Komplikationen hamodynamische Insuffizienz, hepatische
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Enzephalopathie, Nierenversagen und Dysfunktion der Lebersynthese mit kon-
sekutiver Einschrankung der plasmatischen Gerinnung (38).

Obwohl die Pathophysiologie nicht vollstandig verstanden ist, werden zwei
grundlegende Mechanismen fir die Pathogenese des akuten Leberversagens
diskutiert. Beide Mechanismen fuhren zu einer Veranderung des Plasmas bei
akutem Leberversagen.

Zum einen aktivieren geschadigte Leberzellen im Rahmen einer Inflammation
Immunzellen, eine entsprechende Zytokinantwort sowie die Produktion von Im-
munmodulatoren und verschiedener toxischer Substanzen.

Zum anderen resultiert eine Abnahme der Leberfunktionsleistung, die wiederum
mit dem Verlust der Syntheseleistung, der metabolischen Leistung und der
Detoxifikationssleistung einhergeht. Dieser Verlust der Detoxifikationssleistung
fuhrt zu einer Akkumulation zahlreicher wasserldslicher Toxine wie Ammoniak
und proteingebundener Toxine (2). Vor allem die proteingebundenen Toxine
werden als Ausloser einer hepatischen Enzephalopathie, eines zerebralen
Odems, Komas, Nieren- und Kreislaufversagens in Zusammenhang gebracht.
Multiorganversagen und Tod resultieren héufig ohne entsprechende Therapie
(2). Es konnte nicht bei allen Substanzen nachvollzogen werden, tber welchen
Menchanismus es zur Zell- und Organschadigung kommt.

Es konnte aber gezeigt werden, dass Cholestase und hydrophobe Gallensalze
bei Hepatozyten Uber Aktivierung des FAS-Rezeptor Apoptose induzieren kon-
nen (14).

Das bedeutendste Transportprotein fur hydrophobe Toxine im Plasma ist Albu-
min. Die physiologische Plasmakonzentration von Albumin liegt zwischen 3,4 -
4,5 g/dl, das Molekulargewicht betragt 69 kDa. Die taglich synthetisierte Albu-
minmenge betragt beim Mann 120-200 mg/kg Korpergewicht und bei der Frau
120-150 mg/kg Koérpergewicht. Die physiologische Halbwertszeit von Albumin
betragt 17-27 Tage. Die Albuminsynthese ist aber bei eingeschrankter oder gar
ausgefallener Lebersynthese entsprechend verringert. Im Leberversagen fallen
nicht nur vermehrt Toxine an. Durch die verringerte Albuminsynthese ist somit

zusatzlich die Transportkapazitat fir diese Toxine herabgesetzt. In Tabelle 2
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sind einige an Albumin gebundene Toxine aufgefihrt, die beim akuten Leber-

versagen pathophysiologisch relevant sind.

Tabelle 1 Albumingebundene Toxine mit pathophysiologischer Relevanz beim akuten Leber-
versagen (2;13).

Albumingebundene Toxine

Bilirubin

Fettsauren

Tryptophan

Phenylalanin

Kupfer

Endogene Benzodiazepine
Kohlenwasserstoffe
Verschieden Peptide

Gewebeschaden, Infektionen und Traumata rufen bei Sdugetieren eine Akut-
Phase-Reaktion hervor. Durch diese Reaktion sollen weitere Gewebeschaden
verhindert, eine potenzielle Infektion eingegrenzt und ein Prozess in Gang ge-
bracht werden, der die Regeneration des Gewebes induziert. Am Beginn der
Kaskade dieses Entztiindungsprozesses stehen Gewebsmakrophagen oder
Blutmonozyten. Mediatoren aus geschadigten Parenchymzellen, Mastzell-
degranulation und Thrombozytenaktivierung bewirken eine Ausschittung che-
motaktischer Botenstoffe fir Monozyten und Makrophagen, ahnlich wie bakteri-
elle Toxine. Aktivierte Makrophagen wiederum schitten eine Vielzahl von Zyto-
kinen aus, welche fir die Pathogenese des Krankheitsbildes mitverantwortlich
gemacht werden (4). Zytokine sind Polypeptide mit einem Molekulargewicht von
9-54 kDa (6).

Bleibt diese Reaktion begrenzt auf den Gewebeschaden oder auf den Ort der
Infektion, besteht eine Art Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatori-
schen Kréaften. Erst bei einer Inbalance dieser zwei entgegen gerichteten Kréfte
wirken diese Mediatoren toxisch (5). Hohe Serumkonzentrationen des Tumor-
Nekrose-Faktors (TNF)-alpha, Interleukin (IL)-1 beta und IL-6 im septischen
Schock korrelieren mit der Schwere der Erkrankung und einer schlechten Prog-
nose (17;40;56). Patienten im akuten Leberversagen weisen hohere Konzentra-

tionen dieser Zytokine auf als Patienten mit einer entziindlichen Lebererkran-
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kung oder im Vergleich zu Gesunden (23). Hohe Spiegel korrelieren signifikant
mit der Schwere der hepatischen Enzephalopathie (46). Die Zytokine und die
akkumulierten toxischen Substanzen schadigen nicht nur die Leber und andere
Organe. Diese Zytokine und Substanzen scheinen zudem die Regeneration der
Leber zu behindern (20;22)

1.3 Stand der Therapieverfahren beim akuten Leberve  rsagen

Trotz der Fortschritte in der Therapie des akuten Leberversagens ist dieses
Krankheitsbild fur den Behandler nach wie vor eine Herausforderung mit hohen
Mortalitatsraten.

In der Behandlung des akuten Leberversagens spielt die orthotope Lebertrans-
plantation eine zentrale Rolle. Insgesamt 5%-12% aller Lebertransplantationen
erfolgen aufgrund eines akuten Leberversagens (44). Vor einer Transplantation
sollte jede Chance zu einer Erholung der Leberfunktion genutzt werden. Ist die
Prognose jedoch infaust, muss schnellstméglich eine Transplantation vor dem
Auftreten lebensbedrohlicher Komplikationen wie Hirnddem, Blutungen oder
Multiorganversagen angestrebt werden. Fur diese Patienten wird von Eu-
rotransplant in aller Regel innerhalb von 24-48 Stunden ein geeignetes Spen-
derorgan angeboten.

Limitierend flr die Transplantation ist in zunehmendem MalRe die mangelnde
Verfugbarkeit von Spenderorganen (33). Dem steigenden Bedarf steht das
knappe Angebot an Spenderorganen gegenuber. Welche Patienten sollten ein
Transplantat bekommen?

Die Abschéatzung der Transplantationsdringlichkeit erfolgt meist mittels der in
den nachfolgenden Tabellen beschriebenen Prognosekriterien (11) (Clichy-

Kriterien, Kings-College-Kriterien).
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Tabelle 2: Kings-College-Kriterien zur Evaluierung der Transplantationsdringlichkeit bei akutem
Leberversagen

Kings-College-Kriterien bei akutem Leberversagen

Paracetamolintoxikation Andere Ursachen
pH<7.3 PTT>100s (INR > 6,5)
Oder alle folgenden Kriterien: Oder 3 der 5 folgenden Kriterien
- Prothrombinzeit >100s (INR>6.5) - Alter < 10 oder > 40 Jahre
- Kreatinin > 3.4 mg/dL - HCV Infektion oder durch Medikamente
- HE Grad Il oder IV induziert

- Auftreten von lkterus > 7 Tage vor HE
- Bilirubin > 17.4 mg/dl

- Prothrombinzeit > 50s

Der positive pradiktive Wert des Kings-College-Scores ist mit 85% hoch, der
negative pradiktive Wert jedoch nur bei 65%. Das bedeutet, dass fast jeder
zweite Patient, der nach dem Prognosescore ohne Transplantation tiberleben

sollte, verstarb oder spater doch transplantiert werden musste.

Tabelle 3 Clichy-Kriterien bei akutem Leberversagen viraler Genese zur Abschatzung der
Transplantationsdringlichkeit

Clichy — Kriterien bei akutem Leberversagen viral€enese

Indikation zur Transplantation gegeben, wenn
- Faktor V < 20% (Alter < 30 Jahre) bzw.
- Faktor V < 30% (Alter > 30 Jahre)
und
hepatische Enzephalopathie (Verwirrtheit, Koma)

Auch eine Bestimmung der Lebergro3e durch Computertomographie (CT) wird
als Kriterium zur Abschatzung der Transplantationsindikation eingesetzt. Eine
Lebergrél3e unter 700 ml oder ein Ausmal3 der Nekrose tber 70% sind Zeichen
einer schlechten Prognose und damit der Indikationen zur Lebertransplantation.
Es wurde propagiert, dass Patienten mit einer Enzephalopathie Grad 3-4 be-
vorzugt lebertransplantiert werden sollten, da die Mortalitatsrate bei diesen Pa-
tienten gewdhnlich bei tber 80% liegt. Jedoch nicht bei allen dieser Patienten
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ware tatsachlich eine Transplantation nétig. Patienten mit einer Enzephalo-
pathie Grad 1-2 werden generell nicht gelistet, da hier die Mortalitatsrate bei
unter 20% liegt. Manche dieser Patienten verschlechtern sich aber dennoch
ohne eine Transplantation und versterben (8).

Ca. 40%-50% der Patienten mit akutem Leberversagen werden transplantiert.
Bei bis zu 25% der Patienten werden Kontraindikationen fir eine Transplantati-
on festgestellt. Die Ubrigen Patienten versterben bereits aufgrund einer rapiden
Verschlechterung ihres Allgemeinzustandes, bevor ein Organ fir eine Trans-
plantation zur Verfiigung steht (43).

Die Lebertransplantation nimmt als Therapieform des akuten Leberversagens
trotz der aufgefiihrten Schwierigkeiten die wichtigste Stellung unter den Thera-
pien ein. Gerade im Hinblick auf die Schwierigkeiten einer Lebertransplantation
sind weitere Therapie- und Unterstitzungsverfahren in Entwicklung und Erpro-

bung.

Ein alternativer Therapieansatz stellt der komplette Plasmaaustausch dar, bei
dem toxische Substanzen entfernt und die durch die eingeschrankte Synthese-
leistung fehlenden Substanzen substituiert werden. Im Rahmen des kompletten
Plasmaaustausches werden zwar die akkumulierten Toxine entfernt. Allerdings
werden bei diesem Verfahren auch Substanzen entfernt, die eine Regeneration
der Leber unterstitzen konnten (19). Zudem sind grol3e Mengen an Frisch-

plasma erforderlich.

Weitere Therapiealternativen stellen zum einen rein maschinelle, zellfreie, artifi-
zielle Verfahren wie die klassische Hamodialyse, oder das MARS®-(Molecular
Adsorbent Recirculating System) oder das Prometheus®-System dar. Denen
gegenuber stehen Bioreaktoren auf der Basis von vitalen Leberzellen und Ver-
fahren zur extrakorporalen Leberperfusion.

Ziel dieser Verfahren ist es, moglichst selektiv diejenigen Substanzen aus dem
Plasma zu entfernen, die fir die Pathogenese des akuten Leberversagens ver-
antwortlich gemacht werden. Dabei verfolgen diese Verfahren unterschiedliche

Anséatze, auf die spater genauer eingegangen wird. Ein wichtiges gemeinsames
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Prinzip dieser Verfahren ist der Zeitgewinn. Durch eine gezielte Detoxifikation
des Plasmas uber einen bestimmten Zeitraum liel3e sich die Zeit ,uberbricken®,
bis ein geeignetes Spenderorgan zur Verfigung steht (52).

Diesem Zeitfaktor kommt eine weitere wichtige Bedeutung zu. Die hohe Rege-
nerationsfahigkeit der Leber ist bekannt, gerade bei der akuten Form des Le-
berversagens (30). Die Leberregeneration soll durch die Detoxifikation des
Plasmas gefordert werden. Falls dennoch eine Lebertransplantation erforderlich
werden sollte, kdnnte sich eine vorherige Detoxifikation des Plasmas positiv fur

das transplantierte Organ auswirken (31).

Die Entgiftung Uber eine Hamodialyse wie beim Nierenversagen ist beim Leber-
versagen nur eingeschrankt wirksam. Das liegt daran, dass hierbei Toxine, wie
zum Beispiel Bilirubin, Gallensduren und hydrophobe Aminoséauren, an Albumin
gebunden sind und durch Hamodialyse oder Hamofiltration nur unzureichend
aus dem Blut entfernt werden kdnnen. Es werden zwar Verbesserungen be-
stimmter Teilfunktionen der Leber erreicht. Die Mortalitat wird durch eine Ha-
modialyse jedoch nicht gesenkt (15;27).

In der Pathogenese des akuten Leberversagens spielen Zytokine eine mafigeb-
liche Rolle. Eine effiziente Elimination septischer Mediatoren ist mit den derzeit

gangigen Verfahren der Hamodialyse nicht zu erzielen (10).

Artifizielle zellfreie Systeme, wie das erwahnte MARS- oder Prometheusverfah-
ren, zielen vor allem auf eine Absorption der an Albumin gebundenen, wasser-
unléslichen Substanzen ab.

Bei dem MARS®-Verfahren wird die Methoden der Hamodiafiltration, der Ad-
sorption und der konventionellen Hamodialyse miteinander kombiniert. Daflr
wird vendses Blut des Patienten durch einen speziellen Dialysator geleitet, der
so genannten MARS®-Membran. Auf der Dialysatseite der Membran zirkuliert
eine fast 20-prozentige Albuminlésung, die so genannte ,Waschlésung®. Auf-
grund der speziellen Porengrof3e der Membran und des Konzentrationsgefalles
zwischen der einen Seite der Membran und der anderen, gelangen eiweil3ge-

bundenen und wasserl6slichen Toxine von der Blut- auf die Dialysatseite. Die
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~Waschloésung” wird anschliel3end Uber eine Albuminpumpe an einem Low-
Flux-Dialysator vorbei geleitet, wo wasserlosliche Giftstoffe entfernt werden.
Danach wird die Albumin-Waschlésung gereinigt, indem das mit Toxinen ,bela-
dene” Albumin tber einen Kohleadsorber und einen Anionenaustauscher gelei-
tet wird. AnschlieRend zirkuliert sie wieder zu der MARS®-Membran und kann
so erneut Toxine aufnehmen (6;7).

Blutkreislauf Albuminkreislauf

Patient ‘
lonentauscher
G—
—_— ﬂ,\) Dialysator mit |
Blutpumpe Mars®-
I l membran
Kohlefilter
J Hamodialyse T
!
—_— \\J —

Albuminpumpe

Dialysekreislauf

Abbildung 2 MARS®-Verfahren: In dem Mars®-Dialysator wird, abgetrennt durch die MARS-
Membran, eine ,Albuminwaschlésung“ am Patientenblut vorbei geleitet. Die im Patientenblut an
Albumin gebundenen Toxine binden aufgrund des Konzentrationsgefélles an das Albumin der
Waschlésung. Diese Lésung wird anschlie3end iber einen lonenaustauscher und Kohlefilter
wieder aufgereinigt und steht danach dem erneuten Stoffaustausch zur Verfiigung. Eine Hamo-
dialyse zur Entfernung wasserldslicher Toxine findet im Anschluss statt.
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Das Prometheus®-Verfahren beruht auf dem Prinzip der fraktionierten Plasma
Separation und Adsorption (FPSA). Dabei wird nach einer Separation des
Plasmas durch einen albuminpermeablen Filter, diese Albuminfraktion direkt in
einem Sekundarkreislauf aufgereinigt. Dazu passiert das separierte Albumin
zwei Adsorber. Durch den direkten Kontakt mit den Adsorbern gehen die albu-
mingebundenen Toxine auf die Adsorber tber. Anschliel3end wird noch zusatz-
lich eine ,High-Flux“-Hamodialyse erganzt, wodurch wasserlosliche Toxine ent-
fernt werden (6). Eine Zufihrung exogenen Albumins ist bei diesem Verfahren

nicht notwendig.

r—
amodialyse —_—
Y Dialysekreislauf
—r——
Patient
—
—
S .
Blutpumpe Sﬁ)paratlon I
Albumin aus
Blut Plasmapumpe
—
Adsorbtion albu-
mingebundener
Molekile durch 2
Adsorber

Abbildung 3 Prometheus®-Verfahren: Aus dem Blut wird Albumin separiert. Mittels zweier
Adsorber werden die an das Albumin gebundenen Toxine entfernt. AnschlieBend erfolgt eine
Hamodialyse zur Entfernung wasserléslicher Toxine aus dem Blut.
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Die beschriebenen artifiziellen Systeme sind an die Dialyse angelehnt und sind
vor allem auf eine Detoxifikation ausgerichtet.

Dagegen wird bei bioartifiziellen Systemen eine biologische Komponente in
Form vitaler Leberzellen integriert. Dadurch soll zum einen die Entgiftungsfunk-
tion der Leber ersetzt werden. Zum anderen sollen diese Zellen einen Telil der
Lebersynthese ersetzen (48).

Die Zellen fur solche Systeme sind humanen oder tierischen Ursprungs. Bei
xenogenen Hepatozyten werden meist Zellen von Schweinen verwendet. Porki-
ne und humane Hepatozyten besitzen &hnliche physiologische Charakteristika
und metabolische Funktionen. Aus diesem Grund gelten sie als am besten ge-
eignet fur einen Bioreaktor (9;26;36;41;50;57).

Grundsatzlich ergibt sich bei der Verwendung humaner Hepatozyten das Prob-
lem, diese in ausreichender Zellzahl zu erhalten. Transplantierbare Organe
werden der konventionellen Lebertransplantation zugefihrt. Die Zellen werden
daher aus Leberresektaten, aus ungenutzten Spenderlebersegmenten, oder
aus explantierten Organen gewonnen (49;52). In manchen Landern wie Japan
stehen ethische Grundsétze einer Verwendung von humanen Hepatozyten ent-
gegen.

Bei Verwendung xenogener Hepatozyten steht die mogliche Ubertragung von
Zoonosen im Raum. Ein Beispiel hierfir ist das porkine endogene Retrovirus
(PERV) (42). Zudem wird eine immunologische Reaktion mit einhergehender
Immunisierung und Abstol3ung bei Verwendung von Zellen dieses Ursprungs
diskutiert. Trotz der Ahnlichkeiten porkiner und humaner Hepatozyten in ihrer
Proteinbiosynthese wird diskutiert, ob tatsachlich die ausgefallene Syntheseleis-
tung von porkinen Hepatozyten ersetzt werden kann.

Der Einsatz von Zellkulturreihen, wie den HepG2-Zellen, wird durch die einge-

schrankte funktionelle Kapazitat beschrankt (48).

Gegenstand intensiver Forschung ist es, moéglichst funktionsfahige Hepatozyten
in geeigneten Bioreaktoren zu kultivieren. Dabei kommen spezielle Matrizes
zum Einsatz, in welche die Zellen ,gebettet” werden. Eine optimale Sauerstoff-

und Nahrstoffversorgung ist fur die Funktionsfahigkeit der Zellen entscheidend
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und wird durch den Aufbau des Bioreaktors mitbestimmt. Das Patientenblut wird
Uber die Zellfraktion durch den Bioreaktor geleitet. Bei dem dabei stattfindenden
Stoffaustausch soll das Plasma entgiftet und die fehlenden Syntheseprodukte
ersetzt werden. Fur viele Reaktormodelle stellt das umstromende Plasma

gleichzeitig die einzige Nahrstoffversorgung dar.

1.4 Toxizitat des anhepatischen Plasmas auf Zellkul  turen

Der Erhalt der hepatozellularen Funktion in einem Bioreaktor ist eine der grof3-
ten Herausforderungen. Bei eingeschrankter Funktion der Zellen im Bioreaktor
kann weder die Entgiftungs- noch die Syntheseleistung durch diese Zellen auf-
rechterhalten werden. Der Reaktor ware ineffizient. Aus diesem Grund missen
maoglichst optimale Kulturbedingungen fiir Hepatozyten geschaffen werden.
Dies gilt vor allem ftr die Nahrstoffversorgung der Zellen. Diese Versorgung
erfolgt, wie oben bereits erwéhnt, bei vielen Reaktormodellen durch das anhe-
patische Patientenplasma selbst. Die Toxine und Zytokine in diesem Plasma
sind aber potenziell zytotoxisch.

Die bisherigen Erkenntnisse bezlglich der Toxizitat von anhepatischem Plas-
mas auf Zellkulturen sind uneinheitlich. Dies gilt sowohl fur porkine als auch fir
humane Hepatozyten.

Porkine Hepatozyten waren der Arbeitsgruppe Uchino, Matsue et al. Gber einen
Zeitraum von 3 und 5 Tagen weitgehend unempfindlich gegeniber einer Inku-
bation mit Plasma von Patienten mit Leberversagen (35;55). Beurteilt wurden
Morphologie und metabolische Aktivitat der Zellen. Die Zellen wurden sowohl in
einem Bioreaktor als auch in Monoschicht kultiviert.

Dagegen waren porkine Hepatozyten in anhepatischem Schweineplasma in der
Arbeitsgruppe Abrahamse SL et al. in ihrer metabolischen Aktivitat bereits nach
24 Stunden eingeschrankt (1). Die Inkubation erfolgte in einem Bioreaktor. In
der Arbeitsgruppe Cheng YB et al. konnte eine Schadigung der Zellkultur, die
mit Plasma von Patienten mit schwerem Verlauf einer Hepatitis kultiviert wurde,

bereits nach 5 Stunden beobachtet werden (9).

Die Ergebnisse zu den Auswirkungen des anhepatischen Plasmas auf huma-

nen Hepatozytenkulturen sind ebenfalls uneinheitlich:



Seite 13

In der Arbeit von Mitry et al. wurden humane Hepatozyten in Monoschichtkultur
mit Plasma von Patienten im akuten Leberversagen kultiviert. In dieser Arbeit
waren die Zellen in ihrer Funktion und Aktivitdt nach 24 Stunden nicht beein-
trachtigt (37).

Dagegen zeigte die Arbeit von Saich et al., dass anhepatisches humanes
Plasma bei kultivierten humanen Hepatozyten bereits nach 4-6 Stunden Apop-
tose (51) induziert. Dartber hinaus konnten Unterschiede gezeigt werden, ob
das Plasma von Patienten mit akutem oder akut-auf-chronischem Leberversa-
gen stammte. Bei Kultivierung in Plasma eines akut-auf-chronischen Leber-
versagens zeigte sich die gleiche Apoptoserate wie bei Kultivierung in norma-
lem Plasma. Zusétzlich wurde auch der Einfluss einer Detoxifikation des anhe-
patischen Plasmas untersucht. Dazu wurde vor die Zellkultur eine MARS-
Dialyse geschaltet. Die Ergebnisse zeigten, dass dadurch zwar biochemische
Parameter verbessert wurden, die Apoptoserate der Zellen blieb jedoch unbe-
einflusst (51).

Zusammenfassend gilt der schadigende Einfluss anhepatischen Plasmas auf

Zellkulturen als gesichert.
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1.5 Fragestellung

Anhepatisches Plasma mit den darin enthaltenen Toxinen schéadigt Hepatozy-
tenkulturen. Fir die Entwicklung eines Bioreaktors auf der Basis von Hepatozy-
ten zur Therapie des akuten Leberversagens sind die Vitalitat und die optimale

Funktion der Leberzellen von zentraler Bedeutung.

Folgende Hypothese wurde in dieser Arbeit verfolgt: Freie oder an Proteine ge-
bundene Toxine oder Entziindungsmediatoren lassen sich abhangig von ihrem
Molekulargewicht und ihren physikalischen Eigenschaften durch eine Filtration
aus dem anhepatischen Plasma entfernen. Dadurch soll die Zellvitalitat- und —
aktivitat der Hepatozyten in einem Bioreaktor auch in anhepatischem Plasma

erhalten bleiben.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden zum einen porkine Hepatozyten in
Monoschichtkulturen in anhepatischem und filtriertem anhepatischem Schwei-
neplasma kultiviert. Als zusétzliche Kontrolle diente ein Komplettmedium. Zur
Herstellung der Filtrate wurde anhepatisches Schweineplasma mit Plasmafiltern
filtriert (Fa Gambro®). Diese Filter besitzen unterschiedliche molekulare Aus-
schlussgrenzen (englisch: molecular weight cutoff). Durch diese Ausschluss-
grenze sollen Molekule nur bis zu dem jeweiligen, definierten Molekulargewicht
in das Filtrat gelangen. Der cut-off point eines Filters gibt damit das Molekular-
gewicht an, bis zu welchem der Filter fir Substanzen durchlassig ist.

Zudem wurden humane Hepatozyten ebenfalls in Monoschichtkulturen in ge-
sundem, filtriertem, humanem Serum kultiviert.

Es soll dadurch gezeigt werden, durch welche cut-off-Grenze eines Filters die
Toxizitat des anhepatischen Plasmas auf Hepatozytenkulturen am effektivsten
reduziert werden kann. Weiter soll gezeigt werden, in welchem dieser Filtrate

die Zellvitalitdt und —aktivitat der Hepatozyten am hdchsten ist.
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Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellpraparation

Gerate und Verbrauchsmaterial:

Blasenfalle Eigenbau, Werkstatt Chirurgische
Klinik

Edelstahlfilter (200 m) Weisse&Eschrich,
Ludwigsstadt

Einfrierautomat Ice Cube SY-LAB® 1800 D, Purkersdorf

Infusionssysteme
Mikroskop

Rollerpumpe
Venenverweilkanile 18 G
Wasserbad

Zellschaber

Chemikalien:

Aqua ad injectabilia
Carbogen (95% O,, 5% CO5)
Collagenase CLS 1l

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

EGTA
HEPES-Stammldsung (1 M)

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)

Kalziumchlorid (CaCl,)

Braun, Melsungen

Leico DM IRB, Bensheim
Ismatec, Wertheim, Mondfeld
Braun, Melsungen
Kottermann, Uetze/H&anigsen
Costar, Cambridge MA, USA

Ampuwa®, Fresenius, Bad Homburg

Hans Mast, Tubingen
seromed®, Biochrom, Berlin
Merck ,Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
seromed®, Biochrom, Berlin
(KCI) Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl,-6H,0) Merck, Darmstadt

Magnesiumsulfat (MgSQO,)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4-H,O)Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Natriumhydrogencarbonat
Natriumsulfat (Na;SO,)
Natronlauge 1 M(NaOH)
Percoll®

1 M (HCI)
Trypanblau-Losung

2.1.2 Zellkultur

Gerate und Verbrauchsmaterial:
Mikroskop

Serum-Monovette

Vitalab Eclipse
VivaspinnUItrafiltation

(NaHCO3) Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

seromed®, Biochrom, Berlin Salzsdure
Merck, Darmstadt

seromed®, Biochrom, Berlin

Olympus BH-2, Hamburg
Sarstedt, NUmbrecht-Rommeldsorf
Merck, Darmstadt

Vivascience, Hannover

Ultraschall-Homogenisator (Branson Sonifier B15) Branson, Heusenstamm

Zellkulturplatten 3224
Zellkulturplatten 3226

Chemikalien:

Aqua dest.

BME Vitamin-Lésung
Collagen CSP 0,3%
Dexamethason

DMSO Dimethylsulfoxid

Fotales Kalberserum
2-Hydroxy-1,2,3-propantricarbonsdure
Gentamycin-Stammldsung (10 mg/l)
Glucagon

GOT-Testsystem

Heparin

Humanes Insulin 40 IE/ml
HEPES-Stammldésung (1 M)
Kalziumchlorid (CaCl,)

Falcon, Becton-Dickinson, Heidelberg

Falcon, Becton-Dickinson, Heidelberg

Ampuwa®, Fresenius, Bad Homburg
Sigma, Deisenhofen

Pentapharm, Basel, Schweiz

Serva, Boehringer Ingelheim
Bioproducts

Sigma, Deisenhofen

seromed®, Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

seromed®, Biochrom, Berlin

Novo Nordisk, Mainz

Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Insuman® Rapid Novo Nordisk, Mainz
seromed®, Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt
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L-Ascorbinséure Sigma, Deisenhofen
LDH-Testsystem Merck, Darmstadt
L-Ornithin-HCL Sigma, Deisenhofen

N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin (200 mM) seromed®, Biochrom, Berlin
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl,-6H,0) Merck, Darmstadt

MEM Earle seromed®, Biochrom, Berlin
Trinatriumcitrat Dihydrat Roth, Karlsruhe
Williams E Medium seromed®, Biochrom, Berlin

2.2 Methoden

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse wurden an Schweinehepatozyten
sowie an humanen Hepatozyten erarbeitet. Alle Arbeiten mit eukaryonten Zellen
erfolgten unter sterilen Zellkulturbedingungen. Alle Zellmedien wurden steril

filtriert.

2.2.1 Isolierung von Schweinehepatozyten

Die Bereitstellung der isolierten und kryokonservierten Schweinehepatozyten
derselben Rasse (deutsche Landrasse), erfolgte durch den Tier-OP der Klinik
fur Allgemeine, Viszeral- und Transplantationschirurgie der Eberhard-Karls-
Universitat Tubingen. Die Zellen stammten von gesunden Schweinen und wur-
den nach Hepatektomie im Rahmen einer Versuchsreihe isoliert. Die Zellen

wurden in je 2 ml R6hrchen in einem Stickstofftank bei -165C aufbewahrt.

2.2.1.1 Zellkultur Schweinehepatozyten

Als Zellkulturmedium wurde Williams E Medium verwendet. 500 ml Williams E
Medium wurden supplementiert mit 10% FCS (Fetal Calve Serum), 20 mM
HEPES-L6sung, 2 mM N-Acetyl-Alanyl-L-Glutamin, 0,01 mg/ml Gentamycin,
1,6 g Dexamethason (Fortecortin), 9,1 pg/ml Glucagon und 0,125 U/ml Insulin.
Die Zellkulturplatten mit je 24 Kavitaten wurden ohne ein Adhasionssubstrat
verwendet.

Die R6hrchen mit den eingefrorenen Zellen wurden im Wasserbad bei ca. 37C
aufgetaut bis die Zellsuspension nur noch erbsengrol3e, gefrorene Stiicke auf-

wies. Die aufgetauten Zellen wurden dann in 20 ml des auf 37<C vortemperier-
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ten Zellkulturmediums resuspendiert. Nach dem Resuspendieren erfolgte die
Zentrifugation Gber 10 Minuten bei 50'g und 4T mit Bremse. Der Uberstand
wurde bis knapp Uber das Zellsediment abgesaugt und verworfen. Die Zellen
wurden in 10 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Vor Aussaat der Zellen wurde
die Zellzahl bestimmt und die Zellzahl entsprechend dem Versuchsaufbau ver-
dunnt. Anschliel3end erfolgte die Aussaat der Hepatozyten auf die Zellkulturplat-
ten, die im Brutschrank bei 37C und 5% Co ; inkubiert wurden.

2.2.1.2 Gewinnung des Schweineplasmas

Die Bereitstellung des Plasmas deutscher Landschweine erfolgte durch den
Tier-OP der Klinik ftir Allgemeine, Viszeral- und Transplantationschirurgie der
Eberhard-Karls-Universitat Tubingen. Das Plasma wurde aus anhepatischen
Tieren gewonnen. Nach der Hepatektomie wurde zur Rekonstruktion des porta-
len Abflusses eine Y-Prothese eingesetzt. Uber diese wurde die Vena cava mit
der Vena portae End-zu-Seit und diese schlief3lich mit der thorakalen Vena ca-

va anastomosiert. Die Schweine verstarben alle an Multiorganversagen (28).

Abbildung 4 Intraoperativer Situs mit der Y-Prothese zur Rekonstruktion des portalen Abflus-
ses. Uber die Y-Prothese wird die Vena cava mit der Vena portae End-zu-Seit und diese
schlie3lich mit der thorakalen Vena cava anastomosiert (28).
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Zur Antikoagulation wurde jedem Plasmabeutel mit einem Gesamtvolumen von
500 ml insgesamt 70 ml einer kalziumbindenden L6sung zugegeben, mit einer
Konzentration von Natriumcitrat 25,79/l (Trinatriumcitrat Dihydrat, 2-Hydroxy-
1,2,3-propantricarbonséaure, MG 294,1 g/Mol) und Zitronenséaure 3,19 g/l (2-
Hydroxy-1,2,3-propantricarbonsaure Monohydrat, MG 210,14 g/Mol)
Konzentration der Kalziumkomplexbildner gesamt:
0,087 Mol Natriumcitrat

+ 0,015 Mol Zitronensaure

= 0,102 Mol - 70/500 = 14,3 mM
Nach Zugabe von 70 ml Kalziumkomplexbildner wurde das Plasma bei -80C

gefroren.

2.2.1.3 Rekalzifizierung und Antikoagulation des Sc  hweineplasmas

Vor der Zugabe des Plasmas auf die Zellkulturen musste das mit Kalziumkom-
plexbildnern versetzte Plasma aquivalent mit 15 mM CacCl, rekalzifiziert werden,
um eine Schadigung der Zellkultur durch Entzug von Kalzium aus den Zellen zu
vermeiden. Danach wurde es mit Heparin versetzt, um eine Gerinnung zu ver-
hindern.

In einem 1. Vorversuch wurde in einer ansteigenden Verdinnungsreihe 1M
CaCl, zu dem Plasma gegeben und jeweils die Gerinnbarkeit des Plasmas
Uberpruft. Dazu wurden aus einer Serummonovette je 3 Kugeln des Polystyrol-
Granulats in 2 ml Eppendorf-Gefal3e gegeben. Anschliel3end wurde
entsprechend der Verdinnungsreihe Plasma und CaCl, zugegeben und
geschuttelt. Die Gerinnungszeit wurde fur die jeweiligen Verdinnungsschritte
erfasst.

Damit das rekalzifizierte Plasma nicht koaguliert, erfolgte die Zugabe von Hepa-
rin.

In einem zweiten Vorversuch wurde getestet, ob die Heparinisierung des rekal-
zifizierten Plasmas ausreichend ist. In drei 2 ml Eppendorf-Gefal3e wurden je
drei Kugeln des Polystyrol-Granulats aus einer Serummonovette gegeben. An-
schlieBend wurden 985 pl Plasma, 15 ul CaCl, und 3 pl Heparin zugegeben
und geschuttelt. In allen drei Versuchsanséatzen war keine Gerinnungsaktivitat

feststellbar.
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Fur den Versuch wurden somit zu jeweils 9,85 ml Plasma 0,15 ml 1M CaCl, und

3 ul Heparin gegeben und anschlie3end geschuttelt.

2.2.1.4 Fraktionierung des anhepatischen Plasmas

Um Unterschiede zwischen filtriertem und nicht filtriertem anhepatischen Plas-
ma zu untersuchen, wurde das Plasma von Schweinen im akuten Leberversa-
gen mit drei Plasmafiltern unterschiedlicher molekularer Ausschlussgrenzen
(englisch: molecular weight cut off; Einheit: Dalton) filtriert (Firma Gambro®).
Vor der Filtration wurde das tiefgefrorene, anhepatische gepoolte Schweine-

plasma im Wasserbad bei ca. 37C aufgetaut.

Tabelle 4 Filterbezeichnung und FiltergréRen fiir die Filtration des anhepatischen Schweine-
lasmas

Filterbezeichnung Versuchsbezeichnung Filtergrof3e (cut-off)
14L F1 10 kDa
P1SH F 45 kDa
ProSep Fs3 100 kDa

Der Filter mit kleinen Membranporen (low flux) und der Bezeichnung 14L hat
einen niedrigen molekularen Cut-Off von 10.000 Da. Der Filter mit grof3eren
Membranporen (high flux) und der Bezeichnung P1SH hat einen Cut off von
45.000 Da. Der Filter mit den grof3ten Membranporen und der Bezeichnung

Prosep hat eine Ausschlussgrenze von 100.000 Da.
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Abbildung 5 Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 2 zeigen den
Querschnitt einer Kapillare sowie dessen Wandstruktur des P1SH-Filters (39).

Vor dem Filtrieren wurden jeweils 10 ml Fraktionen des anhepatischen Plasmas
aliquotiert. Dieses Volumen wurde unter der Reinraumwerkbank Uber eine
Pumpe durch den Filter geleitet. Das erhaltene Filtrat und der Rickstand wur-
den separat aufgefangen. Der verbleibende Riickstand (Pool) wurde aufbe-
wahrt. Die Ruckstande wurden analog zu der Bezeichnung des Filtrats im Ver-
such mit P4, fir den Riuckstand aus dem 14L Filter, mit P, fir den aus dem
P1SH Filter und mit P3, fir den Rickstand aus dem Prosep Filter bezeichnet.
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Abbildung 6 Schema der Filtration des anhepatischen porkinen Plasmas

2.2.1.5 Versuchsaufbau Schweinehepatozyten in frakt  ioniertem Schwei-

neplasma

Es wurden Hepatozyten aus zwei Isolierungen verwendet. Innerhalb einer
Versuchsanordnung stammten die Leberzellen von demselben Tier. Die
Hepatozytenkulturen wurden mit den drei unterschiedlichen Filtraten des
anhepatischen Plasmas beschichtet. Als Vergleich dienten unfiltriertes
anhepatisches Plasma, die jeweiligen Ruckstande (Pools) der Filtrate und
Williams E Medium Vollmedium.

Der Vergleich Filtrat vs. anhepatisches Plasma dient der Beantwortung der
zentralen Frage dieser Untersuchung. Durch ihn soll gezeigt werden, ob eine
Filtration des anhepatischen Plasmas toxische Substanzen entfernen kann und
somit die Zellvitalitat einer Zellkultur verbessert wird.

Die weiteren Vergleichsparameter dienen der genaueren Untersuchung der un-
terschiedlichen Plasmafraktionen und ihren Einflissen auf das Zellwachstum.
In dem Vergleich Filtrat vs. Medium sollen Unterschiede zwischen filtriertem,

anhepatischem Plasma und einem optimierten Komplettmedium gezeigt wer-
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den. Das verwendete Williams E Medium gilt als ein ,optimales Nahrmedium*
fur porkine Hepatozyten.

Durch den Vergleich Filtrat vs. entsprechendem Ruckstand soll untersucht wer-
den, inwieweit Toxine durch den jeweiligen Filter zuriickgehalten werden und im
Pool konzentriert werden, bzw. inwieweit sie durch den Filter in das Filtrat Uber-
gehen.

Ausgesat wurden Zellkulturplatten mit jeweils 24 Kavitaten. Das Volumen pro
Kavitat betrug nach dem Aussaen 1ml/Vertiefung, die Zellzahl der Suspension
wurde auf 3,2:10° Zellen/ml titriert. Die Lyse- und Messzeitpunkte waren nach 4,
24 und 48 Stunden. Pro Lysestunde wurden jeweils zwei Zellkulturplatten (Plat-
ten Nummer 1-6) ausgesat. Zur Ermittlung des Null-Stundenwertes wurde eine
Zellkulturplatte (Nummer 7) ausgesat, die vor Beginn der Plasmazugabe lysiert
wurde (Oh). Eine weitere Platte (Nummer 8) wurde zur Bestimmung des Zeit-
punktes des Versuchsbeginns ausgesat (siehe Abbildung).

Fur jede Plasmafraktion und jedes Vergleichssubstrat wurden zu jeder
Lysestunde jeweils 3 Wells angelegt. Der komplette Versuch wurde zweimal
durchgefuhrt.

Die Auswertung erfolgte Uber die LDH- und GOT-Enzymaktivitat sowie tber die
Morphologie der Hepatozyten.
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Platten 1-6
Lysestunde 4, 24, 48
1 2 3 4 5 6
A F. F. F. Fs F, F,
B
C P, P P P, P, P,
D
Lysestunde 4, 24, 48
1 2 3 4 5 6
Medium
A F; F3 F3
B
Anhepat. | Plasma
C P3 Ps Ps P
D
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Platte 7
1 2 3 4 5 6
I| Tagl | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Tag5 | Tag6
I} Tagl | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Tag5 | Tagb6
Il Tagl | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Tag5 | Tagb6
D
Platte 8
1 2 3 4 5 6
A
B Tag O Lyseplatte
C
D

Abbildung 7 Versuchsanordnung auf den Zellkulturplatten: Platten 1-8: Anordnung der Test-
medien auf den Kulturplatten; F=Filtrat; P=Pool; Nummer 1=14L; Nummer 2= P1SH; Nummer
3=Prosep; Platte 1-6: Lyseplatte der Filtrate und der Kontrollen nach 4, 24, 48 Stunden; Platte
7: Ermittlung des Null-Stundenwertes; Platte 8: Ermittlung des Versuchbeginns;

2.2.1.6 Spulen der Zellen und Mediumwechsel

Bis zum Zeitpunkt der Zugabe der zu testenden Filtrate wurden nach jeweils 24
Stunden nicht adharente oder tote Zellen durch dreimaliges Spulen mit je 1 ml

PBS entfernt und frisches Williams E Vollmedium zugegeben.

2.2.1.7 Bestimmung des Zeitpunktes des Versuchsbegi  nns

Um eine moglichst stabile Zellkultur fur die Versuchsdurchfiihrung zu erhalten,
wurden die Zellen zuerst in Williams E Vollmedium kultiviert, bis sich die Zellkul-
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tur stabilisiert hatte. Um diesen Zeitpunkt zu ermitteln, wurden jeden Tag aus
Platte 8 die LDH- und GOT-Werte bestimmt, bis die Enzymaktivitdt nach einem

initialen Anstieg ein Plateau erreicht hatte.

2.2.1.8 Zugabe der unterschiedlichen Testmedien

Am 6. Tag der Kultur wurden die unterschiedlichen Plasmafraktionen und die
Vergleichsmedien auf die Hepatozyten gegeben. Dazu wurde das vorhandene
Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit je 1ml PBS gespult und dann pro
Vertiefung 500 pl des entsprechenden Testmediums gegeben.

2.2.2 Humane Hepatozyten

Humanes Lebergewebe verschiedener Patienten wurde freundlicherweise von
der Klinik fur Viszeral- und Transplantationschirurgie der Eberhard-Karls-
Universitat zur Verfligung gestellt. Die Gewebeentnahme erfolgte nach Zustim-
mung der Patienten und Genehmigung durch das lokale Ethikkomitee. Humane
Hepatozyten wurden aus Gewebeproben isoliert, die im Rahmen von Leberteil-
resektionen bzw. -transplantationen reseziert wurden. Das Probengewicht der
Leberresektate betrug zwischen 400g und 600g. Ein mdglichst grof3er Teil der
Oberflache sollte von der Glisson’schen Kapsel umgeben sein. Tumore oder
bekannt virusinfiziertes Material wurde ausgeschlossen. Die Gewebeproben
wurden zum Transport in ein steriles Transportgefal3 Gberfihrt und unmittelbar

nach der Gewebeentnahme aufbereitet.

2.2.2.1 Praparation humaner Hepatozyten

Die Hepatozytenisolierung aus Leberresektaten erfolgte mittels einer Enzyml6-
sung, die sowohl arteriell als auch portal injiziert wurde. Die Perfusion wurde
unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Die eingesetzten Glaswaren und das chirurgische Besteck wurden 2 Stunden
bei 180T, die Kunststofffilter 5 Stunden bei 130T sterilisiert.

Herstellung der Perfusionslésungen:

Stammldsung A enthielt 2,3 M NaCl und Stammlésung B 0,5 M NaHCO:.
Stammldsung C bestand aus 0,118 M KClI, 23,6 mM MgCI2-6H20, 24,6 mM



Seite 27

NaH2PO4 und 23,9 mM Na2S04. Stammldsung D enthielt 50 mM CaCl2. Au-
Rerdem wurde eine 1 M EGTA-Stammldsung hergestellt.

Perfusionslésung 1 bestand aus je 50 ml Stammlésung A, B und C sowie 2 ml
der EGTA-Stammldésung und 20 ml der HEPES-Stammlésung ad 1 | Aqua ad
injectabilia. Der pH-Wert wurde gegebenenfalls mit 1 M NaOH auf 7,4 korrigiert.
Perfusionslésung 2 bestand aus je 50 ml Stammlésung A, B, C und D sowie 20
ml der HEPES-Stammldsung ad 1 | Aqua ad injectabilia. Der pH-Wert wurde mit
1 M HCI auf 7,2 eingestellt.

Beide L6sungen wurden Uber eine Zellulose-Azetat-Membran mit einem Poren-
durchmesser von 0,45 m sterilfiltriert, eine Stunde im Wasserbad auf 41°C
temperiert und wahrend dieser Zeit mit Carbogen (95% 02, 5% CO2) begast.
Erst unmittelbar vor der Perfusion wurde die Kollagenase mit 1mg/ml Collage-

nase CLS Il (282 U/mg) in der Perfusionslésung 2 aufgeldst und sterilfiltriert.

Aufbau des Perfusionssystems:

Die Perfusionslosungen wurden auf 41C konstant erw armt. Uber eine Roller-
pumpe wurde die Perfusionslosung zuerst Uber eine Blasenfalle geleitetet.
Von dort fuihrte ein weiterer Silikonschlauch, an dessen Ende sich eine sterile
Spitze eines peripheren Venenverweilsystems befand, zum Resektat. Das Le-
berresektat wurde in einer sterilen Kristallierschale gelagert. Die in der Schale
aufgefangene Perfusionslésung wurde Uber eine Rollerpumpe wieder zu der im
Wasserbad befindlichen Perfusionslosung (KH Il) zuriickgeleitet.

Zur Injektion der Enzymldsung wurde ein grof3es, moglichst zentral gelegenes
Gefald mit einem Venenverweilsystem mit einem Durchmesser von 14G kan-
liert. Uber diese Vene sollte durch die Perfusion ein mdglichst groRer Teil des
Resektates erfasst werden. Dies wurde durch die Abblassung des erfassten
Gewebes erkennbar.

Die Perfusionsgeschwindigkeit betrug 74 ml/min. Zuerst wurde das Gewebe mit
1 Liter der Perfusionslosung 1 Krebs-Henseleit Puffer | (KH I) perfundiert. An-
schliel3end erfolgte eine zirkulierende Perfusion mit 300-500 ml der Perfusions-
l6sung 2 KH Il (mit Ca®*) mit 1 mg/ml Kollagenase (Biochrom CLSII, 282 U/mg).
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Die Perfusionsdauer betrug, je nach Konsistenz des Resektates, ungeféhr eine
Stunde.

Blasenfalle
Auffanggefafrd
G—
Dreiwege-
hahn
Praparat —
Dreiwege —_— GefalRe mit
) Pumpe Perfusions-
hahn medien
Temperier-
Vorrichtung

Abbildung 8 Aufbau der Perfusionssapparatur fir die Isolierung humaner Hepatozyten aus
humaner Leber.

Nach der enzymatischen Andauung der Gewebeprobe wurde die umgebende
Kapsel mit einem Skalpell inzidiert. Die Leber wurde mit einem Zellschaber Uber
einen Edelstahlfilter (Porengréf3e: 200 m) ausgestrichen, das Bindegewebe
entfernt und die ausgeschabten Zellen mit warmer Perfusionslésung 2 gespdult.
Das verbliebene Bindegewebe bzw. ungentigend lysierte Gewebe wurde ver-
worfen. Die erhaltene Zellsuspension wurde auf 50 ml Falcon-Réhrchen verteilt.
Diese wurden im Kuhlschrank bei 4C aufbewahrt, bis sich die Zellen unter
Sichtbarwerden einer Trennlinie abgesetzt hatten. Der Uberstand wurde abge-
saugt und die Zellen in neuem KH Il resuspendiert. Auf diesem Weg lield man
die Zellsuspension dreimal sedimentieren. Bei schlechter Sedimentation der
Zellen wurde die Zellsuspension vorsichtig tiber ein 40% Percoll®-Dichtekissen

mit der Dichte 1,065 g/ml (Fa Biochrom) Uberschichtet und zehn Minuten bei
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300g zentrifugiert. Die Zentrifuge liel3 man ungebremst auslaufen, um eine
Verwirbelung der Zellen beim Abbremsen zu vermeiden. Nicht vitale Hepatozy-
ten sowie nicht-parenchymattse Zellen verblieben dabei im Uberstand, wah-
rend vitale Hepatozyten als Niederschlag abschieden. Der erhaltene Zellnieder-
schlag wurde in Zellkulturmedium fir humane Hepatozyten resuspendiert und
erneut bei 50g 7-10 Minuten gewaschen, um die zelltoxische Percoll®-Lésung
zu entfernen. Die in diesen Versuchen verwendeten Zellen sedimentierten ohne

Percoll®.

2.2.2.2 Einfrieren humaner Hepatozyten

Zum Einfrieren der Zellen wurde eine 12%ige DMSO- und eine 16%ige DMSO-
Losung in MEM-Vollmedium hergestellt. Beide Losungen wurden auf Eis gela-
gert.

Die Zellsuspension wurde auf die gewiinschte Zellzahl (340° Zellen/2ml Tube)
verdunnt und daraufhin bei 15>, 10 Minuten, gekihlt, mit Bremse zentrifugiert.
66% des entstandenen Uberstandes wurden abgesaugt, die Zellen im Restme-
dium resuspendiert. Mit der 12%igen DMSO wurde langsam auf die Halfte des
Ausgangsvolumens aufgefillt, die Zellen darin resuspendiert und 5 Minuten auf
Eis gelagert. Anschliel3end wurde mit der 16%igen DMSO-L6sung auf das tota-
le Ausgangsvolumen wieder aufgefillt. Die Zellsuspension wurde mit je 2 ml
und 810° Zellen tiber den Ice Cube Einfrierautomat eingefroren und nach 24

Stunden bei -165T im Stickstofftank weiter gelager t.

2.2.2.3 Zellkultur Humane Hepatozyten

Als Zellkulturmedium wurde MEM Earle (FA Biochrom) verwendet. 500 ml MEM
Earle wurden supplementiert mit 0,2 g/l MgCl, 6H,0, 0,02 g/I L-Ornithin-HCL,
1% BME Vitamin-Losung, 1% Humanes Serum, 4 mlU/ml Humanes Insulin,
0,05 g/l L-Ascorbinsaure, 20 mM HEPES-L6sung, 50 g/ml Gentamycin-
Losung, 8 g/ml Dexamethason (Fortecortin) und 2 mM N-Acetyl-Alanyl-L-
Glutamin.

Fur die Zellkultur wurden Zellkulturplatten mit je 24 Kavitaten verwendet, die mit
Collagen CSP als Zelladh&sionssubstrat beschichtet wurden. Zur Beschichtung

wurde in jede Vertiefung etwa 1 ml Collagen CSP 0,06 % pipettiert, das dann
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10 Minuten lang einwirkte und nach dem Absaugen 30 Minuten lang bei Raum-
temperatur trocknete. Die Zellen wurden mit einer Zellzahl von 3,2:10° Zellen/ml

ausgesat.

2.2.2.4 Humanes Serum

Das fur den Versuch verwendete humane Serum wurde aus dem Blut eines
gesunden Erwachsenen gewonnen. 125 ml humanes Blut und die Kugeln des
Polystyrol-Granulates aus zwei Serummonovetten wurden in 50 ml Réhrchen
Uberfahrt. Das Blut liel3 man 30 Minuten bei Raumtemperatur unter
gelegentlichem Schutteln stehen. Anschlie3end wurde es bei 150'g 20 Minuten

zentrifugiert, das entstandene Serum entnommen.

2.2.2.5 Fraktionierung des humanen Serums

Zur Fraktionierung des Serums wurden Falcon Vivaspin Filtrations Tubes mit
den molekularen Trennscharfen von 5, 10, 50 und 100 kDa verwendet. In jedes
der so genannten Filtrations-Tube wurden 13 ml Serum gegeben und 60 Minu-
ten bei 250'g zentrifugiert. Pro Fraktion konnten etwa 3,5 ml Filtrat gewonnen

werden, zu denen jeweils 20 pl Gentamycin zugesetzt wurde.

2.2.2.6 Versuchsaufbau fraktioniertes Serum auf hum  ane Hepatozyten

Fur die Hepatozyten-Kulturen wurden zwei Zellkulturplatten mit je 24 Kavitéaten
mit Collagen CSP als Zelladhasionssubstrat beschichtet. Die kryokonservierten
Hepatozyten stammten alle aus demselben Leberresektat. Die Zellen wurden
zunachst auf beiden Platten fir 24 Stunden in dem Zellkulturmedium MEM Ear-
le kultiviert.

Auf der Zellkulturplatte 1 wurden danach alle Zellen gespilt und die Zellen fir
den Lysetag O lysiert. In die verbleibenden Vertiefungen fur die Lysetage 1-7
wurden 0,66 ml der unterschiedlichen Serumfraktionen zu den Zellen gegeben.
In der Reihe 1A-D der Zellkulturplatte wurden die Zellen ausgesat, die fir den
0-Stunden Wert lysiert wurden. In den Reihen 2-5A-D wurde das fraktionierte
humane Serum nach 24 Stunden in Zellkultur auf die Hepatozyten gegeben. Ps
steht fir die molekulare Trennschéarfe 5 kDa, P, fiir 10 kDA, Ps flir 50 kDa und
P10o fir 100 kDa. Die Reihen 6A-D der Zellkulturplatte dienten zur Reserve.
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Die Zellen wurden an den Tagen 0, 1, 3, 5 und 7 lysiert und die LDH-
Enzymaktivitat gemessen.

Auf der Zellkulturplatte 2 wurden ebenfalls nach 24 Stunden alle Zellen gespult
und die Zellen fur den Lysetag O lysiert. In die verbleibenden Vertiefungen fur
die Lysetage 1-7 wurde je 0,8 ml humanes, unfraktioniertes Serum desselben

Spenders zu den Zellen gegeben. Fir jeden Lysetag wurden zwei Vertiefungen

angelegt.
TagO | Tagl | Tag3 | Tag5 | Tag 7 | Reserve
1 2 3 4 5 6
A Ps Ps Ps Ps Ps
B P1o Pio Pio P1o P1o
C Pso Pso Pso Pso Pso
D P1oo P1oo P1oo P1oo P1oo

Abbildung 9 Zellkulturplatte 1:

Anordnung der zu testenden Serumfraktionen auf der Zellkul-

turplatte; Molekulare Trennschéarfen: Ps=5kDa; P;,=10kDa; P5,=50 kDa; P100=100kDa

TagO | Tagl | Tag3 | Tag5 | Tag 7 | Reserve
1 2 3 4 5 6
A HS HS HS HS HS
B
C HS HS HS HS HS
D

Abbildung 10 Zellkulturplatte 2:

Anordnung auf der Zellkulturplatte; HS=humanes Serum
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2.2.3 Bestimmung von Zellvitalitat und Ausbeute

Die Zellvitalitdt und Zellausbeute wurden in einer Neubauer-Zahlkammer mit
der Trypanblau-Methode analysiert. Tote Zellen farben sich bei dieser Methode
blau an, da der Farbstoff wegen eines Membrandefektes die Zellmembran pas-
sieren kann. Vitale Zellen hingegen bleiben ungefarbt. Dazu wird eine Zellsus-
pension mit einer 0,4 %igen Trypanblau-L6sung versetzt. Der Verdiinnungsfak-
tor von Zellsuspension und Trypanblau betrug 1:10 bis 1:100, je nach erwarte-
ter Zellkonzentration in der Suspension. Zur Zellzahlbestimmung wurden vier
Quadranten mit einem Einzelvolumen von jeweils 0,1 | ausgezahlt. Die Zell-
ausbeute lief3 sich dann wie folgt aus dem Volumen der Zahlkammer berech-
nen:

Zellzahlin 4Quadrante
4

Die relative Zellaktivitat lie3 sich dann errechnen als das Verhaltnis:

'M0x0%= Zellzahl/ ml

Vitale Zellen
Tote + Vitale Zeller

X¥100= Vitalitat in Prozent

2.2.4 Lyse der Zellen

Zu den Lysestunden wurde das jeweilige Medium abgesaugt, die Zellen zwei-
mal mit je 1 ml PBS pro Vertiefung gespult. Daraufhin wurde in jede Vertiefung
500 ul PBS gegeben und die Zellen darin mit dem Lysestab durch Ultraschall
lysiert. Die unterschiedlichen Proben wurden bis zur Auswertung in 0,5 ml Ep-
pendorf Gefallen im Kiuhlschrank bei 7C aufbewabhrt.

2.2.5 Bestimmung von LDH und GOT

Als Beurteilungsparameter diente neben der Beurteilung der Zellmorphologie
die LDH- und GOT-Enzymaktivitat. Im Zelllysat wurden die Aktivitaten der La-
tatdehydrogenase und der Aspartat- Aminotransferase enzymologisch im La-
boranalysegerat ,Vitalab Eclipse” bestimmt.

Die Aktivitat dieser Enzyme ist proportional zum Anteil des Zellzytosols. Die

GOT ist ein leberspezifisches Enzym. Die Aktivitat ist nur von den Hepatozyten
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abhangig und nicht durch aulRere Einflisse beeinflussbar. Damit kbnnen Uber
diese Parameter die Zellzahl und —aktivitat beurteilt werden.
Die Messung der Aktivitat der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT/ASAT)
erfolgte im zusammengesetzten optischen Test, bei dem L- Aspartat und 2-
Oxalglutarat durch die GOT zu Oxalacetat und L-Glutamat umgesetzt werden.
Im nachsten Schritt, einer Malat- Dehydrogenase katalysierten Indikatorreakti-
on, reagieren Oxalacetat und NADH + H* zu Malat und NAD". Der NADH,-
Verbrauch in der Zeiteinheit wird photometrisch gemessen.
Die Lactatdehydrogenase (LDH) wird nach der Reaktion:

Pyruvat + NADH + H®  Laktat + NAD"
photometrisch tber die Abnahme der Extinktion des NADH, quantitativ mit Hilfe

des LDH-Testsystems im Laboranalysegerate bestimmt.

2.2.6 Statistische Methode

Verwendet wurden SPSS 16.0, Microsoft Word® und Microsoft Excel® zur Er-
stellung dieser Arbeit.

Zur Berechnung der Relationen der Enzymaktivitaten wurde bei dem Versuch
mit dem fraktionierten Schweineplasma bei beiden Versuchsdurchlaufen sepa-
rat der Mittelwert aus den pro Lysestunde erhaltenen drei Messergebnissen
gebildet. Die Ausgangsaktivitat zur Stunde 0, das heil3t, der Wert vor Zugabe
der unterschiedlichen Testmedien, wurde gleich ,eins* gesetzt.

Um eine direkte Aussage Uber das Verhalten der unterschiedlichen Plasmafrak-
tionen gegentber den Vergleichsparametern treffen zu kénnen, wurde der Quo-
tient aus den jeweiligen Filtraten zu den jeweiligen Vergleichsparametern fir
jeden der beiden Versuchdurchlaufe getrennt gebildet. Aus den erhaltenen Re-
lationen beider Laufe wurden der Mittelwert und der SEM (englisch: Standard
Error Of The Mean) berechnet. Die erhaltene relative Enzymaktivitat wurde in
Abhangigkeit zur Zeit aufgetragen.

Fur den Vergleich der unterschiedlichen Plasmafraktionen auf humane Hepato-
zytenkulturen wurde zum einen die absolute LDH-Enzymaktivitat Gber die Zeit
aufgetragen. Zum anderen wurde fir den Vergleich mit dem unfraktionierten

humanen Serum der Quotient aus der Enzymaktivitat der unterschiedlichen Se-
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rumfraktionen und der Enzymaktivitat des unfiltrierten Serums gebildet und tber
die Zeit aufgetragen.

Zum Vergleich der LDH- bzw. GOT-Quotienten Filtrat/anhep. Plasma,
Filtrat/Medium und Filtrat/Konzentrat (4h, 24h, 48h) wurde eine univariate
Varianzanalyse mit Bonferroni post hoc Tests verwendet. Ein p-Wert < 0,05
wurde als signifikant betrachtet. Die Rechnung wurde mit SPSS 16.0
durchgefuhrt.
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Ergebnisse

3.1 Zellkulturen mit Schweinehepatozyten

3.1.1 Bestimmung des Zeitpunktes der Plasmazugabe

Zur Testung des Einflusses unterschiedlicher Plasmafraktionen ist eine stabile
Zellkultur notwendig. Anderungen der Enzymaktivitaten oder der Vitalitat der
Zellen sollten allein auf die Einflisse des Plasmas zurtickzuflhren sein. Vor der
Zugabe der Plasmafraktionen wurden die Schweinehepatozyten deshalb zuerst
in Williams E Vollmedium kultiviert. Nicht-adharente Zellen wurden durch tagli-
ches Spulen entfernt. Zur Bestimmung des optimalen Zeitpunktes der Plasma-

zugabe wurde taglich die LDH- und GOT-Enzymaktivitat bestimmt.

250 +
—&—LDH
= —8—-GOT
S 200 +
oS
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X
<
S
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+
T
O 50 -
-
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Abbildung 11: Verhalten der LDH- und GOT-Enzymaktivitat in Williams-E-Kulturmedium bis zur
Zugabe des filtrierten Plasmas und den Vergleichssubstanzen.

Nach einem initialen Abfall der Enzymaktivitdt am 2. Kulturtag stieg die Aktivitat

beider Enzyme an. Am 6. Tag der Zellkultur erreichte die Aktivitat des leberspe-
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zifischen Enzyms GOT in seiner Aktivitat ein Plateau. Auch die Aktivitat der
LDH stieg nicht mehr weiter an und zeigte rucklaufige Tendenz.

Morphologisch breiteten sich die Hepatozyten nach 24 Stunden aus und bilde-
ten Zell-Zell-Kontakte. Am 3. Kulturtag war mehr als 90% der Zellkulturplatte mit
Zellen besiedelt. Die Zellen zeigten leichte Vakuolenbildung. Am 6. Kulturtag

erreichte der Hepatozyten-Zellrasen seine grof3te Dichte.

Abbildung 12

Hepatozytenkultur aus dem 1. Lauf in
Williams E Medium, die gleichen Zellen
zu unterschiedlichen Kulturtagen in 40-
facher VergrofRerung:

links oben: Stunde 24; rechts oben: Tag
3; rechts unten Tag: 6 nach dem Aussa-
en

Der 6. Kulturtag in Williams E Vollmedium wurde daher in beiden Versuchslau-
fen als Zeitpunkt gewahlt, um die Wirkung unterschiedlicher Plasmafraktionen

und der Kontrollmedien in Kultur zu testen.

3.1.2 Vergleich zwischen Fraktion und Ruckstand

Erfasst wurde die Enzymaktivitat vor der Zugabe der zu testenden Plasmafrak-
tionen (0 Stunden) sowie zu einem frihen (nach 4 Stunden) und zu zwei spéaten
Messzeitpunkten (nach 24 und 48 Stunden).
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LDH: Fraktion vs. Konzentrat
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Abbildung 13 : Relative LDH-Aktivitat Filtrat Filtrat vs. Konzentrat; 14Lcut-off= 10 kDa; P1SH
cut-off= 45 kDa; Prosep cut-off=100 kDa

GOT Fraktion vs. Pool

rel. GOT-Aktivitat
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Abbildung 14: Relative GOT-AKktivitat Filtrat vs. Konzentrat; 14L cut-off= 10 kDa; P1SH cut-off=
45 kDa; Prosep cut-off= 100 kDa

In der Relation Filtrat vs. Konzentrat zeigte sich nach 4 Stunden eine um den

Faktor 1,3 hohere LDH-Enzymaktivitat im 14L-Filtrat als im korrespondierenden
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Konzentrat (Pool). Im P1SH-Filtrat war die LDH in Filtrat und Ruckstand gleich.
In dem Prosep-Filtrat lag die LDH-Aktivitat unter der des Ruckstandes.

Nach 24 Stunden waren die LDH-Enzymaktivitaten bei allen drei Filtraten ge-
ringflgig héher als bei ihren jeweiligen Riuckstanden. Nach 48 Stunden fielen
die LDH-Werte im 14L-Filtrat unter die des entsprechenden Rickstandes ab.
Dagegen stieg die LDH im Prosep- und noch starker im P1SH-Filtrat an. In bei-
den Filtraten lag die LDH hoher als in den entsprechenden Rickstanden.

Die p-Werte lagen nach 4 Stunden bei 0,488, nach 24 Stunden bei 0,988, nach
48 Stunden bei 0,694.

Die GOT-Aktivitat war im 14L-Filtrat nach 4 Stunden und nach 24 Stunden ho-
her als im 14L-Konzentrat. Nach 48 Stunden fiel die Aktivitat dann allerdings,
wie auch schon bei der LDH-AKktivitat, unter die des Rickstandes ab.

Die Enzymaktivitat der Zellen nach Zugabe der Filtrate des P1SH (F,)- und
Prosep- (F3) Filters stieg in Relation zu den Rickstdnden nach initial niedrigen
Werten nach der Stunde 4 und 24 bei weiterer Kulturdauer an und zeigte nach
48 h deutlich hohere Werte als bei dem 14L-Filter (F;). Die p-Werte lagen nach
4 Stunden bei 0,257, nach 24 Stunden bei 0,422, nach 48 Stunden bei 0,834.

3.1.3 Vergleich filtriertes und nicht filtriertes a  nhepatisches Plasma

Fur den direkten Vergleich der Enzymaktivitaten von Hepatozyten in filtriertem
und unfiltriertem anhepatischen Plasma, wurde jeweils die LDH- und GOT-
Aktivitat der Zellen im Filtrat in Relation mit der LDH- und GOT-Aktivitat im an-

hepatischen Plasma gesetzt.
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GOT: Filtrat vs. anhepatisches Plasma

=14

3,00 -

2,50 -

2,00 -

1,50

1,00

0,50 A

Relative GOT-Aktivitat Filter/Anhep [U/]]

0,00 T T T T T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Stunde

Abbildung 15: Relative GOT-Aktivitat Filtrat zum anhepatischen Plasma; 14Lcut-off= 10 kDa;
P1SH cut-off= 45 kDa; Prospep cut-off= 100 kDa

Die gemessene GOT-Enzymaktivitat der Zellen zeigte ahnliche Ergebnisse wie
bei dem Vergleich Filtrat vs. Konzentrat: Im Filtrat des Filters mit der niedrigen
molekularen Ausschlussgrenze von 10 kDa (14L) war die GOT-Enzymaktivitat
der Hepatozyten zum frihen Messzeitpunkt nach 4 Stunden hdher als im anhe-
patischen Plasma und in den beiden anderen Filtraten Prosep (45 kDa) und
P1SH (100 kDa).

Nach 24 Stunden konnte jedoch keine hohere Enzymaktivitat in den Filtraten
des 14L- und P1SH-Filters gegenliber dem anhepatischen Plasma gezeigt wer-
den: Die GOT-Enzymaktivitat war gering riicklaufig. Dagegen hatten die Zellen
im Filtrat des Prosep-Filters nach 24 Stunden keine hohere Enzymaktivitat als
im anhepatischen Plasma. Dies wurde noch deutlicher nach 48 Stunden. Hier
konnte im Filtrat des Prosep-Filters die hdchste Enzymaktivitat gemessen wer-
den, gefolgt von dem Filtrat des P1SH-Filters. Die Hepatozyten im Filtrat des
14L-Filters hatten nach 48 Stunden etwa dieselbe Aktivitat wie die Zellen im
unfiltrierten anhepatischen Plasma. Die p-Werte lagen nach 4 Stunden bei
0,438, nach 24 Stunden bei 0,439, nach 48 Stunden bei 0,748.



Seite 40

LDH: Fraktion vs. anhepatisches Plasma
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Abbildung 16: Relative LDH-Aktivitat Filtrat zum anhepatischen Plasma; 14Lcut-off= 10 kDa,;
P1SH cut-off= 45 kDa; Prospep cut-off= 100 kDa

Die LDH-Enzymaktivitat der Hepatozyten war nach 4 Stunden im 14L Filtrat und
im P1SH-Filtrat hdher als im anhepatischen Plasma und im Prosep-Filtrat. Wie
auch bei der GOT-Aktivitat waren die LDH-Werte im 14L-Filtrat nach 24 und 48
Stunden rucklaufig. Die LDH-Enzymaktivitat in diesem Filtrat war damit zu die-
sen Zeitpunkten niedriger als im anhepatischen Plasma. Die gemessene LDH
im P1SH Filtrat war nach 24 Stunden riicklaufig. Nach 48 Stunden stieg die
LDH-Enzymaktivitat im P1SH-Filtrat deutlich an und war um das 3,5-fache ho-
her als im Vergleich zur LDH-Aktivitat der Zellen im anhepatischen Plasma. Im
Prosep-Filtrat war die LDH nach 24 Stunden bei dem 1,5-fachen und nach 48
Stunden beim 1,8-fachen Wert im Vergleich zur LDH-Aktivitat im anhepatischen
Plasma. Die p-Werte lagen nach 4 Stunden bei 0,797, nach 24 Stunden bei
0,435, nach 48 Stunden bei 0,706.
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3.1.4 Vergleich filtriertes anhepatisches Plasma un  d Medium

GOT: Filtrat vs. Medium
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Abbildung 17: Relative GOT-Aktivitat Filtrat vs. Williams E Vollmedium; 14Lcut-off= 10 kDa;
P1SH cut-off= 45 kDa; Prospep cut-off= 100 kDa

Die Hepatozyten in der 14L-Fraktion des anhepatischen Plasmas zeigten nach
4 Stunden gleiche GOT-Werte wie die Zellen im Williams E Vollmedium. Die
Enzymaktivitat war nur minimal gegentber den Werten im Medium erhdht.
Nach 24 Stunden und 48 Stunden fiel dagegen die GOT-Aktivitat der Zellen im
14L-Filtrat deutlich unter die des Vollmediums ab. Nach 48 Stunden war die
GOT-Aktivitat in diesem Filtrat von allen drei Fraktionen am niedrigsten.
Ahnliche GOT-Werte ergaben sich auch beim P1SH-Filtrat. Nach 4 Stunden
hatten die Hepatozyten in diesem Filtrat noch etwa die gleiche GOT-
Enzymaktivitat wie im Medium. Nach 24 und 48 Stunden fiel diese jedoch deut-
lich unter die GOT-Werte des Mediums.

Die GOT-Aktivitat im Prosep-Filtrat lag nach 4 Stunden leicht unter der des Me-
diums und unter der Aktivitat der beiden anderen Filtrate. Nach 24 Stunden
stieg die Aktivitat deutlich an. Nach 48 Stunden waren die GOT-Aktivitaten im
Medium und Prosep-Filtrat nahezu identisch. Die p-Werte lagen nach 4 Stun-
den bei 0,418, nach 24 Stunden bei 0,447, nach 48 Stunden bei 0,412.
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LDH: Fraktion vs. Medium
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Abbildung 18 : Relative LDH-Aktivitat Filtrat vs. Williams E Vollmedium; 14Lcut-off= 10 kDa;
P1SH cut-off= 45 kDa; Prospep cut-off= 100 kDa

Die LDH-Enzymaktivitat im Vergleich Filtrate vs. Medium zeigte einen ahnlichen
Verlauf wie die beschriebene GOT-Enzymaktivitat. Im Gegensatz zur GOT wa-
ren die LDH-Werte im P1SH-Filtrat nach 4Stunden héher als im Medium. Nach
24 Stunden fiel die LDH-Aktivitat weniger stark ab und zeigte die gleichen Wer-
te wie im Medium.

Des Weiteren stieg die LDH nach 48 Stunden im P1SH- und im Prospep-Filtrat
an. Im P1SH-Filtrat lag die LDH bei dem 1,5-fachen und im Prosep-Filtrat bei
dem 1,8-fachen Wert im Vergleich zum LDH-Aktivitat im Medium. Die p-Werte
lagen nach 4 Stunden bei 0,513, nach 24 Stunden bei 0,465, nach 48 Stunden
bei 0,565.
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3.1.5 Morphologie der Schweinehepatozyten

Hepatozytenkultur im anhepatischem Plasma

Abbildung 19

Hepatozyten in anhepatischem Plasma
in 40-facher VergroRerung:

links oben: Nach 4 h; rechts oben: Nach
24 h; rechts unten: 48 h nach Plasmazu-
gabe

Die in anhepatischem Plasma kultivierten Zellen zeigten tber die Zeit einen ge-
schlossenen Zellverband in Kultur. Zu den Stunden 24 und 48 verloren zuneh-

mend apoptotische Zellen ihre Adhéasion und erschienen als helle, abgestorbe-
ne Zellen im Uberstand.
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Hepatozytenkultur im 14L- Filtrat
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Abbildung 20
Hepatozyten in mit 14L-Filter filtriertem
Plasma in 40-facher VergréRerung:

links oben: Nach 4 h; rechts oben:
Nach 24 h; rechts unten: 48 h nach
Plasmazugabe

Der Hepatozyten-Zellrasen zeigte im 14L-Plasma zu den spateren
Erfassungszeitpunkten Stunde 24 und 48 groRer werdende, unbesiedelte
Areale. Apoptotische Zellen I6sten sich aus dem Zellverband, die verbliebenen
Zellen bildeten eine teilweise scharfe Abgrenzung zu diesen frei gewordenen
Flachen. Die Zellkerne und die Nukleoli waren bei den verbliebenen Zellen

weiter abgrenzbar.
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Hepatozytenkultur im 14L- Filterkonzentrat

Abbildung 21

Hepatozyten kultiviert im Ruckstand
des 14L-Filters in 40-facher VergréRiRe-
rung:

links oben: Nach 4 h; rechts oben:
Nach 24 h; rechts unten: 48 h nach
Plasmazugabe

Ahnlich wie bei der 14L-Fraktion gingen auch in der Kultur mit dem Ruickstand
des Filters nach 24 und 48 Stunden zunehmend die interzellularen Adh&sionen
verloren, so dass grofRere, unbesiedelte Areale in dem Zellrasen entstanden.
Die verbliebenen Zellen grenzten sich scharf von diesen Arealen ab. Die Zell-

grenzen und Zellkerne liel3en sich nur noch schwer identifizieren. Hepatozyten
bildeten vermehrt feine Vakuolen aus.
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Hepatozytenkultur im P1SH- Filtrat

Abbildung 22
Fotos von Hepatozyten in mit PLSH-
Filter filtriertem Plasma in 40-facher
VergréRRerung:

links oben: Nach 4 h; rechts oben:
Nach 24 h; rechts unten: 48 h nach
Plasmazugabe

Nach 4 Stunden zeigten sich mehr abgeldste, apoptotische Zellen als zu den
spateren Stunden. Die Zelldichte nahm dagegen im zeitlichen Verlauf zu. Die
Zahl der apoptotischen Zellen stabilisierte sich. Die Zellkerne waren auch zu

den spateren Untersuchungszeitpunkten klar abgrenzbar.
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Hepatozytenkultur im P1SH- Filterkonzentrat

Abbildung 23

Fotos von Hepatozyten kultiviert im
Ruckstand des P1SH-Filters in 40-
facher Vergrof3erung:

links oben: Nach 4 h; rechts oben:
Nach 24 h; rechts unten: 48 h nach
Plasmazugabe

Die Apoptoserate im Riuckstand aus dem P1SH-Filter blieb im zeitlichen Verlauf
sehr gering. Der Zellrasen blieb in seiner Dichte unverandert. Nach 48 Stunden
wurden die Zellgrenzen etwas undeutlich und die Zellen bildeten feine Granula-
tionen aus.
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Hepatozytenkultur im Prosep- Filtrat

Abbildung 24

Fotos von Hepatozyten in mit Prosep-
Filter filtriertem Plasma in 40-facher
VergroRRerung:

links oben: Nach 4 h; rechts oben:
Nach 24 h; rechts unten: 48 h nach
Plasmazugabe

Der Zellrasen blieb im zeitlichen Verlauf im fraktionierten Plasma des Prosep-
Filters dicht. Nach 48 Stunden wirkte der Zellrasen dichter als nach 24 Stunden.
Bei der Anzahl apoptotischer Zellen zeigten sich keine Unterschiede zwischen
den unterschiedlichen Beobachtungszeitpunkten.
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Hepatozytenkultur im Prosep- Filterkonzentrat

Abbildung 25

Fotos von Hepatozyten kultiviert im
Ruckstand des Prosep-Filters in 40-
facher Vergrol3erung:

links oben: Nach 4 h; rechts oben:
Nach 24 h; rechts unten: 48 h nach
Plasmazugabe

Vier Stunden nach Zugabe des Prosep- Filterkonzentrates zeigten sich verein-
zelt apoptotische Zellen. Der Zellrasen blieb jedoch dicht. Nach 24 Sunden
schienen vermehrt Zellen abzusterben. Die Zellgrenzen waren nicht mehr gut
zu erkennen. Nach 48 Stunden zeigten sich ein dichter Zellrasen und wenig
apoptotische Zellen. Die Zellen wiesen feine Granulationen auf.
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3.2 Zellkulturen mit humanen Hepatozyten

3.2.1 Humane Hepatozytenkultur in fraktioniertem hu ~ manem Serum

35 -

——p5

LDH [U/]

L

Tage

Abbildung 26 : LDH-Enzymaktivitdit humaner Hepatozyten in fraktioniertem, gesundem huma-
nen Serum; cut-offs: P5=5 kDa; P10 = 10 kDa; P50=50 kDa; P100=100kDa

Nach 24 Stunden im fraktionierten, gesunden, humanen Serum zeigten sich bei
der LDH-Aktivitat der Zellen in den unterschiedlichen Filtraten nur geringe Un-
terschiede. Im P100-Filtrat, mit der molekularen Ausschlussgrenze von 100kDa,
zeigte sich dabei die noch hdochste Enzymkonzentration. Danach folgten in Rei-
henfolge das P50-, das P10- und das P5-Filtrat, mit den Ausschlussgrenzen 50,
10 und 5 kDa.

Im zeitlichen Verlauf blieben die LDH-Konzentrationen an den Tagen 3, 5 und 7
im P100-Filtrat am hochsten. Ab dem 5. Tag stieg auch in dem P50-Filtrat die
Konzentration an und erreichte am 7. Tag ahnliche LDH-Werte wie im P100-
Filtrat.

Die geringste LDH-Aktivitat zeigten die Zellen Uber den gesamten Messzeit-
raum in den Filtraten P5 und P10. Die LDH-Enzymaktivitaten der Zellen in die-

sen beiden Filtraten waren Uber diesen Zeitraum nahezu gleich.
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3.2.2 Vergleich filtriertes und unfiltriertes human es Serum

Fur den direkten Vergleich zwischen filtriertem und unfiltriertem gesundem hu-
manem Serum wurde das Filtrat in Relation zum unfiltrierten Serum gesetzt und
Uber die Zeit aufgetragen. Die LDH-Aktivitat im unfiltrierten, gesunden, huma-

nen Serum wurde gleich 1 gesetzt.

tes HS

Relative LDH-Aktivitat [U/1] Filtrat vs. unfiltrier

Tage

Abbildung 27 : Relative LDH-Enzymaktivitat Filtrat vs. unfiltriertes Serum; cut-offs: P5=5 kDa;
P10 = 10 kDa; P50=50 kDa; P100=100kDa

In dieser Relation zeigten alle Filtrate niedrigere Enzymaktivitaten als das
unfiltrierte Serum. Nach 24 Stunden war der Unterschied zwischen den
einzelnen Filtraten gering ausgepragt. Am 3. Tag fielen die Werte aller Filtrate
ab. Der Abfall der LDH-Aktivitat war im P5-, P10- und P50-Filtrat am starksten.
Die Werte der P100-Fraktion fielen am geringsten ab und blieben bis zum 7.
Tag hoher als die der anderen Filtrate.

Das P50-Filtrat blieb nach dem starken Abfall am 3. Tag in seinen Werten na-
hezu konstant und war am 7. Tag auf dem Niveau des P100-Filtrats.

Die beiden Filtrate des Filters mit der niederen molekularen Ausschlussgrenze
zeigten beide vergleichbare Enzymaktivitaten und hatten tiber den gesamten
Messzeitraum die niedrigsten Werte.
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Diskussion

In dieser Arbeit sollte gezeigt werden, ob durch eine Filtration die Toxinkon-
zentration in anhepatischem Plasma reduziert werden kann und welche Auswir-
kungen definierte Plasmafraktionen auf Hepatozytenkulturen haben. Dadurch
sollte geklart werden, ob eine vor den Leberzellreaktor geschaltete Filtration
des anhepatischen Plasmas die Zellvitalitat der Zellen im Reaktor erhalten

kann.

4.1 GOT- und LDH —Aktivitat als Parameter

Die Enzyme LDH und GOT werden haufig in Untersuchungen zur Hepatotoxizi-
tat als Indikator fur eine intakte Zellmembran verwendet (34).

Die Aktivitat dieser Enzyme ist proportional zum Anteil des Zellzytosols. Die
GOT ist ein leberspezifisches Enzym. Die GOT-Aktivitat ist nur von den Hepa-
tozyten abhangig und nicht durch andere Faktoren modifizierbar. Damit kdnnen
Uber die Aktivitat der Enzyme LDH und GOT die Zellzahl und —aktivitat beurteilt
werden.

Fehlinterpretationen der Hepatozyten-Enzymaktivitaten sind durch Kultivierung
in Plasma bzw. Serum mdoglich. Das liegt daran, dass im Plasma bzw. Serum
immer LDH- und GOT-Aktivitdten messbar sind. Diese Aktivitat wirde zu einer
Fehlbeurteilung der Zellzahl und Zellaktivitat fihren.

Diese Fehlbestimmung der Enzymaktivitat wirde zusatzlich beeinflusst, wenn
durch die Plasma-/Serumfiltration diese Enzyme ebenfalls filtriert wirden. In
den unterschiedlichen Serum-/Plasmafiltraten sind dann unterschiedliche En-
zymaktivitdten messbar. Das Molekulargewicht der GOT betrégt ca. 91-93 kDa.
Das Molekulargewicht der LDH betragt ca. 130 kDa. Durch die Filtration wirde
demnach die Enzymkonzentration in denjenigen Filtraten niedriger sein, deren
molekularer cut-off unter dem Molekulargewicht der Enzyme liegt.

Da nur die intrazellulare Aktivitat in die Beurteilung eingehen soll, wurde des-
halb vor dem Lysieren der Zellen das Plasma bzw. das Serum im Uberstand
abgezogen und die Zellen zweimal mit PBS gespult. Danach wurden die Zellen

in PBS lysiert und die Aktivitat der Enzyme aus dem Lysat bestimmt.
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4.2 Zellkultur mit Schweinehepatozyten

Hepatozyten aus Schweinen wurden in diesem Versuch verwendet, weil sie
eine der wichtigsten Alternativen zur Verwendung humaner Hepatozyten in Bio-
reaktoren darstellen. Porkine Hepatozyten besitzen ahnliche physiologische
Charakteristika und metabolische Funktionen wie humane Hepatozyten. Aus
diesem Grund gelten sie als wichtigste Alternative zu humanen Zellen im Biore-
aktor (9;26;36;41;50;57).

Das hier fur die Zellkultur verwendete mit Serum versetzte Williams E Medium
ist ein bewahrtes und haufig verwendetes Medium fur die Kultivierung von
Schweinehepatozyten (25).

Am 6. Tag in Kultur wurde eine stabile Hepatozyten-Kultur erreicht. Dies zeigte
sich an dem Plateau der gemessenen LDH- und GOT-Werte. Dieses Ergebnis
deckte sich mit dem einer anderen Arbeit (25). Dieser Zeitpunkt wurde als
Startpunkt fir den Versuchsbeginn mit fraktioniertem Plasma ausgewabhlt. Aller-
dings zeigten sich am 6. Kulturtag vereinzelt apoptotische Zellen in der Zellkul-
tur. Die LDH-Enzymaktivitat war nach diesem Plateau ricklaufig. Die GOT-
Aktivitat war jedoch nicht ricklaufig. Es stellt sich die Frage, ob nach diesem
Zeitraum die Vitalitat der Zellen bereits abnahm.

Die hier verwendeten Zellen waren nach Kryokonservierung moglicherweise
sensitiver gegenuber toxischen Plasmabestandteile als es frisch isolierte Zellen
gewesen waren (25). Das kryokonservierte anhepatische Plasma stammte
ebenfalls aus Schweinen. In anderen Untersuchungen wurde meist humanes
anhepatisches Plasma zur Untersuchung des Einflusses auf
Schweinehepatozyten-Kulturen verwendet (35;55), oder Schweine im
Leberversagen direkt an Leberzellgeneratoren angeschlossen (1).

In Hinblick auf die Verwendung in einem Leberzellreaktor erschien ein kirzerer
Untersuchungszeitraum fir den Einfluss des anhepatischen Plasmas auf die
Hepatozyten aussagekraftiger. Aus diesem Grund wurden die Enzymaktivitaten
nach 4, 24 und 48 Stunden bestimmt. Moglicherweise kdnnte eine langere Kul-
turdauer in fraktioniertem bzw. unfraktioniertem anhepatischen Plasma die

Auswirkungen auf die Zellvitalitat weiter verdeutlichen.
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4.2.1 Auswahl der Vergleichsgro3en zu den Filtrate n

Das filtrierte anhepatische Plasma wurde mit unfiltriertem anhepatischem Plas-
ma, mit den konzentrierten Rickstanden aus den Filtern und mit einem Kom-
plettmedium verglichen.

Der Vergleich zwischen Filtrat und anhepatischem Plasma dient zur Klarung der
zentralen Frage, ob das filtrierte anhepatische Plasma eine geringere Toxizitat
besitzt als das unfiltrierte anhepatische Plasma.

In dem Vergleich Filtrat vs. Medium wird das Zellwachstum der Hepatozyten in
filtriertem Plasma mit dem in einem ,optimierten Nahrmedium*® untersucht.

Der Vergleich Filtrat vs. Rickstand soll anhand der einzelnen Filtergrof3en zei-
gen, inwieweit Toxine entsprechend der unterschiedlichen Filter-Cutt-offs im
Pool konzentriert werden, bzw. inwieweit sie in das Filtrat gelangen. Aber nicht
nur die Filtration der Toxine ist bei diesem Vergleich von Interesse. Durch Un-
terschiede des Zellwachstums der Hepatozyten im Filtrat bzw. Konzentrat sol-
len weitere Aufschlisse Uber die Auswirkungen des fraktionierten Plasmas auf

die Zellkulturen gewonnen werden.

Durch die geringe Durchlassigkeit des 14L-Filters mit einer molekularen Aus-
schlussgrenze von 10 kDa ist zu erwarten, dass dieses Filtrat am starksten von
Proteinen und proteingebundenen Toxinen im Vergleich zu den anderen Filtern
depliert ist. Eine starkere Anreicherung ist im P1SH (F,)-Filtrat, mit einer Aus-
schlussgrenze von 45 kDa und die starkste beim Prosep-Filtrat, mit einer Aus-
schlussgrenze von 100 kDa, zu erwarten. Im Gegensatz dazu kann man eine
abnehmende Toxizitat der Konzentrate mit der héchsten Konzentration im 14L-
Ruckstand, bis hin zur niedrigsten Konzentration im Prosep-Ruckstand vermu-
ten (siehe Abbildung).
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Vorstellung Uber die Verteilung der Toxinkon-
zentrationen in Filtrat und Ruckstand

14L.=10 kDa

Konzentrat Fraktion

P1SH=45 kDa

Konzentrat Fraktion

Prosep=100 kDa

Konzentrat Fraktion

—

Gesamtmenge der Toxinkonzentr ation

Abbildung 28 Vorstellung Uber die Verteilung der Toxinkonzentrationen der unterschiedlichen
Filter. Im 14L-Filtrat ist die Toxinkonzentration im Konzentrat am hochsten, wahrend sie im Filt-
rat am geringsten ist. Umkehr dieser Konzentrationsverhaltnisse bis zum Prosep-Filter

4.2.2 Ergebnis der Filtration des anhepatischen Sc  hweineplasmas

Fur die Plasmafiltration wurden drei Filter mit unterschiedlichen molekularen
Ausschlussgrenzen verwendet. Die Permeabilitat eines Hamofilters fur ein
bestimmtes Molekiil ist abhé&ngig vom Molekulargewicht, der Porengréf3e und
der Porengestalt, der Porenanzahl, der Membrandicke und der sterischen
Molekulform. Weitere Faktoren, welche die Eliminierbarkeit geloster Stoffe
bestimmen, sind elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Hamofilter sowie
ihre Wasser- bzw. Fettléslichkeit und damit ihr Bindungsgrad an
hoéhermolekulare Proteine (18).

Die Messzeitpunkte wurden zu einem frihen Zeitpunkt nach 4 Stunden und
nach zwei spaten Zeitpunkten nach 24 und 48 Stunden gelegt. Entsprechend
dieser Zeiteinteilung erfolgte die Analyse der Ergebnisse.

Der Vergleich der GOT-/ LDH-Aktivitat Filtrat vs. Rickstand zeigte, dass nach 4
Stunden die Enzymaktivitat im am starksten ,aufgereinigten” Plasma des 14L-
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Filtrats deutlich hoher war als im Konzentrat mit der hochsten Toxizitat aus dem
14L-Filter (Pool). Die Unterschiede zwischen der Toxizitat des fraktionierten
Plasmas und des Rickstandes waren also anféanglich wie vermutet beim 14L-
Filter am grof3ten.

Im Vergleich mit dem unfiltrierten anhepatischen Plasma nach 4 Stunden waren
auch im 14L-Filtrat héhere LDH- und GOT-Enzymaktivitaten messbar. Der Un-
terschied fiel aber deutlich geringer aus als bei dem Vergleich 14L-Filtrat vs.
Ruckstand. Es bestatigte sich damit die Hypothese, dass der Rickstand eine
grolRere Toxizitat besitzt als das anhepatische Plasma selbst. Durch den niedri-
gen molekularen cut-off des 14L-Filters mit 10 kDa wurden erfolgreich Proteine
und proteingebundene Toxine in dem Ruckstand zurtickgehalten. Andere Un-
tersuchungen zeigen eine signifikante Albuminelimination bis 45 kDa. Dabei
wurden diese Filter in Untersuchungen fur Nierenersatzverfahren verwendet
(39). Hier war der Albuminverlust im Filtrat dagegen eine unerwinschte Folge
der Filtration.

Die durch die Filtration erzielte unphysiologisch hohe Konzentration in dem 14L-
Ruckstand ist in der Praxis nicht von Bedeutung. Dieses Konzentrat beweist
jedoch, dass sich proteingebundene Toxine durch diesen Filter effektiv entfer-
nen lassen. Zudem bestéatigt der Vergleich mit den Konzentraten die theoreti-
schen Uberlegungen lber die zu erwartende Toxinelimination durch die unter-
schiedlichen FiltergroRen.

Zu diesem frihen Zeitpunkt der Kultur bewirkte die Entfernung von Proteinen
und den daran gebundenen Toxinen durch den 10kDa cut-off-Filter eine héhere
Zellvitalitat und -aktivitat.

Die LDH- und GOT-Enzymaktivitat war im Vergleich zum P1SH-Filtrat vs. sei-
nem Konzentrat nach 4 Stunden in Filtrat und Konzentrat gleich. Auch im Ver-
gleich mit dem anhepatischen Plasma zeigten sich die gleichen GOT-Werte wie
im unfiltrierten anhepatischen Plasma. Die LDH-Messwerte lagen dagegen im
Filtrat héher als im anhepatischen Plasma. Das Filtrat aus dem 45 kDa cut-off-
Filter (P1SH) bot demnach gegentber dem unfiltrierten, anhepatischen Plasma
fur die Hepatozyten zu diesem Messzeitpunkt hinsichtlich Zellvitalitat und —

aktivitdt keinen Vorteil. In dem Konzentrat mit den darin enthaltenen, durch den
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Filter ,zurtickgehaltenen® Toxinen, zeigten die Zellen ebenfalls die gleiche En-
zymaktivitat wie im Filtrat. Bei diesem P1SH-Filter ist eine signifikante Albumin-
elimination vorbeschrieben (39) und wird auch aufgrund des Filter-cut-offs er-
wartet. Zytokine wie IL-6 werden durch diesen Filter ebenfalls effektiv eliminiert
(39). Die eigenen Ergebnisse bestatigen die Vermutung, dass die Toxinkon-
zentration im P1SH-Filtrat hoher ist als im 10 kDa cut-off-Filtrat. Es konnte je-
doch im Vergleich zum anhepatischen Plasma keine hohere Zellvitalitdt nach 4
Stunden durch die P1SH-Filtration erreicht werden.

Das Filtrat mit der hochsten Ausschlussgrenze und der damit wahrscheinlich
hochsten Konzentration an proteingebundenen Toxinen, Prosep (100 kDa),
brachte gegentber seinem Riickstand keinen Vorteil nach 4 Stunden. In diesem
Filtrat waren auch beide gemessene Enzymaktivitéaten niedriger als im anhepa-
tischen Plasma.

Es zeigte sich, dass mit hdherem molekularem cut-off die Toxinkonzentration im
Filtrat steigt und gleichzeitig im korrespondierenden Konzentrat abnimmt. Die
durch den 45 bzw. 100 kDa cut-off-Filter passierbaren Proteine und Toxine be-
eintrachtigen die Zellvitalitat nach 4 Stunden.

Zu diesem Messzeitpunkt zeigte sich, dass eine Plasmafiltration die Toxizitat
des anhepatischen Plasmas fuir die Zellen verringert. Filter mit niedriger cut-off-
Grenze liel3en am wenigsten Toxine in das Filtrat und konzentrierten sie deut-

lich in dem Filterriickstand.

24 Stunden nach Zugabe der unterschiedlichen Plasmafraktionen war die GOT-
und in geringerem Ausmalf die LDH-Enzymaktivitat im 14L-Filtrat weiterhin ho-

her als im 14L-Konzentrat. Auffallend war jedoch, dass ebenfalls nach 24 Stun-

den die GOT-Enzymaktivitat der Zellen im 14L-Filtrat auf die Werte des anhepa-
tischen Plasmas abfiel. Die LDH lag bereits unter den Werten der Zellen im an-

hepatischen Plasma.

Dies verdeutlicht, dass der niedrige Toxingehalt des am starksten ,aufgereinig-

ten® 14L-Filtrats im Vergleich mit der unphysiologisch hohen Toxinkonzentration
im 14L-Konzentrat die Vitalitdt und Aktivitat der Hepatozyten erhalt. Dabei muss

jedoch bedacht werden, dass die Toxinkonzentration im anhepatischen Plasma
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geringer ist als im 14L-Konzentrat. Gegenuber dieser niedrigeren Konzentration
des unfiltrierten anhepatischen Plasmas verschwand nach 24 Stunden der ,Vor-
teil“ des 14L-Filters fur die Hepatozyten. Nach 48 Stunden lagen die LDH- und
GOT-Enzymaktivitat im 14L-Filtrat sogar niedriger als im toxischen 14L-
Konzentrat und niedriger als im anhepatischen Plasma. Das 14L-Filtrat hatte
nach dieser Zeit etwa die gleichen Auswirkungen auf die Zellen wie das toxi-
sche anhepatische Plasma. Diese Entwicklung konnte anhand der lichtmikro-
skopischen Aufnahmen der Zellen bestatigt werden. Sowohl im Filtrat als auch
im Konzentrat wurden die Zellen apoptotisch. Diese Entwicklung war so nicht
erwartet worden und wird durch die Ergebnisse der anderen Filtrate weiter er-
kl&rt.

Die Enzymaktivitat in den 45 und 100 kDa-cut-off Filtraten stieg dagegen nach
24 Stunden an. Sowohl im Vergleich mit den jeweiligen Rickstanden, als auch
im Vergleich mit dem unfiltrierten anhepatischen Plasma. Morphologisch zeig-
ten sich weiter vitale Zellen. Auch hier konnte anhand der Vergleiche mit den
Filterriickstanden verdeutlicht werden, dass Toxine durch diese beiden Filter

entfernt werden kénnen.

Diese Ergebnisse zeigten mit zunehmender Kulturdauer (24 und 48 Stunden)
eine umso groRere Abnahme der Zellvitalitat und Aktivitat, je niedriger der Fil-
ter-cut-off wurde. Der anfangliche ,Nutzen* der Filtration fir die Hepatozyten
verschob sich von dem Filter mit dem niedrigen cut-off hin zu den Filtern mit
den hoéheren molekularen Ausschlussgrenzen. Hier stellt sich die Frage nach
maoglichen Griinden:

Aufgrund der Grol3e des Albumins mit einem Molekulargewicht von ca. 66,3
kDa und einem Durchmesser von 5-15 nm, wird dieses Protein mit den daran
gebundenen Toxinen, signifikant durch eine Filtration mit dem 14L- und P1SH-
Filter eliminiert (39). Wie eingangs beschrieben, sind zudem Zytokine wie IL-6
und TNF- mit an der Pathogenese des akuten Leberversagens verantwortlich.
Das Molekulargewicht von Entziindungsmediatoren betragt 9-54 kDa und das
freier Leichtketten 25-50 kDa (6). In der Arbeitsgruppe Morgera et al. wurde

gezeigt, dass eine grof3porige Filtration in der Lage ist, eine effektive
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Elimination von IL-6 und anderen inflammatorischen Mediatoren zu erzielen (6).
Die Eliminationskapazitat fur TNF- war jedoch begrenzt, eine signifikante
Filtration von TNF- konnte nicht nachgewiesen werden (39).

Durch diese Plasmafiltration werden neben diesen Toxinen alle Molekdle bis zu
dem entsprechenden Molekulargewicht durch die Filtration entfernt. Die Zellvita-
litat und -aktivitdt nahm mit zunehmender Kulturdauer umso mehr ab, je mehr
Molekile aus dem Plasma durch den Filter entfernt wurden. Das Entfernen von
Molekilen ab einem Molekulargewicht von 10 kDa wirkte sich im zeitlichen Ver-
lauf so nachteilhaft auf die Zellen aus, dass sogar mehr Zellen als im toxischen
14L-Ruckstand zugrunde gingen.

Der Vergleich mit anderen Arbeiten bekraftigt dieses Ergebnis. Durch die
Filtration kommt es zu einem Verlust von Aminosauren (16) bzw. essentieller
Proteine (39). Diese Ergebnisse stammen aus Untersuchungen zur
Verwendung der 14L- und P1SH-Filter bei Hamodialyse. Dabei wurde der
Verlust an Proteinen noch deutlicher. Ein kumulativer Proteinverlust von 10g
pro Tag kann bei einem intensivpflichtigen Patienten, vor allem bei Einsatz der
gro3porigen Hamofiltrationstherapie tber Tage, zu einem nicht unerheblichen
Proteindefizit fihren (39).

Der Vergleich der Plasmafraktionen mit dem Medium sollte zusatzlich Auf-
schluss dartber bringen, wie sich im Vergleich zum Standardkulturmedium fr
Schweinehepatozyten die Zellen in den jeweiligen Filtraten entwickeln. Das Filt-
rat Prosep zeigte hier ein &hnliches Verhalten wie das Medium. Wie schon bei
den vorangegangenen Vergleichen entwickelten sich die Zellen in den beiden
anderen Filtraten vor allem zu den spateren Zeitpunkten schlechter. Dieser
Vergleich bekraftigt damit die negativen Eigenschaften des niedrig filtrierten

Plasmas auf die Zellen tGber einen langeren Zeitraum.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Filtration von anhepatischem
Plasma mit Filtern unterschiedlicher Filtergro3en die Zellen vor den Toxinen im
unfiltrierten anhepatischen Plasma schutzte. Dieser Nutzen war jedoch davon

abhangig, wie lange die Zellen in den Filtraten kultiviert wurden. Zu einem fru-
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hen Kulturzeitpunkt besteht demnach ein geringer Vorteil bei einem Filter mit
geringer Durchlassigkeit. Nach 24 bzw. 48 Stunden ist die Zellvitalitat und Zell-
funktion in den Filtraten mit héherer Filterdurchlassigkeit héher. Das liegt an der
hoheren Konzentration von Aminosauren, essenziellen Proteinen etc., die durch
den 10 kDa-Filter in hohem Malf3 durch Filtration entfernt wurden. Der grund-
satzliche Nachteil dieses Filters wurde anfanglich zu dem Messzeitpunkt nach 4
Stunden am ehesten durch die breiteste Toxinreduktion kompensiert.

Es konnte in diesem Versuch aber auch bestatigt werden, dass die im unfiltrier-
ten anhepatischen Plasma kultivierten Schweinehepatozyten ihre Zellfunktion
Uber den Messzeitraum aufrecht erhalten konnten (1;35;55). Morphologisch
lieRen sich jedoch nach 48 Stunden zunehmend apoptotische Zellen nachwei-
sen.

Nach Analyse der p-Werte waren die Ergebnis statistisch nicht signifikant. Den-
noch zeigen die Ergebnisse des Versuches einen Vorteil der Filtration fur die

Zellvitalitat und —aktvitat, worauf noch néaher eingegangen wird.

4.3 Zellkultur mit humanen Hepatozyten

Verwendet wurden kryokonservierte humane Hepatozyten. Die Zellfunktionalitéat
der Hepatozyten wird dadurch nicht beeintrachtigt. Dies zeigte die Kultivierung
frischer und kryokonservierter humaner Hepatozyten in Vorversuchen und deckt
sich mit den Ergebnissen anderer Arbeiten (3).

Der Versuch wurde mit fraktioniertem, humanem Serum eines gesunden Spen-
ders durchgefihrt. Aus ethischen Griinden wurde auf die Verwendung von an-
hepatischem, humanem Blut zu Versuchszwecken verzichtet. Dieses kdnnte
nur im akuten Leberversagen, oder wéahrend der anhepatischen Phase einer
Lebertransplantation gewonnen werden. In dem Versuch mit filtriertem huma-
nem Plasma geht es daher nicht um die Toxinelimination. Hier werden nur die
Einflisse untersucht, die das fraktionierte Plasma selbst auf Hepatozyten hat.
Die Ergebnisse wurden anhand der LDH-Enzymaktivitat ermittelt. Durch die
Bestimmung weiterer Zellaktivitats- und Zellvitalitats-Parameter wirden die Ein-
flisse besser abschatzbar sein. Bedingt durch Filtereigenschaften konnte nur
0,66 ml Filtratvolumen pro Kavitat der Zellkulturplatte gewonnen werden, wah-

rend fur das unfraktionierte Plasma 0,8 ml Volumen verwendet wurden. Da-
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durch ergaben sich fir den Vergleich fraktioniertes Serum zu unfraktioniertem

Serum etwas unterschiedliche Serumvolumina.

4.3.1 Ergebnisse fraktioniertes humanes Serum

Uber den gesamten Zeitraum waren die LDH-Enzymaktivitaten der Zellen in
den Filtraten mit héheren molekularen Ausschlussgrenzen P100 und P50 héher
als bei den Zellen, die in den Filtraten mit niederen molekularen Ausschluss-
grenzen P5 und P10 kultiviert wurden. Dabei konnten keine wesentlichen Un-
terschiede zwischen den beiden Filtraten P5 und P10 gesehen werden. Auf-
grund des sehr geringen Unterschiedes der molekularen Ausschlussgrenzen
zwischen diesen beiden Filtern war dieses Ergebnis zu erwarten. Im unfiltrierten
humanen Plasma entwickelten sich die Zellen am besten. Die Enzymaktivitat
der Zellen im fraktionierten Serum nahm mit abnehmender Durchlassigkeit der
Filter von P100 zu P5 ab.

Es war damit gezeigt, dass die Filtration des gesunden Serums dem Zellwachs-
tum Uber eine langere Kulturdauer schadet. Dies deckt sich mit den Ergebnis-
sen der Filtration anhepatischen Schweineplasmas. Die anfanglich hhere Zell-
vitalitdt durch das 10 kDa-cut-off-Filtrat war bei der Untersuchung mit gesun-
dem humanem Serum nicht erkennbar. Da keine Toxine in dem gesunden Se-
rum vorhanden waren, fehlte auch der ,Nutzen“ der Filtration. Aminosauren,
essentielle Proteine etc. wurden in Abhangigkeit der Filterdurchlassigkeit ent-
fernt (3;39). Dies erklart das schlechtere Zellwachstum in diesen Filtraten.

4.4 Auswirkungen der Serum- und Plasmafiltration au  f Zellen

Durch die hier verwendete Methode der Plasmafiltration kbnnen Toxine und
Entzindungsmediatoren aus anhepatischem Plasma eliminiert werden. Dies
geschieht, wie bereits dargelegt, in Abhangigkeit vom Molekulargewicht und der
physikalischen Eigenschaften der Molekule. Dieses Verfahren unterscheidet
sich von anderen Eliminationsverfahren wie dem MARS®- oder dem Prome-
theus®-System. Primér soll durch diese Verfahren das mit Toxinen beladene
Albumin aufgereinigt werden und Gallensauren aus dem Plasma eliminiert wer-
den (6). Entziindungsmediatoren kénnen teilweise (12), aber nicht in signifikan-
tem Mal3 durch diese Verfahren eliminiert werden (21;22;53).
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Eine Toxinelimination mittels des in dieser Arbeit verwendeten Verfahrens
reduziert die Toxizitat auf Hepatozytenkulturen. Dadurch konnte die Zellvitalitat
erhalten bleiben. Allerdings ergab sich das Problem, dass den Zellen durch eine
Filtration mit hohem molekularem Ausschluss essenzielle Aminosauren und
Proteine fur ein optimales Zellwachstum fehlten. Dies machte sich nach
langerer Kulturdauer bemerkbar. In einer Weiterfuhrung des Versuches kénnten
Aminosauren der Kultur beigegeben werden. Damit kdnnte gezeigt werden, ob
dadurch der nachteilige Effekt des niederen Cut-Offs aufzuheben ist.

Im Vergleich der unterschiedlichen Verfahren hat eine vor einen Bioreaktor ge-
schaltete MARS®-Filtration auf die Apoptoserate der Zellen keinen Einfluss (15).
Dabei muss berlcksichtigt werden, dass in einem Leberzellreaktor die Zellen
unter optimaleren Bedingungen kultiviert sind als es in der hier verwendeten
Monoschichtkultur der Fall war. Dies betrifft vor allem die Sauerstoff- und N&ahr-
stoffversorgung sowie die Anordnung der Zellen in der Kultur. Mdglicherweise
sind dadurch die Zellen in einem solchen optimierten System unempfindlicher
gegenuber toxischen Bestandteilen des anhepatischen Plasmas. Allerdings be-
steht in einem Bioreaktor ein kontinuierlicher Fluss des anhepatischen Plasmas.
Die Belastung fur die Zellen konnte dadurch wiederum grol3er sein.

Wie gezeigt werden konnte, ist die Dauer der Exposition in anhepatischem
Plasma entscheidend. Es kommt also auch darauf an, wie lange ein Leberzell-
reaktor an einen Patienten im Leberversagen eingesetzt sein wird. In der Klini-
schen Verwendung von Leberzellreaktoren betrug die Expositionsdauer der
Schweinehepatozyten zwischen 6 und 8 Stunden (22;32;47;58). Die Schadi-
gung der Zellen durch das Fehlen essenzieller Aminosauren und Proteine war
vor allem nach 24 und 48 Stunden zu beobachten. Wenn ein Leberzellreaktor
nur 6-7 Stunden mit anhepatischem Plasma perfundiert wird, kame dieser Ef-

fekt gar nicht zum Tragen.
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Zusammenfassung

Hintergrund: Fur die Entwicklung eines praxistauglichen Bioreaktors auf Basis
von kultivierten Hepatozyten zur Gberbrickenden Therapie beim akuten Leber-
versagen, ist die Funktionalitat der Zellen im anhepatischen Plasma von zentra-
ler Bedeutung. Anhepatisches Plasma enthalt freie und proteingebundene To-
xine sowie Zytokine, welche diese Hepatozytenkulturen schadigen kénnen. Da-
her wurde gepruft, ob sich diese Toxine und Zytokine, abh&angig von ihrem Mo-
lekulargewicht und ihren physikalischen Eigenschaften, durch eine Filtration mit
Plasmafiltern der Firma Gambro® aus anhepatischem Plasma entfernen lassen.
Material und Methodik: Anhepatisches, porkines Plasma wurde mit unterschied-
lichen Plasmafiltern (10, 45, 100 kDa, Fa Gambro®) fraktioniert und porkine He-
patozyten in Monoschichtkultur in diesen Plasmafraktionen kultiviert. Als Para-
meter wurden die GOT-/LDH-Aktivitat und die Zellmorphologie nach 0, 4, 24, 28
h beurteilt. Weiter wurden humane Hepatozyten in fraktioniertem (5, 10, 50, 100
kDa-Filter) gesundem, humanem Serum kultiviert und die LDH-Aktivitat nach 1,
3, 5und 7 Tagen bestimmt.

Ergebnis: Bei porkinen Hepatozyten waren zum frilhen Beobachtungszeitpunkt
(4 h) die Enzymaktivitaten im 10 kDa-Filtrat hoher als im anhepatischen Plasma
und hoher als bei den anderen Filtraten. Nach 24 und 48 h war dagegen die
Hepatozytenvitalitat in den Filtraten der 45- und 100kDa-Filter am héchsten. Im
10 kDa-Filtrat waren die Hepatozyten hinsichtlich Zellvitalitat- und Aktivitat nach
diesem Zeitraum deutlich eingeschrankt. Die Enzymaktivitat der im humanen,
fraktionierten Plasma kultivierten humanen Hepatozyten war umso geringer, je
niedriger die molekulare Ausschlussgrenze des jeweiligen Filtrats war.
Schlussfolgerung: Eine Filtration des toxischen, anhepatischen Plasmas kann
die Zellvitalitat und -aktivitat verbessern. Sowohl bei porkinen als auch bei hu-
manen Hepatozyten zeigte sich jedoch mit zunehmender Kulturdauer eine Ab-
nahme der Zellvitalitdt und -aktivitat bei den Plasmafiltern mit niedriger moleku-
larer Ausschlussgrenze. Dieser Effekt ist auf den Entzug von essenziellen Ami-

nosauren und Proteinen zurtckzufihren.
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Abktrzungsverzeichnis

ALT
ALV
AST
DMSO
EGTA
FPSA
GOT
HE
HEPES
IFN

IL

kDa
LDH
MARS
PBS
TNF-

Alaninaminotransferase

Akutes Leberversagen

Aspartataminotransferase

Dimethylsulfoxid

Ethylene Glycol-bis( -aminoethyl Ether) N,N,N‘,N‘-Tetraacetic Acid
fraktionierten Plasma Separation und Adsorption
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase

hepatische Enzephalopathie
N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N‘-(2-ethanesulfonic acid)
Interferon

Interleukin

Kilodalton

Laktatdehydrogenase

Molecular Adsorbent Recirculating System

engl.: Phosphate buffered saline
Tumor-Nekrose-Faktor
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