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1. Abstrakt 

Die Dezellularisierung ist eine Technik aus dem Bereich des Tissue Engineering, mit 

welcher durch Perfusion von Detergenzien Zellen von soliden Organen gelöst und 

entfernt werden. Die zurückbleibende Extrazellulärmatrix ist weniger immunogen und 

kann als natürliches Gerüst für die Wiederansiedelung von Zellen anderen Ursprungs 

genutzt werden. Zielsetzung dieser Arbeit war eine Verbesserung der bestehenden 

Dezellularisierungstechnik der Leber durch die Nutzung des arteriellen 

Gefäßzuganges sowie die Anwendung oszillierender Umgebungsdruck-

schwankungen. Anschließend sollten diese Extrazellulärmatrices im Rattenmodell mit 

primären Ratten-Hepatozyten rezellularisiert und deren Funktion sowie Morphologie 

über einen Zeitraum von 7 Tagen untersucht werden.  

Die arterielle Perfusion sowie die Anwendung oszillierender 

Umgebungsdruckschwankungen führte in den hier beschriebenen Versuchen zu einer 

Verbesserung der Dezellularisierungs-Technik. Rezellularisierte Ratten-Hepatozyten 

adhärierten an der Extrazellulärmatrix und bildeten clusterartige Formationen im 

Leberparenchym. 

 

1.2. Abstract in English 

The decellularization is a technique, that removes all cells from a solid organ, using 

organ perfusion with detergents. The remaining extracellular matrix is less 

immunogenic and can be used as a natural scaffold for recellularization with cells from 

a different origin. The aim of the underlying work was to improve the existing technique 

of liver-decellularization by using the hepatic artery for detergent perfusion while 

applying oscillating pressure conditions. Then, rat extracellular matrices were 

repopulated with primary rat hepatocytes to examine their function and morphology 

over a time period of about 7 days. 

In this experimental setting the perfusion via the hepatic artery and the application of 

oscillating pressure conditions led to an improvement of the existing decellularization 

technique. Recellularized primary rat hepatocytes adhered on the extracellular matrix 

and formed cell cluster formations in the liver parenchyma. 

 

2. Einführung 

Häufig ist die Transplantation einer Spender-Leber die einzige kurative Therapie für 

Patienten mit fortgeschrittenen Lebererkrankungen. Aktuell befinden sich mehr 
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Patienten auf der Leber-Empfänger-Warteliste als transplantable Organe gespendet 

und durch Eurotransplant vermittelt werden können 1. Eine Möglichkeit diesem 

Organmangel zu begegnen könnte die Schaffung von Organunterstützungsverfahren 

oder aber die Schaffung zu transplantierender Organe sein. 

Im Rahmen der Dezellularisierung von Lebergewebe – im klinischen Umfeld langfristig 

beispielsweise einer porcinen Leber – werden die Zellen eines Organs von der 

Extrazellulärmatrix (ECM) gelöst und entfernt, sodass die weniger immunogene Matrix 

als Gerüst für die Rebesiedelung (Rezellularisierung) mit Zellen anderen Ursprungs – 

z.B. humane Zellen – genutzt werden kann. Die bisher gängigste Technik zur 

Leberdezellularisierung ist die Perfusion mit Detergenzien über die Portalvene.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die arterielle mit der existierenden portalvenösen 

Perfusions-Technik zur Dezellularisierung von Ratten- sowie Schweinlebern 

verglichen. Für die Dezellularisierung wurden die Detergenzien Triton X-100 und SDS 

in einer Konzentration von 1 % verwendet. Zudem evaluierten wir die Anwendung 

oszillierender Umgebungsdruckschwankungen während der Organperfusion, mit dem 

Ziel die Mikroperfusion innerhalb des Leberparenchyms zu verbessern. 

Die verbesserte Mikroperfusion sollte eine vollständige und einheitliche 

Dezellularisierung bis in die Peripherie der Lebersegmente gewährleisten, sodass 

keine potentiell immunogen wirkenden Zellbestandteile auf der ECM zurückbleiben. 

Die dezellularisierten Ratten-Matrices wurden anschließend über den arteriellen 

Gefäßzugang mit primären Hepatozyten rebesiedelt und für bis zu 7 Tage in einem 

Bioreaktor kultiviert, wobei zu vorher definierten Zeitpunkten Gewebe und Medium-

Proben entnommen wurden und die rebesiedelten Konstrukte histologisch 

aufgearbeitet wurden. 

Die Dezellularisierung der Leber mittels arterieller Perfusion ist der portalvenösen 

Perfusion überlegen. Oszillierende Umgebungsdruckschwankungen, die 

intermittierend auf das Organ angewendet werden, können die Mikroperfusion 

verbessern. Durch eine homogene Perfusion können die Detergenzien gleichmäßiger 

Zellbestandteile lösen und die Perfusionszeit reduziert werden.  

Die dreidimensionale dezellularisierte Matrix ist aufgrund der vorhandenen Matrix-

Proteine, Fragmenten von Wachstumsfaktoren sowie des intrahepatischen 

Gefäßgerüstes und der Dreidimensionalität geeigneter zur Kultur von primären 

Hepatozyten, als die zweidimensionale Zellkultur in Zellkulturschalen. 
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Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Optimierung der Leberdezellularisierung 

durch die Nutzung des arteriellen Gefäßzuganges sowie durch die Anwendung 

oszillierender Umgebungsdruckschwankungen. 

Zudem sollte die Morphologie und Funktionalität von rebesiedelten Rattenlebern über 

die definierte Zeitspanne von 7 Tagen in einem Bioreaktor untersucht werden. 

 

3. Methodik 

3.1. Versuchsaufbau 

3.1.1 Versuchstiere 

Ratten 

Lewis Ratten wurden innerhalb der Tierexperimentellen Einheit (FEM, Charité – 

Universitätsmedizin Berlin, Deutschland) in Einhaltung der geltenden Landesgesetze 

und Regularien des Landesamtes für Gesundheit und Soziales (LaGeSo Berlin, 

Deutschland, Reg. Nr. O 365/11) gehalten und operiert. Die weiblichen Lewis Ratten 

(n=24 für die reine Dezellularisierung, weitere n=21 für die anschließende 

Rezellularisierung) wogen zwischen 200 – 300 g und dienten als Organspender für die 

Leberentnahme und anschließende Dezellularisierung. Männliche Lewis Ratten mit 

einem Gewicht von 300 – 400 g (n=21) wurden zur Organentnahme für die 

Hepatozyten-Isolation zur anschließenden Rezellularisierung genutzt 2,4. 

Das Organentnahmeprotokoll wurde durch die Tierexperimentelle Einrichtung 

festgelegt und angepasst. Die Rattenlebern wurden über einen Aortenpatch des 

Truncus coeliacus (18 G Kanüle, Braun, Melsungen, Deutschland) sowie über die 

Portalvene (24 G Kanüle, Braun, Melsungen, Deutschland) kanüliert, sodass die Leber 

mit ca.  500 ml PBS (phosphat buffer saline, eigene Herstellung) gespült werden 

konnte 2,4. 

Schweine 

Schweinelebern mit einem Gewicht von 600 – 1500 g wurden von weiblichen sowie 

männlichen Hausschweinen mit einem Lebendgewicht von 20 - 60 kg entnommen 

(n=19). Alle Tiere wurden innerhalb der Tierexperimentellen Einheit (FEM, Charité, 

Berlin, Deutschland) in Einhaltung der geltenden Landesgesetze und Regularien des 

Landesamtes für Gesundheit und Soziales (LaGeSo Berlin, Deutschland, Reg. Nr. G 

0116/14) gehalten und operiert. 

Während der Organentnahme wurde die Pfortader präpariert, inzidiert und ein 

Spülkatheter (100 % Silikon, 6,7 mm; Rüsch, Teleflex Medical GmbH, Kernen, 



 6 

Deutschland) eingelegt und fixiert. Die Pfortader wurde sofort mit 2 l heparinisierter 

Elektrolytlösung (5000 IE Einheiten Heparin, Jonosteril; Fresenius SE & Co. KGaA, 

Bad Homburg, Deutschland) perfundiert. Nach der Explantation der Leber und vor 

Beginn der Dezellularisierung wurden die die A. hepatica und der supra- sowie infra-

hepatische Teil der Vena Cava kanüliert (Portalvene, Vena Cava: Spülkatheter 100 % 

Silikon, 6.7 mm; Rüsch, Teleflex Medical GmbH; A. hepatica:  Metall-Verbinder 3.0 

mm; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany) 3. 

 

3.1.2 Perfusionskammern und Bioreaktor 

Für die Dezellularisierung der Ratten- und Schweinelebern wurde jeweils eine 

Perfusionskammer entworfen und gebaut. Für die Rezellularisierungs-Versuche im 

Rattenmodell wurde ein Bioreaktor konzipiert, dessen Herzstück ebenfalls eine 

Perfusionskammer war. Diese Perfusionskammern waren flüssigkeitsdicht und 

enthielten multiple Gefäßanschlüssen, sodass eine selektive und simultane Perfusion 

über verschiedene Gefäße (z. B. die A. hepatica und die Pfortader) möglich war. 

Zusätzlich verfügten die Kammern über Anschlüsse, über die oszillierende 

Schwankungen des Umgebungsdruckes auf die perfundierten Lebern ausgeübt 

werden konnten, um die intraabdominellen Verhältnisse während der Atmung zu 

imitieren und so die Perfusion im Organ zu optimieren (siehe 2,3,4).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

 

3.2 Dezellularisierung  

Rattenmodell 

Nach Befestigung der explantierten und kanülierten Leber in der Perfusionskammer, 

an den arteriellen sowie portalvenösen Gefäßanschlüssen, begann die fluss-

gesteuerte Organperfusion:   

Es wurden insgesamt 4 experimentelle Gruppen untersucht (je n=6) 4:  

-  arterielle Perfusion mit Ausübung oszillierender 

Umgebungsdruckschwankungen (A+P) 

- arterielle Perfusion ohne die Ausübung oszillierender 

Umgebungsdruckschwankungen (A-P) 

-   portalvenöse Perfusion mit Ausübung oszillierender 

Umgebungsdruckruckschwankungen (P+V) 
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-  portalvenöse Perfusion ohne die Ausübung oszillierender 

Umgebungsdruckschwankungen (P-V) 

Gruppe PV-P PV+P A-P A+P 

Perfusionsweg Pfortader Pfortader A. hepatica A. hepatica 

1. Triton X-100 1 % 90 min 90 min 90 min  90 min 

2. SDS 1 % 90 min 90 min 90 min 90 min 

Anwendung osz 

Umgebungsdruckschw. 

nein ja nein  ja 

 

Schweinemodell 

Die explantierten Schweinelebern wurden mithilfe einer modifizierten Herz-Lungen-

Maschine (SIII; Sorin Group, Milan, Italien) in einer proprietär entwickelten 

Perfusionskammer über die arteriellen sowie portalvenösen Gefäßanschlüsse 

perfundiert:  

Es wurden zwei experimentelle Gruppen untersucht (je n=6) 3:  

-  druckgesteuerte arterielle und portalvenöse Perfusion mit Ausübung oszillierender 

Umgebungsdruckschwankungen (P+) 

- druckgesteuerte arterielle und portalvenöse Perfusion ohne die Ausübung 

oszillierender Umgebungsdruckschwankungen (P-) 

Gruppe P- P+ 

Perfusion portalven. + art. Perf. portalven. + art. Perf. 

1. Triton x-100 1 % 180 min * 180 min * 

2. SDS 1 % 180 min * 180 min * 

Anwendung osz. 

Umgebungsdruckschw. 

nein  ja 

* Nach jeweils 90 min wurde die Leber manuell um 180 ° gedreht und die Perfusion 

anschließend fortgesetzt. 

 

3.3 Zellisolation im Rattenmodell 

Die Isolation primärer Ratten-Hepatozyten erfolgte streng nach einem bereits 

publizierten Protokoll 5. Danach wurden die isolierten Ratten-Hepatozyten mit einem 
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Percoll-Gradienten aufgereinigt (Easycoll Separating Solution; Biochrom GmbH) und 

erreichten eine reproduzierbare Viabilität von mindestens 80 % 2. 

 

3.4 Statische Zellkultur im Rattenmodell  

Nach erfolgreicher Zellisolation wurden primäre Ratten-Hepatozyten in einer 

statischen Zellkultur (37° C, 95 % O2, 5 % CO2), in 6-Well-Platten (Falcon Tissue 

Culture Plates; Corning Inc, New York, NY, USA) mit jeweils 1 Mio. viablen 

Hepatozyten und 3 ml DMEM (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA) kultiviert. Aus dem Medium wurden – analog zu den Versuchen im Bioreaktor – 

nach 1 h, 6 h, 12 h, 1 d, 2 d, 3 d, 4 d, 5 d, 6 d und 7 d Proben entnommen und 

asserviert. Ein vollständiger Mediumwechsel erfolgte nach jeweils 24 h 2. 

 

3.5 Rezellularisierung im Rattenmodell 

Der zuvor sterilisierte Bioreaktor befand sich während der Rezellularisierung und der 

anschließenden Kultivierung in einem Brutschrank bei 37 °C. Vor der ersten 

Hepatozyten-Infusion begann die Leberperfusion mit oxygeniertem (95 % O2, 5 % CO2) 

DMEM bei 37 °C über die Portalvene, sodass sich die Matrix ausreichend entfalten 

konnte. Die zuvor isolierten Ratten-Hepatozyten wurden in einer Multistep-Technik 

über die A. hepatica infundiert (150 Mio. viable Hepatozyten / 40 ml DMEM). Die 

Zellgabe erfolgte kontrolliert über ein Perfusionssystem (Braun, Melsungen, 

Deutschland) mit einer Laufrate von 1 ml/min über eine Zeitspanne von 10 min. 

Anschließend stoppte die Perfusion für 10 min, um die Zelladhärenz zu unterstützen. 

Während der Zellgabe erfolgte parallel die Organperfusion über die Portalvene mit 2 

ml/min. Diese Schritte wurden wiederholt bis insgesamt 150 Mio. Zellen infundiert 

waren. Nach einer weiteren 30-minütigen Ruhephase wurde die A. hepatica ligiert und 

die Organperfusion über die Pfortader mit 5 ml/min gestartet. Das Medium wurde 24 h 

über den Antrieb einer Rollerpumpe über einen Oxygenator und eine Blasenfalle 

rezirkuliert. Ein Mediumwechsel erfolgte täglich nach jeweils 24 h. Die rezellularisierten 

Leber wurden für bis zu 7 d perfundiert. Die Entnahme von Medium- und Gewebe-

Proben aus dem Bioreaktor erfolgte nach den zuvor festgelegten Zeitpunkten (1 h, 6 

h, 12 h, 1 d, 2 d, 3 d, 4 d, 5 d, 6 d, 7 d) 2. 
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3.6. Probenanalyse 

3.6.1 Asservieren der Gewebeproben im Ratten- und im Schweinemodell 

Für die histologische Analyse wurden sämtliche Proben in Formalin (4 %) für 

mindestens 24 h konserviert und anschließend in Paraffin eingebettet. Von den 

Paraffin-Blöcken wurden mittels Mikrotom 5 μm dicke Schnitte angefertigt. Weitere 

Gewebeproben dezellularisierter Lebern wurden homogenisiert in PBS (Ultra-Turax 

T25; IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) aliquotiert und 

gefriergetrocknet 2, 3, 4. 

 

3.6.2 Histologische Analyse 

Dezellularisierung im Ratten- sowie Schweinemodell 

Hämatoxylin und Eosin (H&E, AppliChem, Darmstadt, Deutschland) gefärbte 

histologische Schnitte wurden verblindet durch eine erfahrene Oberärztin der Klinik für 

Pathologie (Charité Campus Mitte, Berlin, Deutschland) befundet. Dazu wurde der 

prozentuale Anteil des dezellularisierten Gewebes im histologischem Schnitt 

bestimmt. Weiterhin wurden Sirius Red (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, MO, USA), 

Alcian Blue/PAS (Morphisto, Frankfurt am Main, Deutschland) sowie Van Gieson 

(Morphisto GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) Färbungen nach 

Standardprotokoll angefertigt. Immunhistochemische Färbungen von Collagen IV, 

Laminin und Fibronectin wurden ebenfalls nach Standardprotokoll durchgeführt 

(Abcam Cambridge, Großbritannien) 3,4. 

 

Rezellularisierung im Rattenmodell 

Es wurden zunächst ebenfalls die o.g. Färbungen durchgeführt. Zusätzlich wurde ein 

TUNEL Assay (TdT-mediated-dUTP-biotin-nick-end -labelling; R&D systems, 

Minneapolis, MN, USA) durchgeführt zur Visualisierung von apoptotischen 

Hepatozyten. Eine PCNA (proliferating cell nuclear antigen; Dako, Glostrup, Denmark) 

Färbung diente dem Nachweis der Zellreplikation. Diese Färbungen erfolgten 

ebenfalls nach Standardprotokoll 2. 

 

3.6.3 Biochemische Analyse  

Dezellularisierung im Rattenmodell  
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In gefriergetrockneten Gewebeproben wurde die Quantität residualer DNA bestimmt 

(QiAmp DNA FFPE tissue kit, Qiagen, Hilden, Deutschland; Nanodrop ND-1000, Peq-

Lab, Biotechnologie, Erlangen Germany). Zudem wurden dezellularisierte Proben 

mittels Papain-Assay (Papain, Farndale et al., 1986) verdaut und der 

Glykosaminoglykan-Gehalt photometrisch (FLUOSTAR, Optima, BMG Labtech, 

Ortenberg Deutschland) gemessen. Der HGF-Gehalt (hepatocyte growth factor) der 

Matrix wurde mittels HGF-ELISA bestimmt (Ref.-No. K2002-1, B-Bridge International, 

Inc., Cupertino, CA, USA; Biomol; FLUOSTAR Optima, BMG Labtech, Ortenberg, 

Deutschland) 4. 

 

Dezellularisierung im Schweinemodell  

Zusätzlich zu den o. g. Methoden wurde mittels Collagen Assay (Quickzyme 

Biosciences, Leiden, Niederlande) im Schweinemodell der Kollagen-Gehalt der ECM 

nach Dezellularisierung bestimmt 3. 

 

3.6.4 Mediumanalyse der Rezellularisierung im Rattenmodell 

Die Mediumproben wurden mittels Blutgasanalysegerät (ABL800 FL; Radiometer 

GmbH, Willich, Deutschland) untersucht und hinsichtlich des aktuellen Glukose-, 

Kalium- und pH-Wertes analysiert. Weiterhin wurden photometrisch die 

Transaminasen (AST, ALT) sowie die Laktatdehydrogenase (LDH, Flui Kit Analyticon, 

Lichtenfels, Deutschland; FLUOSTAR, Optima, BMG Labtech, Ortenberg 

Deutschland) als Parameter für Zellschäden bestimmt. Ratten-Albumin wurde mittels 

ELISA und anschließender Photometrie gemessen (Biomol; FLUOSTAR Optima, 

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland) 2. 

 

3.6.5 Statistische Analyse  

Die statistische Analyse erfolgte mit Prism 6.0b für Mac OSX (GraphPadSoftware, Inc., 

La Jolla, CA, USA) 2,3,4.  

 

Dezellularisierung 

Die erhobenen Daten wurden als Mittelwerte ± Standartabweichung des Mittelwertes 

aufgeführt. Graphisch wurden die Daten als Box und Whisker Plots dargestellt. 

Aufgrund der begrenzten experimentellen Fallzahl (je n=6) wurden die Gruppen mittels 
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parameterfreien Kruskal-Wallis Test verglichen, gefolgt vom Dunn’s Test. Gemessene 

Differenzen wurden ab einem p < 0,05 als signifikant gewertet 3,4.  

 

Rezellularisierung 

Die erhobenen Daten wurden beschrieben als Mittelwerte ± Standardabweichung bzw. 

als Standardfehler. Zur Testung der Standard-Normalverteilung wurde ein D’Agostino-

Pearson Omnibus Test durchgeführt. Eine zweifache Varianzanalyse (two-way 

ANOVA) wurde durchgeführt um zu untersuchen, ob die beiden unabhängigen 

Variablen „experimentelle Gruppe“ und „Zeitpunkt“ den Verlauf der Produktion von 

Leberenzymen sowie des Albumins beeinflussten. Auf die zweifache Varianzanalyse 

folgten vergleichende „post hoc“ Tests, mit welchen verschiedenen Zeitpunkten 

innerhalb einer experimentellen Gruppe (Turkey) oder verschiedene Gruppen an 

spezifischen Zeitpunkten (Sidak) verglichen werden sollten. Als signifikant wurden 

Differenzen mit p > 0,05 angesehen 2. 

 

4. Ergebnisse 

4.1. Makroskopische Beobachtungen 

Dezellularisierung im Rattenmodell 

Nach Beginn der Perfusion mit Triton X-100 1 % färbten sich die Rattenlebern 

zunächst weiß und anschließend von zentral nach peripher transparent. Die 

Fortsetzung des Perfusionsprotokolles mit SDS 1 % führte zu einem allmählichen 

Lösen der Zellen von der ECM, sodass diese nahezu vollständig transparent wurde. 

Die Dezellularisierung über die Portalvene führte zu einem inhomogenen Ergebnis und 

es blieben Inseln mit residualen Zellen zurück, die als bräunliche oder weiße 

punktförmige Areale sichtbar wurden. Die Dezellularisierung über die A. hepatica 

führte zu einer gleichmäßigen Entfärbung, sodass makroskopisch keine 

Zellrückstände sichtbar waren. Die zusätzliche Anwendung oszillierender 

Umgebungsdruckschwankungen beschleunigte eine homogene Perfusion zusätzlich 

4. 

Dezellularisierung im Schweinemodell 

Unmittelbar nach Beginn der Perfusion mit Triton-X 100 1 % begann sich die 

Schweineleber zügig zu entfärben. Am Ende der Perfusion mit Triton-X 100 zeigten 

sich die Lebern weißlich, wenngleich nicht transparent. Die Fortsetzung der Perfusion 

der Organe mit SDS 1 % führte zu einer nahezu vollständigen Entfärbung. Nach 
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manueller Drehung des Organs (siehe Protokoll) kam es jeweils zu einer Zunahme der 

Viskosität des Perfusates. Eine makroskopisch homogenere Entfärbung der Leber 

konnte mit der Ausübung oszillierender Druckschwankungen erzielt werden 3. 

 

Rezellularisierung im Rattenmodell 

Hepatozyten, die in die anfangs noch transparente ECM infundiert wurden, verteilten 

sich über alle Leberlappen und waren sehr gut makroskopisch sichtbar. Während des 

primären Hepatozyten-Infusionsschrittes verblieben die Zellen im ehemaligen 

Gefäßsystem. In den darauffolgenden zweiten und dritten Infusionsschritten bildeten 

sich punktförmige bräunliche Zellanreicherungen im Parenchym, zunächst in den 

kleinen Leberlappen nahe der Insertion der A. hepatica. Im vierten und letzten 

Infusionsschritt konnten Hepatozyten auch in den peripheren Leberlappen beobachtet 

werden. Diese Anordnung der Zellen geschah vor allem um Gefäßstrukturen und 

konnte bis zum Abschluss der Perfusion über einen Zeitraum von maximal 7 Tagen 

makroskopisch beobachtet werden 2.  

 

4.2. Auswertung der Histologie 

Dezellularisierung im Rattenmodell 

Die histopathologische Auswertung durch das Institut für Pathologie, Charité Campus 

Mitte, ergab keine mikroskopisch sichtbaren Zell-Residuen in den arteriell 

dezellularisierten Ratten-Lebern, ungeachtet ob mit oder ohne Anwendung 

oszillierender Umgebungsdruckschwankungen, d.h. der ermittelte Anteil 

dezellularisierten Gewebes lag hier bei 100 %. Die portalvenös perfundierten Ratten-

Lebern enthielten Zellrückstände bzw. Anteile von Zell-Detritus. In den portalvenös 

dezellularisierten Lebern mit Anwendung oszillierender 

Umgebungsdruckschwankungen lag der Anteil des vollständig dezellularisierten 

Gewebes, je nach bewerteten Schnitt, bei 40-90 % (durchschnittlich 80 %). Ohne die 

Anwendung oszillierender Umgebungsdruckschwankungen lag der prozentuale Anteil 

des dezellularisierten Gewebes bei 50-90 % (durchschnittlich 60 %). Kollagen IV sowie 

Laminin konnte unabhängig der experimentellen Gruppe in allen bewerteten Schnitten 

nachgewiesen werden, wobei es einen vermehrten Nachweis um Zellresiduen 

portalvenös perfundierter Lebern gab 4. 
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Abb. 1. H&E Färbung dezellularisierter Ratten-ECM: portalven. ohne Umgebungsdruckschw. (PV-P), portalven. mit 

Umgebungsdruckschw. (PV+P), arteriell ohne Umgebungsdruckschw. (A-P), arteriell mit Umgebungsdruckschw. 

(A+P) 

Dezellularisierung im Schweinemodell 

Mittels H&E Färbung konnte die ECM nach Dezellularisierung strukturell verbunden 

nachgewiesen werden, dies in beiden experimentellen Gruppen. Ohne die Anwendung 

der oszillierenden Umgebungsdrücke zeigte sich die ECM in der H&E sowie in der Van 

Gieson Färbung in ihrer Struktur aufgelockert und es konnten Zellrückstände sowie 

Zelldetritus auf der ECM nachgewiesen werden. In der Gruppe mit Anwendung 

oszillierender Umgebungsdrücke wurden keine Zellrückstände beobachtet und die 

ECM war strukturell unversehrter. Kollagen konnte in beiden Gruppen quantitativ 

einheitlich mittels Sirius Red sowie in der immunhistochemischen Färbung 

nachgewiesen werden. Laminin und Fibronectin wurden ebenfalls konstant in beiden 

Versuchs-Gruppen immunhistochemisch nachgewiesen. Mit Anwendung 

oszillierender Umgebungsdrücke waren die Laminin- sowie Fibronectin-Verteilungen 

vergleichbar mit Schnitten nativer Schweinelebern. Die Alcian-Blue-Färbung wies 

Glykosaminoglykane in beiden Gruppen ohne signifikanten Unterschiede nach 3. 

 

Abb. 2. H&E Färbung einer nativen (Native) Schweineleber, einer dez. Schweineleber ohne (-P) und 

mit (+P) Anwendung oszillierender Umgebungsdruckschwankungen 

 

Rezellularisierung im Rattenmodell 

Die H&E Färbung bestätigte mikroskopisch die Cluster-artige Anordnung der 

Hepatozyten um das Gefäßsystem sowie im darum liegenden Parenchym. Teile der 

rezellularisierten Lebern zeigten sich nach abgeschlossener Hepatozyten-Infusion 

-P -P 
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zell-leer. Zell-Cluster-Formationen konnten hauptsächlich um die Gefäßäste herum 

beobachtet werden. Während sich die viablen Zellen zu Beginn der Rebesiedelung 

mehrheitlich noch im Gefäßsystem befanden, konnten nach > 24 h vermehrt viable 

Hepatozyten-Cluster im umliegenden Parenchym nachgewiesen werden. Ein TUNEL-

Assay wurde zum Nachweis von apoptotischen Zellen durchgeführt. Dieser zeigte eine 

Zunahme der TUNEL-positiven Zellen zu späteren Zeitpunkten. Trotzdem konnten 

auch 7 Tage nach Beginn der Perfusion im Bioreaktor große Anteile TUNEL negativer 

Zellen nachgewiesen werden. Leberzellverbände, die sich in Clustern um die 

Gefäßäste gebildet hatten, zeigten nur in den Randzonen einen Saum aus 

apoptotischen Zellen. Solitäre oder im Gefäßsystem adhärierte Zellen waren zum 

Ende des Versuches, nach 7 Tagen, nahezu zu 100 % apoptotisch. Eine PCNA-

Färbung wurde zur Darstellung der Zellreplikation durchgeführt. Es konnten zu allen 

Versuchszeitpunkten PCNA-positive Zellen nachgewiesen werden. Hepatozyten in 

Zell-Clustern waren vermehrt PCNA positiv. Die immunhistochemischen Färbungen 

der ECM-Proteine Kollagen IV, Fibronectin und Laminin zeigten eine ähnliche 

Intensität bei den dezellularisierten sowie bei den rezellularisierten Rattenlebern. Die 

spezifische Färbung für Glykosaminoglykane (Alcian Blue) sowie die Sirius Red 

Färbung zeigten ebenfalls ein konstantes Bild der dezellularisierten gegenüber den 

rezellularisierten Rattenlebern 2.  

 

Abb. 3. H&E ECM 1 h nach Rezelluarisierung 2       Abb. 4. H&E ECM 24 h nach Rezellularisierung 2 

 

 

4.3 Biochemische Analysen 

 Dezellularisierung im Rattenmodell 

Nach Dezellularisierung sank der DNA-Gehalt der ECM im Vergleich mit Proben 

nativer Lebern (nativ vs. PV-P p=0,2408; nativ vs. PV+P p=0,0152; nativ vs. A-P 

p=0,0735; nativ vs. A+P, p<0,0001). Es zeigten sich quantitativ weniger DNA- 

Rückstände bei Lebern, auf die oszillierende Umgebungsdruckschwankungen 
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ausgeübt wurden, als bei Lebern die ohne oszillierende 

Umgebungsdruckschwankungen dezellularisiert wurden (PV-P: 3439 ± 1648 ng/mg; 

PV+P: 1576 ± 379  ng/mg; A-P: 2504 ± 1685 ng/mg; A+P: 723 ± 119 ng/mg). Die 

arterielle Perfusion mit Anwendung oszillierender Umgebungsdruckschwankungen 

zeigte die geringsten DNA-Rückstände 4.  

Der GAG-Gehalt dezellularisierter Lebern war ebenfalls geringer als in Proben aus  

nativen Rattenlebern (nativ: 83,48 ± 26,61 mg/g; PV-P: 7,97 ± 3,00 mg/g; PV+P: 8,26 

± 7,95 mg/g; A-P: 1,85 ± 1,54 mg/g; A+P: 15,27 ± 4,52 mg/g). Ein vergleichsweise 

erhöhter Gehalt an GAG wurde in der Gruppe mit arterieller Perfusion und unter 

Ausübung oszillierender Umgebungsdruckschwankungen gemessen. Dabei konnte 

ein signifikanter Unterschied zwischen der arteriellen Perfusion mit oszillierenden 

Umgebungsdruckschwankungen gegenüber der arteriellen Perfusion ohne 

Anwendung der oszillierenden Druckschwankungen beobachtet werden (A-P vs. A+P, 

p=0,0229). Der HGF-Gehalt der dezellularisierten ECM war – berechnet auf das 

Trockengewicht – höher als bei Proben nativer Lebern (PV-P: 2,30 ± 1,03 pg/g; PV+P: 

2,43 ± 1,01 pg/g; A-P: 1,24 ± 1,04 pg/g; A+P: 1,63 ± 0,70 pg/g; nativ: 0,41 ± 0,24 pg/g). 

Ein signifikanter Unterschied des HGF-Gehaltes konnte beim Vergleich zwischen 

nativen Rattenlebern und portalvenös dezellularisierten ECM nachgewiesen werden 

(PV-P vs. nativ: p= 0,0090; PV+P. vs. nativ: p = 0,0043) 4.  

Dezellularisierung im Schweinemodell 

Proben dezellularisierter Schweinelebern zeigten einen niedrigeren DNA-Gehalt der 

ECM als Proben nativer Schweinelebern (nativ: 4774 ± 3354 ng/mg; P-: 659 ± 744,7 

ng/mg; P+: 400,9 ± 587,8 ng/mg). Lebern die zusätzlich oszillierenden 

Umgebungsdruckschwankungen ausgesetzt waren zeigten die geringste Menge an 

residualer DNA (nativ vs. P+, p< 0,0001). Der auf das Trockengewicht bezogene 

Kollagenanteil der dezellularisierten Lebern erhöhte sich in allen experimentellen 

Gruppen (nativ: 2,92 ± 0,40 µg/mg; P-: 35,44 ± 25,35 µg/mg; P+: 52,19 ± 11,18 µg/mg). 

Signifikante Unterschiede ergaben sich im Vergleich nativer gegenüber jenen 

dezellularisierten Lebern, die zusätzlich oszillierenden Druckschwankungen 

ausgesetzt waren (nativ vs. P+, p=0,0193) 3.  

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied des GAG-Gehaltes (nativ: 7,39 ± 2,33 

µg/mg; P-: 5,62 ± 0,65 µg/mg; P+: 5,49 ± 0,39 µg/mg). Insgesamt sank der GAG-
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Gehalt leicht nach Dezellularisierung gegenüber nativer Schweinelebern 3.  

Mediumanalyse nach Rezellularisierung im Rattenmodell 

Zu Beginn der Kultur der rezellularisierten Rattenlebern im Bioreaktor sowie der 

Rattenhepatozyten in der statischen Zellkultur zeigte sich ein deutlicher Anstieg der 

Transaminasen (AST, ALT) und der LDH. Die AST erreichte nach 1 h 

(Rezellularisierung: 23,75 ± 5,85 U/l) sowie 1 d (statische Zellkultur: 26,97 ± 3,35 U/l) 

das höchste Niveau. Nach Überwinden dieser Höchstwerte fiel die AST kontinuierlich 

bis zu einem Erreichen des jeweils niedrigsten Wertes nach 5 d (Rezellularisierung: 

3,85 ± 1,89 U/l) und 2 d (statische Zellkultur: 2,44 ± 1,24 U/l). Die AST war im Perfusat 

des Bioreaktors – verglichen mit den Werten nach 2 d (p=0,0079) und 3 d (p=0,0210) 

– nach 1 h signifikant erhöht.                                                   

Die ALT zeigte mit einem maximalen Anstieg der Werte nach 1 h (Rezellularisierung 

20,64 ± 3,52 U/l) sowie nach 6 h (Statische Zellkultur: 14,58 ± 0,29 U/l) und einem 

Minimum nach 7 d (Rezellularisierung: 1,91 ± 0,98 U/l) sowie 6 d (statische Zellkultur: 

4,92 ± 1,21 U/l) eine ähnliche Dynamik. Die ALT im Medium des Bioreaktors war – 

verglichen mit den Werten nach 2 d (p=0,005) und 3 d (p=0,0033) und 5d (p=0,0054) 

und 7 d (p=0,0421) – nach 1 h signifikant erhöht ( Abb. 5) 2.    

Die LDH zeigte ein ähnliches Bild: nach 6 h (Rezellularisierung: 54,61 ± 30,57 U/l) bzw. 

1 h (Statische Zellkultur: 39,81 ± 16,7 U/l) wurden Höchstwerte gemessen. 

Anschließend fiel die LDH in beiden Kulturen kontinuierlich ab. Die LDH war im 

Perfusat des Bioreaktors – verglichen mit den Werten nach 3 d (p=0,0153), 4 d 

(p=0,0074), 5 d (p=0,0051) sowie 6 d (p= 0,0431) – nach 1 h signifikant erhöht. Nach 

1 d war die LDH gegenüber 5 d signifkant erhöht (p=0,0384) ( Abb. 5) 2.                     

Die Analyse des Albumin-Gehalts im Perfusat des Bioreaktors ergab einen Höchstwert 

nach 1 d (Rezellularisierung: 22966 ± 4361 ng/ml). Nach diesem Peak fielen die Werte 

kontinuierlich bis zum Erreichen des Minimums nach 7 d (Rezellularisierung: 3934± 

1501 ng/ml). Der Albumin-Gehalt im Perfusat war nach 1 d im Vergleich zu Analysen 

nach 6 d (p= 0,0321) und 7 d (p= 0,0176) Perfusion signifikant erhöht. Im Vergleich 

dazu zeigte sich der niedrigste Wert in der statischen Zellkultur nach 6 h (2390 ± 375,1 

ng/ml) sowie der höchste Wert nach 4 d (14335 ± 2512 ng/ml) 2. Nach 1 d war der 

Albumin-Gehalt des Mediums im Bioreaktor signifikant erhöht gegenüber 1 d der 

statischen Kultur (p=0,0088,  Abb. 5) 2. 
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Abb. 5: Analyse der intrazellulären Enzyme Aspartataminotransferase (AST), Alaninaminotransferase 

(ALT), Laktatdehydrogenase (LDH) sowie Albumin in den entnommenen Mediumproben in Bioreaktor 

(Rez. ECM) sowie statischer 2-D Kultur 2.  

Der Glukose-Gehalt des durch den Bioreaktor perfundierten Mediums zeigte sich 

während des gesamten Versuchs konstant (Nativprobe: 106 ± 5,74 ng/ml; 7 d: 105 ± 

2,83 ng/ml). Nach erfolgter Rebesiedelung stieg der pH-Wert an (Nativ: 7,59 ± 0,13; 7 

d: 7,70 ± 0,06). Der Kalium-Gehalt des Perfusats war zwischen den Zeitpunkten 1 h 

(5,53 ± 0,09 mmol/l) und 12 h (5,7 ± 0,17 mmol/l) konstant. Danach stieg der Wert bis 

zu einem Plateau von 4 d (6,1 ± 0,07mmol/l) bis 7 d (6,1 ± 0,01 mmol/l) an 2. 

5. Diskussion 

Die bis dato in Publikationen erwähnte Standard für die Dezellularisierung von Lebern 

war die Perfusion über die Portalvene mit enzymatischen Lösungen oder Detergenzien 

über deutlich variierende Zeitspannen und Flussraten 6-9. Die Perfusion mit 

Detergenzien via A. hepatica wurde mit dieser Arbeit erstmals beschrieben. Wir 

etablierten ein arterielles Dezellularisierungsprotokoll und verglichen die Perfusion von 

Ratten-Lebern über den portalvenösen sowie den arteriellen Gefäßzugang unter der 

AST ALT 

LDH Albumin 

Stunden Stunden 
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Rez. ECM 
2-D Kultur 
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Anwendung oszillierender Umgebungsdruckschwankungen. Dabei konnten wir eine 

homogenere Perfusion der Ratten-Lebern über die A. hepatica zeigen 4. 

Die arterielle Dezellularisierung benötigte eine kürzere Perfusionszeit – 

makroskopisch kam es zu einer gleichmäßigeren und schnelleren Entfärbung der 

Ratten-Lebern. Die portalvenös perfundierten Lebern wurden im Vergleich deutlich 

langsamer von den Zellen befreit: sie waren nach Abschluss des Dezellularisierungs-

vorgangs in der Peripherie makroskopisch nicht vollständig transparent und zeigten 

zudem in der histologischen Untersuchung Zellresiduen 4.  Die vollständige 

Dezellularisierung der portalvenös perfundierten Lebern konnte mit einer 

Verlängerung der Perfusionszeit oder mit einer Erhöhung der Perfusionsrate erreicht 

werden.  Durch diese Maßnahmen und somit durch Erhöhung des Perfusionsdruckes 

kommt es in bereits dezellularisierten Arealen zu einer verlängerten Exposition der 

ECM gegenüber den Detergenzien. Dies kann zum Auswaschen der Matrix-Proteine 

10 führen und hat potenziell negative Auswirkung auf eine spätere Repopularisierung 

der ECM. Die Gleichmäßigkeit der Perfusion steht in direktem Bezug zum Ausmaß 

des Erhalts der Matrix-Proteinstruktur. So zeigten die arteriell perfundierten ECM keine 

Zellrückstände und im Vergleich weniger DNA/mg ECM, hatten jedoch einen 

quantitativ höheren Anteil GAG/g ECM und HGF/g ECM 4. 

Die Anwendung oszillierender Umgebungsdruckschwankungen unterstützte die 

Homogenität der Organperfusion zusätzlich. Neuhaus et. al. 13, entwickelte eine 

Organ-Perfusions-Kammer, mit welcher simultan zur Organperfusion oszillierende 

Umgebungsdruckschwankungen auf porcine Lebern ausgeübt werden konnten. Die 

oszillierenden Umgebungsdruckschwankungen sollten dabei die intraabdominellen 

Gegebenheiten während der Atmung imitieren: in vivo führt die Atemmechanik mit 

intermittierenden Kontraktionen des Zwerchfelles während der Inspiration sowie 

Entspannung während der Exspiration zu ganz natürlichen intraabdominalen 

oszillierenden Umgebungsdruckschwankungen, die auf die Leber einwirken. 

Die von uns durchgeführten druckgesteuerten Dezellularisierungen von 

Schweinelebern nutzten eine modifizierte „Neuhaus-Perfusionskammer“. Hierbei 

zeigte sich eine wesentlich gleichmäßigere Perfusion der Schweinelebern unter der 

Anwendung oszillierender Umgebungsdruckschwankungen 3. Zudem ergab die 

histologische Auswertung weniger DNA-Rückstände im Verhältnis zur ECM-Masse. 

Schweinelebern, die lediglich druckgesteuert perfundiert wurden, wiesen dagegen 

eine zerklüftete ECM mit Zell- sowie DNA-Rückständen auf 3.  
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Tatsächlich ist der Erfolg einer Dezellularisierung in der Literatur nicht einheitlich 

definiert: Es werden Kriterien herangezogen, die sich hauptsächlich auf die 

Abwesenheit der Zellen bzw. von DNA-Rückständen beziehen, da diese bei einer 

Implantation des dezellularisierten Grafts potentiell immunogen wirken könnten. Crapo 

et al. empfehlen den visuellen indirekten Nachweis durch die Färbung dezellularisierter 

Schnitte mit H&E oder DAPI. Zusätzlich sollte bei einer erfolgreichen 

Dezellularisierung die residuale dsDNA < 50 ng/mg Trockengewicht des Gewebes 

nicht übersteigen und die Fragmente nicht länger als 200 Basenpaare sein 8,9.  Eine 

allgemein akzeptierte Definition für die Unversehrtheit der ECM nach 

Dezellularisierung existiert aktuell nicht. Fest steht jedoch, dass eine 

Dezellularisierung durch die Perfusion mit Detergenzien immer eine ECM-Schädigung 

bedingt. So beschrieben bereits Badylack et al., dass die Anwendung von Triton X-

100 stets eine Schädigung der Glykosaminoglykane zur Folge hat 14. Dieser Effekt 

zeigte sich auch in unseren Versuchen: der GAG-Gehalt nach Dezellularisierung war 

im Vergleich mit nativen Lebern deutlich geringer 3, 4. Es gilt daher, die Methode 

dahingehend anzupassen, dass die Schädigung der ECM möglichst geringgehalten 

wird. Das in unserem Versuchsaufbau effizienteste und im Hinblick auf den Erhalt 

bestimmter ECM-Proteine zugleich schonendste Dezellularisierungs-Protokoll 

basierte auf arterieller Perfusion unter Anwendung oszillierender 

Umgebungsdruckschwankungen 3,4. Die durch die arterielle Perfusion 

dezellularisierten Rattenlebern wurden in weiterführenden Repopularisierungs-

Versuchen mit primären Hepatozyten der Ratte rezellularisiert. Die Applikation der 

Hepatozytensuspension über die A. hepatica geschah in vier Teilschritten mit o. g. 

Unterbrechungen der Perfusion 2, wie u. a. von Soto-Gutiérrez et al. beschrieben 9. In 

der Literatur variieren die Methoden der Rezellularisierung, was sich durch ebenfalls 

variierende Dezellularisierung-Protokolle und Versuchstier-Modelle bedingt. In 

unseren Rezellularisierungsversuchen waren in histologischen Schnitten die 

Hepatozyten zunächst im Gefäßsystem nachweisbar. Nach etwa 24h konnten 

Hepatozyten vermehrt im Parenchym-Kompartiment, also außerhalb der 

dezellularisierten Gefäßstrukturen in clusterartigen Formationen beobachtet werden. 

Dabei ordneten sich Hepatozyten oft um einen zentral liegenden Ast des Gefäß-

Gerüstes, über welchen die Hepatozyten in der sich anschließenden Perfusion mit 

Sauerstoff angereichertem Medium versorgt werden konnten 2. Diese Ergebnisse 

decken sich mit anderen Publikationen 10-12. Es erscheint hierbei unwahrscheinlich, 
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dass die Hepatozyten ausschließlich durch den Perfusionsdruck durch ECM-Lücken 

gepresst wurden, da sie über die Arterie infundiert wurden, die kontinuierliche Medium-

Perfusion jedoch über die Portalvene erfolgte 2.  

Nach Beginn der Kulturphase und Perfusion mit Medium im Bioreaktor stiegen die 

Transaminasen sowie die LDH initial an und erreichten ihren Peak nach 1 – 12 h 2.  

Ursächlich hierfür war wahrscheinlich ein Untergang von Hepatozyten, die nicht an der 

ECM adhärierten oder durch Scherstress geschädigt wurden. Zusätzlich waren Zellen, 

die nicht unmittelbar an das Medium führende Gefäßsystem Anschluss gefunden 

hatten, stärker von Apoptose betroffen und trugen vermutlich ebenfalls zu dem 

Transaminasen-Peak bei 2. Diese Beobachtungen deckten sich mit denen von 

Robertson et al. 10, welche ähnliche Beobachtungen nach Beginn der Kultur im 

Perfusionsbioreaktor beschrieben. Nach abgeschlossenem Zell-Engraftment, sanken 

die Transaminasen und die LDH kontinuierlich. Vergleichbar verhielten sich auch die 

AST, ALT sowie LDH in der statischen zweidimensionalen Zellkultur 2. Auch hier war 

eine mangelnde Adhärenz der Zellen und Scherkräfte während des 

Besiedelungsprozesses ursächlich. 

Interessanterweise stieg der Gehalt an Ratten-Albumin in den Mediumproben des 

Bioreaktors und erreichte seinen Peak nach 24 h. Nach diesem Anstieg sank die 

Albumin-Konzentration bis zur Beendigung des Versuches nach 7 Tagen kontinuierlich 

2. Die Ursache hierfür ist wahrscheinlich die gesteigerte Produktion von Albumin nach 

abgeschlossenem Zellengraftment, nach etwa 24 h, und die in der Histologie 

nachgewiesenen (TUNEL-Assay) leicht abnehmende Menge viabler Hepatozyten über 

den Zeitraum der Perfusion 2. Hepatozyten in der zweidimensionalen Kultur erreichten 

ihren Albumin-Höchstwert erst nach 2 Tagen und produzierten – verglichen mit den 

Zellen im Bioreaktor – weniger Albumin 2. 

Grundsätzlich sind die hier dargestellten Rezellularisierungs-Versuche als „proof of 

concept“ zu verstehen und bilden keineswegs den Umfang ab, der für die 

Repopularisierung eines implantierbaren Organs nötig wäre. Für den Aufbau von 

funktionellem Lebergewebe bedarf es einer größeren Menge Hepatozyten und 

anderer leberspezifscher Zellen, wie beispielsweise Endothelzellen oder 

Cholangiozyten, aber auch Kupffer-Zellen. Essentiell ist es daher die Techniken der 

Rezellularisierung weiter zu entwickeln, sodass auch ein Wiederaufbau der 

Mikroanatomie möglich wird.  
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6. Schlussfolgerung  

Die Dezellularisierung via A. hepatica mit Anwendung oszillierender 

Umgebungsdruckschwankungen führte zu einem gleichmäßigeren und schonenderen 

Ergebnis verglichen mit der bestehenden Dezellularisierungstechnik über die Vena 

Porta. Die so dezellularisierten ECM konnten zur Wiederansiedelung primärer 

Hepatozyten genutzt werden. Vermutlich trug die Protein-Struktur der ECM zur 

dreidimensionalen clusterartigen Anordnung der Hepatozyten bei, die dadurch 

metabolisch aktiver und weniger von Apoptose betroffen waren. Bevor eine 

Langzeitimplantation von rezellularisierten Organen möglich wird müssen etliche 

weitere Hürden (z.B. Wiederaufbau der Mikroanatomie) überwunden werden. 
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