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1 Einleitung

1.1 Hintergrund der Arbeit

Patienten, die ein akut auftretendes Leberversagen erleiden, haben eine schlechte Pro-
gnose. Der Ausfall der Leber als zentrales Organ fir vielfaltige Biosynthesewege, De-
toxifikationsprozesse und Regulationsvorgange fihrt zu einem Krankheitsbild, das nur
schwer beherrscht werden kann. Typische Folgen des Leberversagens sind unter ande-
rem Enzephalopathie, Odeme, renales und pulmonales Versagen, Stérungen der Glu-
kosehomdostase, Gerinnungsstorungen, Ausfalle im Immunsystem und des Kreislaufs.
Auswege aus dieser Situation stellen entweder die intensivmedizinische Betreuung bis
zur Regeneration des Organs oder, im Falle des Ausbleibens einer rechtzeitigen Regene-
ration, die Lebertransplantation dar. Die Transplantation eines Spenderorgans kann nicht
immer durchgeflihrt werden, da sowohl ein geeignetes Organ verflgbar, als auch der Pa-
tient flr einen solchen Eingriff geeignet sein muss. Der zunehmende Mangel an Organen
stellt ein weiteres Problem dar, so dass Transplantationen teilweise zu spat oder gar nicht
erfolgen kdnnen.

Aus diesem Grund besteht Bedarf an temporaren Therapieoptionen, die es
ermoglichen, die Leberfunktion der Patienten bis zur Transplantation oder Regenera-
tion zu unterstitzen. Eine Moglichkeit ist hier der Ruckgriff auf artifizielle Leberun-
terstlitzungssysteme im Sinne einer Dialyse. Bereits zum Einsatz gekommen sind hier-
bei geschlossene Dialysekreislaufe, wie das Molecular Adsorbents Recirculation System
(MARS)" und das Prometheus-System.? Aber auch offene Systeme wie Single Pass Al-
bumin Dialysis (SPAD) werden derzeit evaluiert.®

Diese Systeme sind zwar in unterschiedlicher Weise befahigt die Detoxifikationsleistung
der Leber zu Ubernehmen, andere leberspezifische Funktionen wie Synthese und Regu-
lation werden leider nicht adressiert. In diesem Sinne ist die Integration von Zellkulturen
in die Therapie des akuten Leberversagens wiinschenswert. Dies bedeutet den Einsatz
von bioartifiziellen Leberunterstitzungssystemen, von denen man sich erhofft, dass sie
in der Lage sind, die erwahnten Funktionen der Leber zu ersetzen.
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1.2 Bioartifizielle Leberunterstlitzungssysteme

Um Leberzellen fur die extrakorporale Anwendung zu nutzen, missen die Zellen isoliert
und in geeigneten Bioreaktoren kultiviert werden, die es wiederum erlauben, dass das
Blut oder Plasma der Patienten im Bedarfsfall mit den Leberzellen in Kontakt treten kann.
Klinisch getestete Systeme sind das Extracorporeal Liver Assist Device (ELAD; VitaGen
Inc., LaJolla, CA, USA), das HepatAssist-System (Circe Biomedical, Lexington, USA), die
Amsterdam Medical Center-Bioartificial Liver (AMC-BAL) und das Berliner Modulare Ex-
trakorporale Leberunterstitzungssystem (MELS).

Beim ELAD-System werden ca. 200-400g Zellen einer Hepatoblastomlinie (C3A) im Dia-
lysatraum eines modifizierten Dialysefilters mit Patientenplasma in Kontakt gebracht. Die-
ses flieBt nach einer einmaligen Passage des Bioreaktors zum Patienten zurlick. Das
System wurde bisher im Rahmen von zwei kontrollierten klinischen Studien getestet, er-
brachte aber keinen signifikanten Uberlebensvorteil.®

Beim HepatAssist-System werden kryokonservierte immobilisierte primare porcine He-
patozyten im Extrakapillarraum eines Dialysefilters verwendet. Das Uber eine Zentrifuge
abgetrennte Plasma flieBt durch Aktivkohlefilter und durch einen Oxygenator, um dann
durch die Kapillaren des Plasmafilters zum Patienten zurtickzukehren. Das System wur-
de an zwei Zentren zur Uberbriickung der Wartezeit bis zu einer Transplantation einge-
setzt.®”’

Die AMC-Bioartificial Liver verwendet ebenfalls primare porcine Hepatozyten. 200g die-
ser Zellen befinden sich in einer aufgerollten Polyestermatrix, in die hydrophobe Kapilla-
ren eingelagert sind, welche eine dezentrale Oxygenierung ermaoglichen. Patientenplas-
ma und Zellen treten dabei ohne eine Membranbarriere in direkten Kontakt. In einer Pi-
lotstudie wurde bei 6 von 7 Patienten eine erfolgreiche Uberbriickungstherapie bis zur
Transplantation durchgefihrt. Ein Patient erfuhr eine spontane Regeneration seiner Le-
berfunktion und musste sich keiner Transplantation unterziehen.®

Das Modulare Extrakorporale Leberunterstitzungssystem (MELS) beinhaltet einen spe-
ziellen Bioreaktor, der die Kultivierung von 400-600g primarer porciner oder primarer hu-
maner Hepatozyten erlaubt. Erforderliche Detoxifikations- und Dialysemodule kdnnen in
das System integriert werden. Bisher wurden 20 Patienten mit insgesamt 22 Bioreaktoren
therapiert. Davon erfolgte bei 8 Patienten die Bestlckung des Bioreaktors mit porcinen
Zellen, bei 12 Patienten mit primaren humanen Zellen. Die positive Beeinflussung der
Symptomatik des Leberversagens im Sinne einer Verbesserung oder Stabilisierung der
Laborwerte der Patienten konnte gezeigt werden. Zu Infektionen mit porcinen endogenen
Retroviren (PERV) kam es nicht.®°
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1.3 Probleme der Leberunterstutzungssysteme auf
Zellbasis

Die Versorgung der bioartifiziellen Leberunterstiitzungssysteme mit metabolisch kompa-
tiblen und risikoarmen Zellkulturen ist momentan als eines der grossten Probleme des
Therapiekonzeptes anzusehen.

Flr einen therapeutischen Einsatz eines Bioreaktors werden je nach System bis zu 600g
Zellen bendtigt. Denkbare Quellen fir diese Mengen sind ganze humane oder porci-
ne Organe, oder aber Tumorzelllinien mit hepatozytendhnlichem Metabolismus. Leider
sind Tumorzelllinien bisher in ihrem leberspezifischen Metabolismus deutlich inaktiver
als primare Zellen und bergen bei Materialdefekten zusatzlich das Risiko einer meta-
statischen Tumoraussaat in den Patienten.'" Porcine Zellen haben den Nachteil, dass
metabolische Inkompatibilitdten bestehen und dass Xenozoonosen, beispielsweise mit
porcinen Retroviren, nicht auszuschlieen sind. Vor diesem Hintergrund muss die Ver-
wendung von primaren humanen Hepatozyten als Losung der ersten Wahl angesehen
werden. Leider sind kultivierte primare humane Hepatozyten nicht in der Lage zu proli-
ferieren und somit in ihrer Lebensdauer limitiert. Kulturen primarer porciner Hepatozyten
sind zwar ebenfalls nicht im gewlnschten Maf3stab proliferationsfahig, inre Bevorratung
in Form von lebenden Schweinen ist allerdings leichter als bei humanen Zellen zu be-
werkstelligen, da keine Vorhersage Uber die Verfligbarkeit von abgelehnten Spenderor-
ganen zu machen ist. Wahrend die Bereitstellung von Tumorzelllinien ebenfalls recht gut
moglich ist, ist es derzeit bei primaren humanen Hepatozyten nicht moglich, Vorrate an
Zellen anzulegen. Die Gewinnung der Zellen ist in ausreichender Menge nur aus gan-
zen abgelehnten Spenderorganen zu realisieren. Diese Zellquelle erlaubt keine gezielte
Bevorratung von Kulturen primarer humaner Hepatozyten, so dass die zeitliche Koordina-
tion von Patient und Bioreaktor nicht zu gewahrleisten ist. Des Weiteren sind die gewon-
nenen Zellen als Teil des abgelehnten Spenderorgans, das meist auf Grund pathologi-
scher Veranderungen nicht zur Transplantation zugelassen wurde, individuell geschadigt.
Die resultierende Zellkultur kann ebenfalls nur individuell verschiedene Leistung erbrin-
gen, die vor dem Einsatz der Kultur identifiziert werden sollte. Diese Probleme kdnnten
momentan nur durch eine verlangerte und standardisierte Kulturphase der primaren hu-
manen Hepatozyten gelost werden. Eine verlangerte Lebensdauer von Kulturen primarer
humaner Hepatozyten durch hypotherme Lagerung ware eine denkbare LOsung dieses
Problems, sofern es moglich ist, die Leistungsfahigkeit der Zellen weitgehend zu erhalten.



KAPITEL 1. EINLEITUNG

1.4 Erkenntnisse zum Zusammenhang von
Alterungsprozessen und Kalte

Die hypotherme Lagerung der Leberzellen soll zu einer Reduktion des Metabolismus
und damit auch des Sauerstoffverbrauchs fihren. Diese Strategie hat nach heutigem
Stand der Wissenschaft das Potential, Alterungsvorgange und Schadigungen der Leber-
zellen zu verzogern. Aus Experimenten an Kleintiermodellen geht hervor, dass eine Ver-
ringerung des Nahrungsangebots Alterungsprozesse verzogern kann. Insbesondere der
Sauerstoffverbrauch scheint eng mit der Alterung von Zellen und Geweben zu korrelie-
reﬁ_121314

In der Natur ist das Prinzip einer hypothermen ,Stand-by-Kultur‘ weit verbreitet. Zahlrei-
che Tierarten halten ihren Winterschlaf unter extremen Bedingungen. So sind hochalpin
lebende Murmeltiere in der Lage, fur flinf bis sechs Monate bei einer Kérpertemperatur
von 3-5°C sowie einer Vitalfunktion von zwei Herzschlagen und einem Atemzug pro Minu-
te zu Oberleben. Diese eingeschrankten Korperfunktionen beinhalten auch eine saisona-
le Schrumpfung des Gastrointestinaltraktes und der Nieren.™ 6 Arktische Erdhérnchen
erreichen wahrend des Winterschlafs Kérpertemperaturen unterhalb des Gefrierpunk-
tes ohne dabei einzufrieren.'” Vorlibergehende hypotherme, hypometabole Phasen von
acht bis neun Stunden sind nachtens auch bei Rotwild im Sinne einer energiesparen-
den Uberwinterungsstrategie zu beobachten. '® Ahnliche Strategien finden bereits Anwen-
dung in einigen medizinischen Fachrichtungen: Die seit den Anfangen der Transplantati-
onsmedizin praktizierte Kiihlung von zu transplantierenden Organen zielt ebenfalls darauf
ab, die Schadigung von Geweben, die unter anderem durch oxidative Prozesse entsteht,
durch eine hypotherme, hypometabole Lagerung zu mindern.'92° Diese Erkenntnisse fin-
den in der Herzchirurgie Anwendung, wenn Eingriffe unter totalem Kreislaufstillstand er-
forderlich werden, wie es unter anderem bei der Versorgung von Aneurysmen oder Dis-
sektionen des Aortenbogens notwendig werden kann. Die potentielle klinische Bedeutung
hypothermer Therapien zeigten Experimente an Schweinen, denen mittels Skalpell unbe-
handelt letale Verletzungen an groBen GefalBen beigebracht wurden. Anstatt die Verlet-
zungen sofort zu verschlie3en, lie3en Alam et al. diese Tiere ausbluten, wobei das Blut
aufbewahrt wurde. Nach unterschiedlichen Zeiten im Schockzustand wurden die Tiere mit
4°C kalter, hyperkaliamischer Losung perfundiert, was zu einem kardioplegen Herzstill-
stand fUhrte. Nach bis zu 60 Minuten metabolischem Arrest durch hypotherme Spilung
wurden die Tiere durch Beseitigung der Hyperkaliamie, Versorgung ihrer Verletzungen
und Rlckgabe ihres gewarmten, antikoagulierten Blutes und Defibrillation ,geweckt’. Bis
auf wenige Ausnahmen waren bei den Tieren weder neurologische noch andere ernst-
hafte Schaden zu beobachten.?' Diese Ergebnisse wurden an Hunden und Schweinen in
zahlreichen, teilweise sehr dhnlichen Versuchsanséatzen bestéatigt. 2223
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2 Stand der Wissenschaft

2.1 Ansatze zur Langzeitkultur primarer humaner
Hepatozyten

Die Isolierung von primaren Hepatozyten aus ganzen Rattenlebern wurde zuerst in den
70er Jahren von Seglen beschrieben.?* Die ersten Kulturen von priméren humanen Hepa-
tozyten hingegen konnten von Miyazaki et al. aus Leberbiopsien gewonnen werden.?® Die
in dieser Arbeit angewandte Methode ist eine Modifikation der von Dorko et al. beschrie-
benen Kollagenase-Perfusionstechnik von Leberresektaten oder ganzen Organen.?8
Zellkulturen primarer humaner Hepatozyten sind Uber Zeitrdume von mehr als ein paar
Stunden nur Uber den Einsatz diverser Techniken zur Verbesserung von Zellimmobilisie-
rung, VergroBerung der Adhasionsoberflachen und Verstarkung der Zell-Matrixkontakte
zu realisieren. Dazu dienen unter anderem Kollagenbeschichtungen der Kulturschalen
(Plastik, Glas)?” und Doppelbeschichtungen von Zelltragern und Monolayern (Sandwich-
kulturen).28

Die Aufbewahrung bei Temperaturen unterhalb des Gefrierpunktes fihrt bei primaren hu-
manen Hepatozyten zu einer massiven Schadigung, vor allem hinsichtlich der Fahigkeit
zur Adharenz der Zellen nach dem Auftauen. Fir diese Schaden wird unter anderem die
intrazellulare Eiskristallbildung und das fehlende osmotische Gleichgewicht bei Zugabe
oder Entfernung von Kryoprotektiva bzw. bei extrazellularer Eiskristallbildung verantwort-
lich gemacht. Da dieses Problem bisher noch nicht hinreichend beeinflussbar ist, kann
das Einfrieren von primaren humanen Hepatozyten momentan als Losungsansatz fir die
Langzeitlagerung von priméren humanen Hepatozyten noch nicht dienen.?®

Die Reduktion des Zellmetabolismus und von oxidativen Schadigungen ist das Ziel der
hypothermen Lagerung von biologischen Materialien fir wissenschaftliche, aber auch kli-
nische Zwecke. Die Aufbewahrung von Zellen bei Temperaturen knapp tUber dem Ge-
frierpunkt hat auf der einen Seite die bekannten und auch erwiinschten Wirkungen wie
eine Reduktion der metabolischen Leistung, andererseits hat auch diese Hypothermie
zellschadigende EinflUsse.

11
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2.2 Mechanismen der Zellschadigung in hypothermen
Kulturen

In den Anfangen der Transplantationsmedizin wurde eine Veranderung der zellularen lo-
nenhoma@ostase fir die kalteinduzierte Schadigung von verschiedenen, fur die Transplan-
tation relevanten Zelltypen als verantwortlich angesehen. Mittlerweile ist diese Annah-
me entkraftet worden.3°3" Rauen et al. konnten nachweisen, dass die Schadigung von
Rattenhepatozyten unter kalten Lagerbedingungen in erster Linie von reaktiven Sauer-
stoffverbindungen (ROS) ausgeldst wird.323334 Diese als radikalische Reaktionskette ab-
laufende Schadigung konnte fir verschiedenste Zelltypen der Ratte, des Schweins, des
Kaninchens und des Menschen nachgewiesen werden,3536373839404142 Bgj der Wieder-
erwarmung tritt die Schadigung in Form von Apoptose (aber auch Nekrose) zu Tage.
Dieses Phanomen ist bei Hepatozyten sehr stark ausgepragt.*° Der Mechanismus, der
zur Entstehung der Radikale fuhrt, ist weitgehend bekannt: Innerhalb der ersten Stun-
den nach der Kaltinkubation kommt es zu einer extremen ErhOhung der zytosolischen
Eisenkonzentration. Dieses Eisen ist fur die Bildung von freien Radikalen und ROS ver-
antwortlich. Insbesondere dem Hydroxylradikal und Eisen-Sauerstoff-Verbindungen kom-
men hierbei tragende Rollen zu. Angriffspunkte dieser Verbindungen sind verschiede-
ne zellulare Strukturen, vor allem eine Lipidperoxidation ist zu beobachten. An den Mit-
ochondrien tritt ein Effekt auf, dessen Folgen besonders drastisch ausgepragt sind: Ei-
senabhangig kommt es hier zu einer Stérung der Membranpermeabilitat, die zu einem
Potentialverlust Gber die Membran fihrt, der wiederum den Zelltod (Apoptose und Nekro-
se) ausl6st.*® Auch der Verlust von Calciumionen durch die Aufbewahrung in der Kalte
scheint eine Rolle bei der Entstehung von Kalteschaden zu spielen. Kim et al. konn-
ten nachweisen, dass es nach dem Absenken der Temperatur zu einem rapiden Anstieg
des zytosolischen Calciumgehalts in Rattenhepatozyten kommt. Dies fuhrt dann zu ei-
nem Austritt des Calciums aus den Zellen in das Kulturmedium, so dass die Zellen so-
wohl Verluste an zytosolischem als auch an Gesamtcalcium erleiden.** Die extrazellulare
Prasenz von Calcium hat hingegen im Rattenhepatozytenmodell glinstige Auswirkung auf
die Aufrechterhaltung des zytosolischen Glutathionspiegels wahrend hypothermer Inku-
bation, was oxidative Schaden in diesem Fall verminderte. Die Gabe von Vitamin E ist
zusammen mit Calcium synergistisch gut wirksam.*® Die Lagerung von Rattenhepatozy-
ten in der Kalte scheint auch fir das Zytoskelett schwere Konsequenzen zu haben: Vor
allem Mikrotubuli werden durch die Kaltebehandlung beschadigt und kdnnen dadurch
reiBen, was insbesondere negative Konsequenzen fir die Proteinsynthesefahigkeit der
Zellen hat. Eine Beteiligung von ROS ist dabei eher auszuschlieBen*64” | die Verluste
an Calcium sind hier allerdings ursachlich beteiligt. Vreugdenhil et al. konnten sowohl
die Abhangigkeit der Proteinbiosynthese in Rattenhepatozyten von der Unversehrtheit
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des Zytoskeletts dokumentieren, als auch belegen, dass ein weiterer Mechanismus exis-
tiert, der die Proteinsynthese in kalt gelagerten Zellen beeintrachtigt und zeitlich nach
der Schadigung des Zytoskeletts auftritt. Der genaue Ablauf dieser Schadigung konnte
allerdings nicht dargelegt werden. Auch die Verfugbarkeit von Glutathion (GSH) hat of-
fensichtlich einen Einfluss auf das Uberleben der Zellen und auch darauf, ob sie im Falle
einer Schadigung apoptotisch oder nekrotisch zu Grunde gehen.*®4° Ebenfalls konnte
gezeigt werden, dass die unbehinderte Fahigkeit von Rattenhepatozyten, Adenosintri-
phosphat (ATP) zu generieren, einen essentiellen Schutz vor allem vor Membranschaden
darstellt.*® Fehlt ATP, kommt es durch die Phopholipase A2 (PLA2) zu einem Abbau der
Zellmembran.®

2.3 Schutz vor kalteinduzierter Schadigung von
Hepatozyten

Die verschiedenen Mechanismen der Kalteschadigung erfordern verschiedene Ansatze
der Protektion. Oftmals sind mehrere Stoffklassen verfligbar, die auf die selben Mecha-
nismen abzielen, aber an unterschiedlichen Zielpunkten ansetzen. Zu beachten ist, dass
samtliche Versuche bisher im Tiermodell oder an anderen humanen Zellen gemacht wur-
den, nicht aber an primaren humanen Hepatozyten. Die Entstehung von Hydroxylradi-
kalen und reaktiven Eisen-Sauerstoffspezies lasst sich tber die Gabe von intrazellular
wirksamen Eisenchelatoren (z.B. Desferoxamine, 1,10-Phenantroline, 2,2 Dipyridyl) hem-
men. Sie verhindern die Bildung der reaktiven Substanzen, indem sie das intrazellular auf-
tretende Eisen chelatieren. Dies reduziert die Apoptoserate.“°%" Um die Schaden an den
Mitochondrien zu minimieren, kann Cyclosporin A eingesetzt werden, welches der Stabi-
lisierung des Membranpotentials dient. Auch wird mit der Gabe von Cyclosporin A auf die
Verhinderung von Zellschaden durch oxidativen Stress, Medikamentenwirkungen (in den
Medien) und pH-Schwankungen abgezielt.>> Die Gabe von Trifluoperazine ist ebenfalls
eine Option, um das mitochondriale Membranpotential konstant zu halten. Es handelt
sich um einen PLA2-Inhibitor, der auBerdem die ATP-Regeneration glinstig beeinflusst. >3
Die Gabe von Fruktose-1,6-Diphosphat (FDP) wirkt in Jejunumzellen von Ratten stabili-
sierend auf die Membranen, ebenso wird die ATP-Regeneration geférdert.>* Eine weitere
Maoglichkeit besteht in der Gabe von Antioxidantien, die die auftretende Lipidperoxidati-
on verhindern soll. Als Beispiel ware hier Glutathion (GSH) zu nennen, das in der Lage
ist, reaktive Sauerstoffspezies abzufangen und damit Schaden zu verhiten. Ebenfalls
gegeben wird N-Acetyl-Cystein (NAC), welches ein Vorlaufer des GSH ist und von den
kultivierten Zellen zur Synthese von GSH benutzt wird. Dabei ist der Zeitpunkt der Ap-
plikation von entscheidender Bedeutung: Die Gabe direkt vor der Wiedererwarmung hat
den glnstigsten Effekt.*® Auch die Gabe des lipophilen Antioxidants a-Tocopherol hat das
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KAPITEL 2. STAND DER WISSENSCHAFT

Potential, die Schadigung von kaltinkubierten Rattenhepatozyten zu verringern. 32

Wie bereits erwahnt, verlieren Rattenhepatozyten in Kulturen ihre Fahigkeit zur Protein-
biosynthese in der Kalte im Zuge eines 2-Phasen-Mechanismus; die zweite Phase (nach
der Zytoskelettschadigung) lasst sich durch eine Vorbehandlung der Zellen mit Steroi-
den drastisch entscharfen.4¢ Der Verlust von intrazellularen Calciumbestanden wird in
erster Linie fir die Schaden des Zytoskeletts verantwortlich gemacht. Dementsprechend
fihrt die Gabe von Calcium und dem mikrotubulistabilsierenden Taxol zu verminderten
Zellschaden und einer besseren Proteinsyntheseleistung.*” Der gleiche Effekt ist nach
der Gabe des Polymers Polyethylenglykol (PEG) nachweisbar.®> AuBerdem besteht die
Méglichkeit, Calciumkanale der betreffenden Zellorganellen, also Mitochondrien und en-
doplasmatisches Retikulum, mit Meta-lodobenzylguanidin (MIBG, Mitochondrien) oder
Ryanodin (endoplasmatisches Retikulum) zu blockieren. Beide Substanzen sind sowohl
bei alleiniger, als auch kombinierter Gabe fahig, den Calciumverlust von isolierten Rat-
tenhepatozyten deutlich zu senken. Die Gabe von MIBG verbesserte au3erdem die mit-
ochondriale ATP-Regeneration und fihrte zu einer verstarkt ablaufenden Atmungsket-
te.** Der P53-Inhibitor Pifithrin-« ist Giber die Blockade des betreffenden Apoptosesignals
ebenfalls in der Lage Zellen in der Kalte am Leben zu erhalten. Nachgewiesen wurde
dies an ganzen Rattenlebern, die unter anderem mit Pifithrin-o haltiger Losung perfun-
diert wurden.®
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3 Ziel der Studie

Die zellularen Mechanismen der hypothermen Zellschadigung sind in den letzten Jahren
zunehmend verstanden worden. Damit er6ffnen sich Maglichkeiten, gezielt mit pharma-
kologischen MafBnahmen in die Prozesse der Kalteschadigung einzugreifen. Innerhalb
dieser Studie soll ein serumfreies Kulturmedium (HLC1), das speziell fir eine hypotherme
Kultivierung von primaren humanen Hepatozyten entwickelt wurde, mittels Monolayerkul-
turen im Rahmen einer 24-stiindigen Hypothermieinkubation evaluiert werden. Als Ver-
gleich dient ein Standardkulturmedium fir die normotherme Kultur.

Um das Ausmaf3 der zu erwartenen Zellschadigung zu erfassen, werden Gesamt-
proteinmessungen, Zellaktivitatstests und mikroskopische Aufnahmen der Zellkulturen
durchgefiihrt. Die Aktivitadten der Enzyme Lactatdehydrogenase (LDH) und Aspartat-
aminotrans-ferase (AST) in den Kulturmedien dient ebenso der Bemessung des Zellscha-
dens, dabei ist eine LDH- Aktivitat auf eine zytosolische Zellschadigung zuriickzuflhren,
wahrend eine AST- Erhohung neben einem zytosolischen auch einen mitochondrialen
Schaden dokumentieren kann. Die Bestimmung der Harnstoff- und Albuminmengen im
Kulturmedium spiegelt die Syntheseaktivitat der Zellkulturen wieder.

Ziel dieser Arbeit ist die Dokumentation des hypothermen Zellschadens in ungeschiitzten
Kulturen und der Nachweis der eventuellen Uberlegenheit des Schutzmediums unter hy-
pothermen Versuchbedingungen. Dabei sollte sich die Qualitat (Zellschaden, Synthese-
leistung) der geschitzten hypothermen Kulturen nach der Wiedererwarmung moglichst
nicht signifikant von den Werten einer Standardkultur abgrenzen. Insbesondere eine aus-
reichende Erhaltung der Syntheseleistung der Zellkulturen nach der Rekultur ist hierbei
von entscheidender Bedeutung, da dies dem Zeitpunkt der potentiellen klinischen An-
wendung entsprache. Ebenso soll diese Arbeit kldaren, ob das Kalteschutzmedium auch
unter normothermen Bedingungen als Medium einsetzbar ist.
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4 Material und Methoden

4.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

4.1.1 Gerate

Wasserbad
Wasserbox
Sterillamina
Zentrifuge
Eppifuge
Brutschrank
Absaugpumpe
Photometer
Rollerpumpe
Mikroskop
Vortexmixer
Zahlkammer
Umwalzthermostat
Kahlschrank
Blchnertrichter
Silikonschlauch
Pipettierhilfe
Knopfkandlen
Prazisionswaage
pH-Meter
Heizplatte
Software Image Pro Plus
Software GraphPad

Koéttermann Labortechnik, Uetze, Deutschland

Lauda MD12 BD, Fa. Lauda, Ronighofen, Deutschland

LaminAir HBB 2448, Fa. Heraeus Instruments, Berlin, Deutschland
Multifuge 3 S-R, Fa. Heraeus Instruments, Berlin, Deutschland
Zentrifuge 5417 R, Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BB 6060, Fa. Heraeus Instruments, Hanau, Germany

Vacusafe, Intergra Biosciences, Chur, Schweiz

FLUOstar Galaxy, BMG Labtechnologies, Offenburg, Deutschland
Cyclo 1, Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Axiovert 40 CFL, Fa. Zeiss, Jena, Deutschland

Vortex Mixer 7-2020, Fa. neolLab, Heidelberg, Deutschland
Neubauer improved, Fa. Optik Labor, Friedrichsdorf, Deutschland
Lauda E100, Fa. Lauda, Ronighofen, Deutschland

Comfort NoFrost, Fa. Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

Fa. Holdenwanger, Berlin, Deutschland

Tygon S-50HL, Fa. Riesheck, Beisermind, Deutschland

Pipetboy, Intergra Bioscience, Chur, Schweiz

Sonderanfertigung, Amefa, Limburg, Deutschland

AC 1215, Sartorius, Goéttingen, Deutschland

CG840, Schott, Mainz, Deutschland

IKAMAG RCT, lka-Labortechnik, Staufen, Deutschland
MediaCybernetic, Silver Spring, USA

InStat, San Diego, USA
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4.1.2 Verbrauchsmaterial

Plastikware

Falcon Zentrifugen Rdhrchen (15, 50 ml)

Latexhandschuhe

Falcon Sterile Einwegpipetten (5, 10 ml)

Pasteurpipetten (155 mm)

Raucodrape OP-Abdecksystem 75x90cm

Gazin Mullkompresse 10x10cm
Einwegskalpel No. 20
Einmalspritze 20ml

Urinbecher 100ml

Multiwell 6 well

Microtest 96well

Integrid Zellkulturschale 150x25mm
Typ 353025

75mm Filtereinheit 500 ml
Eppendorftubes (1, 5 und 2 ml)
Pipettenspitzen

Becton Dickinson Labware, Franklin Lake, USA
Kimberley Clarc, Zaventem, Belgien

Becton Dickinson Labware, Franklin Lake, USA
Fischer Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Lohmann-Rauscher, Rengsdorf, Deutschland
Lohmann-Rauscher, Rengsdorf, Deutschland
Feather, Japan

Braun, Melsungen, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Falcon, Becton Dickinson Labware,

Franklin Lake, USA

Falcon, Becton Dickinson Labware,

Franklin Lake, USA

Becton Dickinson Labware, Franklin Lake, USA
Nalgene Filtration Products, Neerijse, Belgien
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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Lésungen und Chemikalien

BC Assay Reagent A (95424)
Ampuwa, destilliertes Wasser
Collagen A

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Trypan blue 0,5%

Fibrinkleber, Histoacryl, steril
Percoll Separating Solution
Density 1,124g/ml

CellTiter 96 Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay
Humanalbumin 20%, salzarm
Albuwell

NobiFlow Harnstoff

NobiFlow LDH-L
NobiFlow ASAT (GOT)

Collagenase P

Kaliumchlorid

Calciumchlorid Dihydrat
Natriumchlorid
Ethylenglykol-bis(2-aminoethyl)
-N,N,N‘,N*-tetraacetic acid
Kupfersulfat (CuSO,x5 H,O) A893090
Bovines Serum Albumin

4.1.3 Isolierungslosungen

Interchim, Montlucon, Frankreich

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Braun Aesculap, Tuttlingen, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Promega, Madison, USA

ZLB Behring, Hattersheim a.M., Deutschland
Exocell, Inc. Philadelphia, USA

Hitado Diagnostic Systems

Moéhnesee Delecke, Deutschland

Hitado Diagnostic Systems

Mohnesee Delecke, Deutschland

Hitado Diagnostic Systems

Moéhnesee Delecke, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Merck kGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck kGaA, Darmstadt, Deutschland

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Merck kGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Jeweils in sterilem, destilliertem Wasser enthalten die zwei Isolierungslosungen folgende

Bestandteile:

P | enthalt: 8,3g Natriumchlorid/l
0,5g Kaliumchlorid/l
2,49 HEPES/I

a) Zur Leberspllung wird 0,95¢g/I EGTA zugesetzt.
b) Zur Herstellung der ersten Zellsuspension werden 10 g/l Humanalbumin zugesetzt.
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P Il enthalt: 3,9g Natriumchlorid/l
0,5g Kaliumchlorid/l
249 HEPES/I
5g Albumin (0,5%)/I
0,79 Calciumdichlorid/I

Der pH-Wert wird mit Hilfe von Natronlauge jeweils auf 7,5 adjustiert.
Alle Perfusionslésungen werden nach der Herstellung bzw. direkt vor der Anwendung

steril filtriert und bei 4°C gelagert.

4.1.4 Kulturmedien

e HLC1-Medium, Biochrom AG, Berlin, Deutschland

enthalt:

Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Calciumchlorid
Magnesiumsulfat

Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat

D-Sorbitol

N-acetyl-L-alanyl-L-glutamin

Natriumhydroxid
Natriumacetat
Natriumpropionat
Natriumcitrat
D-Glucose
D-Fructose

ATP
Natriumpyruvat

Natrium-alphaketobutyrat

Nicotinamid
Inositol

D-Biotin

Calciferol
D-Ca-Pantothenat
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Cholinchlorid
Pyridoxal-Salzsaure
Riboflavin
Thiamin-Salzsaure
D,L-alpha-tocopherol-phosphat
Vitamin A-acetat
Vitamin B12
Zinksulfat
Eisennitrat
Manganchlorid
Cobaldchlorid
Kupfersulfat
Natrium-selenoxid
L-Phenylalanin
L-Cystein

L-Arginin

L-Serin

L-Glutamin

L-Glycin

L-Leucin

als Antioxidantien:

L-Carnosin 20mM

Glutathion, reduziert 3mM
Natriumschwefelwasserstoff 0,1mM

als Eisenchelatoren:

2,2-Dipyridy 0,1mM
1,10 Phenanthroline 0,02mM

William‘s Medium E, 500ml Biochrom AG, Berlin, Deutschland
versetzt mit:

5ml N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin, 200mM Biochrom AG, Berlin, Deutschland

7,5ml HEPES Buffer 1M Biochrom AG, Berlin, Deutschland
5ml Sodium Pyruvat 100mM Biochrom AG, Berlin, Deutschland
5ml Penicillin/Streptomycin 10mg/ml Biochrom AG, Berlin, Deutschland
50ml FBS S0115 Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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60u! Insulin Serological Corporation, Norcross, USA
100u1 Dexamethason 40mg/5ml Merck kGaA, Darmstadt, Deutschland

4.2 Versuchsaufbau

Die Versuche zur Evaluation eines neuen Kalteschutzmediums (HLC1) wurden mit vier
Versuchgruppen durchgefiihrt. Messungen fanden zu drei Zeitpunkten jeweils im Abstand
von 24 Stunden statt.

Nach der Isolierung wurden die Zellen im Brutschrank (37 °C, 5% CO,, William’s Medium
E mit Zusatzen) inkubiert. Nach 18-20 Stunden, in denen die Zellen Adharenz erlangten,
wurde ein Mediumwechsel durchgeflhrt. Es folgte die 24-stlindige Prakultur an deren En-
de (Zeitpunkt T1) Medium- und Proteinproben genommen wurden. Anschlie3end wurden
die Zellen fur die nachsten 24 Stunden vier Versuchsgruppen zugefihrt: A1 und A2 wur-
den warm inkubiert, A3 und A4 kalt. A1 und A3 erhielten William's E Medium. A2 und A4
HLC1.

Versuchsgruppen ab dem

ersten Kontroll- William’s Medium E HLC1
zeitpunkt
Durchgehend warme
Inkubation Al A2

Zwischenzeitlich
hypotherme A3 A4

Inkubation

Abbildung 4.1: Schema der Versuchsgruppen

Die Gruppen A1 und A3 fungieren hierbei als Kontrollgruppen fir die eigentliche Ver-
suchsgruppe A4. Die Studiengruppe A2 wurde mitgefiihrt, um eventuelle Schadigungen
durch das Testmedium im Warmen zu detektieren.

Nach Ablauf dieser Versuchsphase (Zeitpunkt T2) wurden von allen Versuchsgruppen
Medium- und Proteinproben genommen und alle fir den letzten Messzeitpunkt (Zeitpunkt
T3) mitgeflhrten Kulturen mit William’s Medium E plus Zusatzen in eine 24 Stunden lan-
ge Rekulturphase im Brutschrank (37°C, 5% CQO,) Uberfihrt, an deren Ende wieder eine
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Medium- und Proteinprobeentnahme bei allen Versuchsgruppen stattfand. Zusatzlich
zu den Protein- und Mediumproben wurde an T1 und T3 jeweils ein Zellaktivitatstest
durchgefuhrt.

A4: HLC1

I Anwachs-

phase18-24h Prakultur 24h Versuchs-/Testphase 24h Rekultur 24h

Abbildung 4.2: Zeitschema des Versuchsaufbaus

Um mdglichen Schwankungen in den Versuchsergebnissen zu begegnen, wurden flr
jeden Kontrollzeitpunkt einer jeden Versuchsgruppe 3 Wells einer 6-Well-Platte ausge-
wertet. FUr den MTS-Stimulationstest wurden immer 6 Wells einer 96-Well-Platte mit le-
benden Zellen gegen einen Mediumleerwert abgeglichen. Um die Intaktheit der Kulturen
zu gewabhrleisten, wurden samtliche Zellkulturen taglich per Lichtmikroskop auf Schaden
oder andere Unregelmassigkeiten Uberpruft. Abbruchkriterien fir einen laufenden Ver-
such waren eine mikroskopisch detektierte Infektion gleich welcher Atiologie, sowie die
Prasenz von suspekten Zelltypen im Sinne einer moglichen Tumorzellverunreinigung der
Kulturen.

4.3 Herkunft der Zellen

Als Zellquelle dienten makroskopisch nicht pathologisch veranderte Abschnitte von Le-
berteilresektaten, welche in der Klinik fir Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschir-
urgie der Charité, Campus Virchow-Klinikum, aus onkologischen Griinden entnommen
wurden. Fir diese Versuchsreihe wurden Kulturen von n=11 Spendern herangezogen.
Das Einverstandnis der Patienten wurde praoperativ eingeholt und die Verwendung von
Leberteilresektaten fur die Kuktivierung primarer humaner Hepatozyten von der Ethik-
kommission der Charité genehmigt. Von den elf Patienten waren sieben weiblichen und
vier mannlichen Geschlechts. Das Durchschnitssalter betrug 61+10 Jahre (Spanne: 45-
75 Jahre). Sieben Patienten mussten sich aufgrund sekundarer Lebertumore einer Le-
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berteilresektion unterziehen, davon waren sechs Malignome colorectale Metastasen, ei-
ne die Absiedlung eines neuroendokrinen Tumors. Von den restlichen vier Patienten litten
drei an einem cholangiozellularen Karzinom, einer unter einem hepatozellularen Karzi-
nom. Die zur Isolierung verwendeten Segmente wurden jeweils kurz nach der Entnahme
in steriler Umgebung unter Aufsicht des die Operation leitenden Chirurgen von den eigent-
lichen Resektaten abgetrennt. Es wurden nur Stlicke verwendet, die tber perfundierbare
GefaBe verfugten und von mdglichst viel Leberkapsel umgeben waren, was einer guten
Perfusion zutraglich ist. Als Ausschlusskriterien fir einen Isolierungsversuch und eine an-
schliessende Kultivierung der Resektate bestanden lediglich eine Infektion mit Hepatitis
B-Viren, Hepatitis C-Viren oder mit HI-Viren.

4.4 Protokoll der Leberzellisolierung aus Resektaten

Die Isolierung der primaren humanen Hepatozyten lauft in folgenden Schritten ab:

—

. Zubereitung der sterilen Perfusionslosungen

N

. Aufbau der Perfusionsanlage

w

. Perfusion des Leberresektats, enzymatischer Verdau, mechanische Zerkleinerung
4. Aufreinigung der Zellsuspension mittels Dichtegradientenzentrifugation
5. Aussaat der Zellen auf kollagenbeschichtete Kulturschalen

Fir die Perfusion der Leberresektate werden zwei verschiedene Ldsungen nachein-
ander eingesetzt. Bei der ersten Lésung (P I) handelt es sich um eine 39°C warme,
gepufferte Elektrolytldsung, die zum einen die Leber freispllen soll und zum anderen
mit Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-Tetraessigsaure (EGTA) versetzt ist,
welches Calcium- und Magnesiumionen chelatiert, wodurch Gewebsbindungen gelockert
werden.

Die auf 39°C vorgewarmte zweite Losung (P Il) ist ebenfalls eine gepufferte, mit
Kollagenase versetzte Elektrolytldsung, die das Bindegewebe der Leber zersetzt. Die
Zugabe der Kollagenase muss direkt vor der Perfusion erfolgen, da ihre Aktivitat bei 39°C
schnell erlischt. Da Kollagenase ein calciumabhangiges Enzym ist, muss P Il Calcium
enthalten. Zum Abstoppen des enzymatischen Verdaus und wahrend der mechanischen
Zerkleinerung des perfundierten Resektats wird ebenfalls P | benutzt. In diesem Schritt
wird der Losung statt EGTA humanes Albumin zugesetzt, das die noch vorhandene
Aktivitat der Kollagenase behindert. Die niedrige Temperatur von 4°C der Lésung soll
ebenfalls zur Aktivitatsreduktion beitragen.
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Fiar den Aufbau der Perfusionsanlage werden ein Wasserbad, ein Umwalzthermostat,
eine Rollerpumpe, ein durch 2 Y-Stiicke in drei Knopfkaniilen mindender englumiger
Silikonschlauch, ein groBes Wasserbad, ein Laborstativset, ein Glasgefa3 zum Auffan-
gen der Losung, ein Blchnersiebtrichter und ein groBBlumiger Silikonschlauch bendtigt.
Letzterer wird in die Pumpe eingespannt, durch ihn werden die Perfusionslosungen
gepumpt.

Durchflihrung der Leberzellisolierung:

Die Leberstiicke von ca. 10-60 g werden direkt nach der Resektion vom Rand des
makroskopisch normal erscheinenden, resezierten Lebergewebes abgetrennt und in
ein mit Hepatozytenkulturmedium geflilltes Kunstoffgefa3 tberfihrt. Das Kunstoffgefan
wird dann in einer mit Eis geflllten Kihlbox ins Labor gebracht. Dort werden drei
Knopfkandlen in moglichst quer angeschnittene Gefal3e eingefiihrt und dort mit sterilem
Gewebekleber befestigt. Falls noch weitere GefalBe vorhanden sind, werden diese mit
Gewebekleber verschlossen, so dass eine ausreichende Perfusion mdglich wird.

Abbildung 4.3: Einbringen der Kandlen

Im ersten Perfusionsschritt wird die Leber mit Hilfe des in die Pumpe eingespannten Sili-
konschlauches uber die Knopfkandlen fir 15-30 Minuten mit 500 ml der Perfusionslosung
| (calciumfrei, mit EGTA, 39°C) gespult.
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Abbildung 4.4: Perfusion eines Resektats

Far die zweite Perfusionsphase wird das Schlauchsystem umgesteckt, so dass eine Re-
zirkulation der Perfusionslosung Il (mit Kollagenase, auf 39 °C vorgewarmt) erfolgen kann.
Die Perfusion wird je nach Gewebequalitat 10-30 Minuten aufrecht erhalten und abgebro-
chen, sobald die Leber durch leichten Druck irreversibel verformbar ist, oder die Dauer
von 30 Minuten Uberschritten wird.

Nach der Perfusion wird die Leber in einer Petrischale mit P | (ohne EGTA, mit Humanal-
bumin, 4°C) mit einem Skalpell eingeschnitten und die Zellen aus dem verdauten Gewebe
geschabt.

Abbildung 4.5: Herstellen einer Zellsuspension
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Die resultierende Zellsuspension wird Uber sterile Gaze in 50ml Zentrifugationsréhrchen
filtriert und dann bei 50 g und 4°C fir 5 Minuten zentrifugiert.

Abbildung 4.6: Filtration einer Zellsuspension

Das Zellpellet wird in Kulturmedium resuspendiert und auf Eis gelagert. In einer
Neubauer-Zahlkammer wird die Zellzahl und die Viabilitat mit Trypan Blau (25% in
PBS) bestimmt. 20ml 25%iger Percollldésung werden mit jeweils 5ml Zellsuspension
Uberschichtet und bei 1474 g und 4°C fur 20 Minuten zentrifugiert. Der Dichteunterschied
zwischen lebenden und toten Zellen sorgt fiir die Separierung der lebenden von den to-
ten Zellen und Zelltrimmern. Letztere haben eine geringere Dichte und verbleiben als
Uberstand auf der Percollldsung. Die obere Schicht und die Separierungslésung werden
anschlie3end bis auf einen 5ml Rest Gber dem Zellpellet abgesaugt.
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Abbildung 4.7: Zentrifugenrdhrchen mit Percollgradient

Die Zellpellets werden in 35ml PBS resuspendiert und 5 Minuten bei 4°C mit 50 g zentri-
fugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und die Zellen in Hepatozytenkulturmedium auf-
genommen. Erneut wird in einer Neubauer-Zahlkammer mit 25% Trypan Blau in PBS die
Zellzahl und die Viabilitat bestimmt. Zellsuspensionen mit einer Viabilitat von mindestens
75% werden auf mit Kollagen A beschichteten Zellkulturplatten kultiviert, dabei werden
pro Well einer 6-Well-Platte 1 Million lebende Zellen ausgesat. Bei einer 96-Well-Platte
werden 50000 lebende Zellen in jedes Well gegeben. Die 6-Well-Platten werden mit Wil-
liam’s Medium E + Zusatzen auf 2ml aufgeflillt, die 96-Well-Platten auf 100.l.

4.5 Mediumwechsel

Bei allen Versuchsgruppen wurde nach 18-20 Stunden ein Mediumwechsel vorgenom-
men. Dabei wurde das alte Kulturmedium abgesaugt. Um Rlckstande zu entfernen, wur-
de jedes Well einmal mit PBS gewaschen, bevor das neue Medium zugegeben wurde.
Sowohl die Kulturmedien als auch das PBS wurden hierbei auf 37°C vorgewarmt. Bei
Mediumwechseln vor oder nach den Kaltphasen wurden Medium und PBS auf Zimmer-
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temperatur gebracht, um die Zellen keinen rapiden Temperaturschwankungen auszuset-
zen.

4.6 Entnhahme der Proben

4.6.1 Mediumproben flr biochemische Testverfahren

Zu jedem Kontollzeitpunkt wurden je Versuchsgruppe 3 Wells einer 6-Well-Platte zur Aus-
wertung herangezogen. Die MediumUberstande wurden mit einer 5ml-Pipette abgenom-
men, in ein Zentrifugenréhrchen gegeben und anschlieBend bei 500 g und 4°C fiir 10
Minuten zentrifugiert, um die zellularen Bestandteile abzutrennen. Die nun erhaltenen
Uberstande wurden auf 3 EppendorfgefaBe verteilt und sofort bei -20°C eingefroren.

4.6.2 Proteinproben

Die Proteinproben wurden direkt nach der Abnahme der Mediumprobe genommen. Dazu
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, um Zelltrimmer und andere Rickstande
zu entfernen. Pro Well wurden 700ul PBS zugegeben, der Zellrasen mit einem Zell-
schaber abgeschabt. Die erhaltene Suspension wurde in ein Eppendorfgefa3 (1,5ml)
Uberfihrt. Es wurde mit 700u1 PBS nachgespiilt, und erneut geschab. Die Eppendorf-
gefaBBe mit der Proteinsuspension wurden bei 2000 g und 4°C fir 10 Minuten zentrifu-
giert. Der Uberstand iiber dem Proteinpellet wurde abgesaugt und das Pellet in 1004l
PBS resuspendiert. Darauf folgte die Lagerung bei -20° C bis zur Messung.

4.7 Testverfahren

4.7.1 LDH-Bestimmung

Die Nachweismethode beruht auf der aquimolaren Umsetzung von NAD* zu NADH + H*
und L-Lactat zu Pyruvat, bei der LDH als Katalysator fungiert :

L-Lactat + NAD+ 22X Pyruvat + NADH + H*

Dementsprechend enthalten die Versuchsreagenzien sowohl L-Lactat als auch NAD™.
Die Proben wurden mit dem Versuchsreagenz inkubiert und in den vorgegebenen Zei-
tintervallen bei einer Wellenlange von 340nm im Photometer gemessen. Dabei ist die
Menge an NAD™ die ZielgréBe der Extinktionsmessung.

Die ausgeworfenen Werte in der Einheit AE/min wurden mittels der in der Testanleitung
aufgeflihrten Umrechnungsfaktoren in die Einheit U/l UberfUhrt. Die untere Nachweis-
grenze des Testsystems liegt bei 5 U/l, der Variationskoeffizient bei maximal 1,41%. Es
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handelt sich um einen optimierten Test nach IFCC (International Federation of Clinical
Chemistry).

4.7.2 AST-Bestimmung

Der Test zur Bestimmung der AST-Aktivitat im Kulturmedium ist ebenfalls optischer Art
und basiert auf folgenden Reaktionen:

L-Aspartat + 2-Oxoglutarat 2L | _Glutamat + Oxalacetat

Oxalacetat + NADH + H™ “2Y | -Malat + NAD+

Die Testlésungen beinhalten neben einigen Puffersubstanzen L-Aspartat, Malatdehydro-
genase (MDH), 2-Oxoglutarat, NADH und Pyridoxal-5-Phosphat, wobei letzteres zur Sta-
bilisierung der Transaminase beigegeben wird, um falsch niedrige Messwerte zu verhin-
dern. Die Menge an NAD™ ist die Zielgré3e der Extinktionsmessung. Die Proben wurden
mit dem Versuchsreagenz inkubiert und dem LDH-Testsystem entsprechend in den vor-
gegebenen Intervallen bei einer Wellenlange von 340nm gemessen. Die ausgegebenden
Werte in der Einheit AE/min wurden mittels der in der Testanleitung aufgefiihrten Um-
rechnungsfaktoren in die Einheit U/l Gberfihrt. Die untere Nachweisgrenze des Testsys-
tems liegt bei 4 U/|, der Variationskoeffizient bei maximal 4,4%. Es handelt sich um einen
optimierten Test nach IFCC (International Federation of Clinical Chemistry).

4.7.3 Harnstoffbestimmung

Die Bestimmung des Syntheseprodukts Harnstoff wird erneut mit Hilfe eines optischen
Tests vorgenommen. Das Testprinzip ist mit folgenden Reaktionsgleichungen beschrie-
ben:

Harnstoff + 2H,0 "2%° 2NH} + 2HCOj;
2-Oxoglutarat + NH; + + NADH “2 | -Glutamat + NAD* + H,O

Neben Puffersubstanzen sind in den Testreagenzien 2-Oxoglutarat, Adenosindiphosphat,
Urease, Glutamatdehydrogenase (GLDH) und NADH vorhanden. Die Reagenzien wur-
den laut Testanleitung gemischt, die Proben mit dem Versuchsreagenz inkubiert und in
den vorgegebenden Intervallen bei einer Wellenlange von 340nm gemessen. Zielgro3e
der Extinktionsmessung ist wieder NAD". Die Messwerte in der Einheit AE wurden mit
Hilfe der in der Testanleitung aufgefihrten Umrechnungsfaktoren in die Einheit mmol/|
umgerechnet. Die untere Nachweisgrenze des Testsystems liegt bei 2mg/dl, der Variati-
onskoeffizient bei maximal 5,79%.
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4.7.4 Albuminbestimmung

Die Albuminsynthese in den Zellkulturen wurde mit einem Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) bestimmt. Die verdinnten Proben wurden nach Zugabe des Konjugats
dreif3ig Minuten in den mit AntikOrpern bestlckten Wells einer 96-Well-Platte inkubiert.
Nach Ablauf dieser Zeitspanne wurden die Platten sechsmal vorsichtig gewaschen und
anschlieBend mit einem Farbentwickler inkubiert. Die einsetzende Reaktion wurde nach
wenigen Minuten durch Zugabe von Saure gestoppt und die Platte bei 450nm im Photo-
meter gemessen. Mit den bestimmten Extinktionen wurden Konzentrationen der Einheit
ug/ml errechnet. Laut Hersteller ergab ein Vergleich zwischen der angeflihrten Methode
der quantitativen Albuminbestimmung und einem Double Antibody Albumin Radioimmu-
noassay fur 45 Proben im Bereich zwischen 0,75 und 1,8 ug/ml einen Korrelationskoeffi-
zienten von 0,9995.

4.7.5 Zellaktivitat (Cell Proliferation Assay)

Der verwendete Zellaktivitatstest basiert auf einer colorimetrischen Methode, die auf der
Umsetzung von MTS Tetrazolium zu Formazan beruht. Dazu wurden jeweils 6 Wells ei-
ner 96-Well-Platte mit lebenden Zellen und 2 Wells ohne Zellen vier Stunden mit dem
Testreagenz bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die entstandenen Formazankonzentra-
tionen wurden nach diesen vier Stunden photometrisch bei einer Wellenlange von 490nm
bestimmt. Die gemessenen Extinktionen sind direkt proportional zur Menge an angefal-
lenem Formazan. Dies ist wiederum proportional zur Menge der lebenden Zellen. Zum
Zeitpunkt T2 konnten keine Messungen durchgefihrt werden, da der Test bei 4°C auf
Grund der stark herabgesetzten Stoffwechselrate verfalscht wurde und auBerdem mit
dem HLC1 Medium eine Interaktion zu beobachten war, die zu falsch hohen MeBwerten
fihrte.

4.7.6 Gesamtproteinbestimmung

Das Testsystem beruht auf der Reduktion zweiwertiger Kupferionen zu Cu™ durch Prote-
inbindungen. Die einwertigen Kupferionen werden von Bicinchoninsdure in einem hoch-
spezifischen wasserldslichen Komplex chelatiert, dessen Konzentration mit einer Wel-
lenlange von 562nm photometrisch bestimmt werden kann. Die Reaktion ist zeit- und
temperaturabhangig. Die ablaufenden Reaktionen sind (qualitative Darstellung):

Peptidbindungen + Cu*" < (vierzahniger Cu™-Komplex)

Cu™ + 2 Bicinchoninsaure <= ( Cu™-Bicinchoninsaurekomplex)
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Die gemessene Extinktion ist direkt proportional zur Proteinkonzentration, solange selbi-
ge 1ug/ml nicht unter- oder 100mg/ml nicht Uberschreitet.

Die gemessenen Extinktionen wurden mit Hilfe einer Standardkurve (mit bovinem Seru-
malbumin als Referenz) in Konzentrationen (ng/ml) umgerechnet.

4.7.7 Lichtmikroskopie

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden mit 32-facher Vergro3erung von den Kultu-
ren in den 6-Well-Platten gemacht. Da das Augenmerk bei der gesamten Versuchsreihe in
erster Linie auf dem Kulturergebnis nach der Wiedererwarmung liegt, weil viele Schaden
erst in dieser Phase apparent werden, wurden nur Bilder vom letzten Kulturtag abgegli-
chen.

4.8 Statistik

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe von GraphPad InStat, San Diego,
USA. Zu Beginn wurde mit Hilfe eines nicht-parametrischen ANOVA-Models untersucht,
ob Unterschiede zwischen den jeweiligen Gruppen eruierbar waren. Bei Signifikanzen
wurden anschlie3end die einzelnen Datensatze in Paaren abgeglichen. Bei Vergleichen
zwischen verschiedenen Versuchsgruppen zu gleichen Zeitpunkten, also ungepaarten,
nicht-parametrischen Daten, wurde der Mann-Whitney-Test angewendet. Bei gepaar-
ten Daten, also gleichen Versuchsgruppen und verschiedenen Zeitpunkten, wurde der
Wilcoxon-Test genutzt. Dabei wurde jeweils getestet, ob qualitative Unterschiede zwi-
schen den Kollektiven nachweisbar sind. Die Quantitat der Unterschiede wurde nicht
berlcksichtigt.

Einige Messungen lieferten Werte unterhalb der Bestimmungsgrenze. Diese wurden, um
eine Verfalschung der Mittelwerte zu vermeiden, gleich null gesetzt. Irrtumswahrschein-
lichkeiten kleiner als 0,05 wurden als signifikant, Werte kleiner als 0,01 als hochsignifikant
angesehen.
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5 Ergebnisse

Da die Hepatozytenkulturen aus verschiedenen Leberteilresektaten isoliert wurden, be-
standen schon zu Beginn der Versuchsreihen teilweise grof3e Differenzen zwischen den
einzelnen Kulturen. Dies machte eine Darstellung der biochemischen Messdaten als Ein-
zelverlaufskurven (mit eingezeichneten Mittelwerten und Standardabweichungen) sinn-
voll, da die groBen Standardabweichungen und die immer wieder auftauchenden Ausrei-
Ber die Darstellung von Mittelwerten oder Medianen erschwerten. Alle Grafiken enthalten
die Verlaufe der elf Leberzellkulturen, sowie den Verlauf des Mittelwertes als prominen-
teste Kurve. Legenden finden sich aus optischen Griinden nicht in allen Schaubildern,
sind allerdings stets fiir alle Abbildungen giltig. Im Fall der Proteinmessung wurde ei-
ne Normierung der Daten auf den Ausgangswert der Kontrollgruppe vorgenommen, das
heif3t auf die Versuchsgruppe A1 zum Zeitpunkt T1.
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Abbildung 5.1: AST-Aktivitat in den Mediumproben

Die initial bestehende AST-Aktivitat sinkt bei drei der Versuchsgruppen im Laufe der Ver-
suchstage ab, lediglich die Gruppe A3 hat im Mittel einen Anstieg der AST-Aktivitat im
Kulturmedium zu verzeichnen. Auffallig ist, dass bei den Versuchsgruppen, die wahrend
der Versuchsphase William*‘s E Medium erhielten, die AST-Level vom zweiten zum dritten
Versuchszeitpunkt sinken, wahrend die Gruppen, die HLC1 Medium bekamen, zum zwei-
ten Kontrollzeitpunkt sehr niedrige Konzentrationen aufweisen, welche dann steigen.

Im gruppenlbergreifenden Vergleich zu T2 hat nach 24 Stunden Kaltphase die Grup-
pe A3 signifikant hohere Werte als alle anderen Versuchsansatze. Auf3erdem haben die
HLC1-inkubierten Gruppen signifikant niedrigere AST-Level als ihre unter gleichen Bedin-
gungen mit William’s E Medium gehaltenen Vergleichskulturen (beide p=0,01).

Nach der Rekulturphase hat die Kontrollgruppe A1 signifikant niedrigere AST-Aktivitaten
zu verzeichnen als alle anderen Kulturen, die keine signifikanten Unterschiede unterein-
ander aufweisen.
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5.2 LDH-Aktivitat in den Mediumuberstanden
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Abbildung 5.2: LDH-Aktivitat in den Mediumproben

Bei der Betrachtung der Einzelverlaufskurven fallt auf, dass die einzige Gruppe, die eine
deutliche Reaktion in ihrer LDH-Freisetzung zu verzeichnen hat, die mit HLC1 im Brut-
schrank inkubierte Gruppe A2 ist.

Im Vergleich mit den anderen Gruppen ergeben sich direkt nach der Kaltinkubation signi-
fikant hdhere Werte als bei allen anderen Versuchsgruppen (alle p<0,01).
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5.3 Bestimmung des Gesamtproteins
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Abbildung 5.3: Gesamtprotein in den Zellkulturen

Bei der Betrachtung der Verlaufskurven, die die Menge an Gesamtprotein in Bezug auf
den Anfangswert veranschaulichen, fallt auf, dass bezogen auf die Mittelwerte zu keinem
Zeitpunkt eine Zunahme der Proteinmenge zu beobachten ist. Meist sind die Abnahmen
von einem Zeitpunkt zum nachsten signifikant, die Ausnahme stellt die Gruppe A1 dar.
Die erste Versuchsgruppe hat zwischen den einzelnen Zeitpunkten zwar keine signifikan-
ten EinbuBen an Gesamtprotein zu verzeichnen, im Vergleich vorher versus nachher (T1
vs. T3) ist allerdings im Mittel nur noch 86% der Ursprungsmenge vorhanden, diese Ab-
nahme ist fast signifikant (p=0,08). Drastische Veranderungen des Proteingehaltes finden
sich vor allem bei der ungeschitzten Kaltgruppe und bei der warm inkubierten Gruppe
mit Kalteschutzmedium (HLC1).

Nach der Kalteexposition, beziehungsweise der Inkubation mit HLC1 bzw. William's E
Medium im Brutschrank, also zu T2, haben die Warmgruppe A1 und die Kaltgruppe A4
signifikant mehr Gesamtprotein in den Kulturen als die beiden anderen Gruppen. Zwi-
schen den Gruppen A1 und A4 besteht ebenso wenig ein nachweisbarer Unterschied wie
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zwischen den Gruppen A2 und AS.

Nach Abschluss der Rekulturphase hat die Gruppe A1 signifikant gréBere Proteinmengen
als die Gruppen A2 und A3 (beide p<0,002). Der Unterschied gegentber Gruppe A4 zu-
gunsten der Standardkultur A1 ist fast signifikant (p=0,088). Die Gruppe A4 hat signifikant
héhere Proteinmengen als A2 und A3 (beide p<0,04)

5.4 Harnstoffkonzentrationen in den
Mediumuberstanden
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Abbildung 5.4: Harnstoff in den Mediumproben

Auffallig bei der Betrachtung der Harnstofffreisetzung der Zellkulturen ist der heterogene
Verlauf der einzelnen Versuchsgruppen, wobei die einzige Gruppe ohne eine signifikante
Einbuf3e am Ende der Versuche im Vergleich zum Ausgangswert die geschuitzte Kaltgrup-
pe A4 ist.

Am Ende der Expositionsphase, also bei T2, hat die warme Kontrollgruppe A1 signifi-
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kant héhere Spiegel zu verzeichnen als die beiden Kaltgruppen, gegenliber der anderen
warminkubierten Gruppe besteht kein nachweisbarer Unterschied. Schlussendlich hat die
Kaltversuchsgruppe A4 am Ende ihrer Kaltphase signifikant niedrigere Level als alle an-
deren Gruppen zu diesem Vergleichszeitpunk.

In der abschlieBenden Beurteilung der Harnstoffsyntheseleistung nach der eintagigen
Wiedererwarmung ergeben sich signifikante Differenzen zwischen den beiden durchge-
hend im Brutschrank gehaltenen Gruppen zugunsten der mit William‘s E Medium inku-
bierten. Dies ist allerdings die einzige signifikante Abgrenzung der unter optimalen Be-
dingungen gehaltenen Kultur A1. Unterschiede zu den beiden Kaltgruppen sind nicht
nachzuweisen. Dagegen hat die mit Kalteschutzmedium kultivierte Gruppe A4 signifikant
hdhere Harnstoffmengen als die Kaltkontrolle A3.

5.5 Albuminkonzentrationen in den Mediumiiberstanden
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Abbildung 5.5: Albumin in den Mediumproben

Die Einzelverlaufskurven der gemessenen Albuminkonzentrationen zeigen sehr unter-
schiedliche Verlaufsmuster. Wahrend die erste Gruppe relativ heterogene Verlaufe auf-
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weist, sind die anderen drei Gruppen einheitlicher geartet. Auffallig ist auBerdem der
ahnliche Verlauf der zweiten und dritten Versuchsgruppe. In der geschitzten Kaltgrup-
pe A4 ist ahnliches Profil wie bei den Harnstoffmessungen zu beobachten. Zum Zeit-
punkt der zweiten Probennahme hat Kontrollgruppe A1 signifikant groBere Albuminmen-
gen im Medium zu verzeichnen als alle anderen Gruppen. Auch die Zellen der zweiten
Versuchsgruppe haben signifikant mehr Albumin ins Medium freigesetzt als die beiden
kaltinkubierten Gruppen A3 und A4, zwischen denen wiederum kein nachweisbarer Un-
terschied besteht. Am Ende der Kultur setzt die erste Versuchsgruppe signifikant hdhere
Albuminmengen frei als die zweite und die dritte Versuchsgruppe. Der Unterschied zur
kaltinkubierten Gruppe A4 ist nicht signifikant, obwohl die Mittelwerte deutlich differie-
ren. Im Vergleich zwischen den beiden Kaltgruppen A3 und A4 bestehen am Kulturende
signifikant hdhere Albuminkonzentrationen der Gruppe A4.

5.6 Zellaktivitat (Cell Proliferation Assay)
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Abbildung 5.6: Zellaktivitat
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Bezliglich der Zellaktivitatsbestimmung ist zu bemerken, dass nur bei acht statt wie bei
den anderen Parametern elf Versuche zur Zellaktivitat mit einbezogen wurden. Die gra-
phische Darstellung der gemessenen Zellaktivitat zeigt bei allen Versuchsgruppen mit
Ausnahme von A1 ein hochsignifikantes Absinken im Vergleich der ersten und letzten
Kontrolle.

Im versuchsgruppentbergreifenden Vergleich nach dem Versuchsende hat die durchge-
hend warm und mit William‘s E Medium inkubierte Gruppe (A1) signifikant hohere Zellak-
tivitaten zu verzeichnen als die Gruppen A2 und A3 (p=0,005; p=0,05), der Unterschied
zu Gruppe A4 ist nicht signifikant, obwohl die Mittelwerte stark differieren. Zwischen den
beiden Kaltgruppen besteht kein signifikanter Unterschied.

5.7 Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zellkulturen

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden am Ende der gesamten Kulturphase von
allen vier Versuchsgruppen gemacht. Der histologische Qualitat der Zellkulturen nach
vier Tagen Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% COQO,) ist somit als Standardkultur und
Vergleichswert anzusehen.

Abbildung 5.7: Lichtmikroskopische Abbildung 5.8: Lichtmikroskopische
Aufnahme Ver- Aufnahme Ver-
suchsgruppe A1 suchsgruppe A2

A1: Das Bild zeigt eine Kultur der Kontrollgruppe. Die Zellen sind tGberwiegend hexago-
nal und teilweise zweikernig. Die Kernkorperchen sind deutlich im Zellkern abgegrenzt.
Die Integritat der Plasmamembranen ist offenbar. Es sind kaum Granula- und Vakuo-
lenausbildungen zu beobachten. Die Vakuolen sind Ausdruck des hohen intrazellularen
Fettgehalts.

A2: Die Zellen, die mit HLC1 im Brutschrank inkubiert wurden, erscheinen im Vergleich
zu der Kontrollgruppe granulierter. Die Kernkdrperchen sind bei vielen Zellen nicht mehr
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scharf abzugrenzen. Das vermehrte Auftreten von Vakuolen kdnnte als Zeichen der
erhohten Entgiftungstatigkeit gewertet werden.

Abbildung 5.9: Lichtmikroskopische Abbildung 5.10: Lichtmikroskopische
Aufnahme Ver- Aufnahme Ver-
suchsgruppe A3 suchsgruppe A4

A3: Die Zellen, die mit dem Standardkulturmedium der Kaltphase ausgesetzt wurden,
sind hochgranular, nur in Einzellfallen ist der Zellkern auszumachen. Weder die hexago-
nale Zellform, noch die Unversehrtheit der Plasmamembran sind erhalten. Die Zelldichte
ist deutlich vermindert. Der Durchmesser der Zellen imponiert kleiner als in den anderen
Versuchsgruppen.

A4: Die Hepatozytenkultur, die mit HLC1 hypothermen Bedingungen ausgesetzt wur-
de, zeigt sich intakter als die andere Kaltkultur. Die Zellen sind meist hexagonal, haufig
zweikernig und verfigen Uber intakte Plasmamembranen. Die Kerne sind sichtbar,
Kernkérperchen sind ebenfalls auszumachen.
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation eines Kalteschutzmediums zur hypothermen Kultivie-
rung von primaren humanen Hepatozyten. Die Anforderung an das Kulturergebnis bein-
haltet, neben einer umfassenden Abschirmung der Zellen gegen hypothermie-induzierte
Zellschaden, vor allem eine gute Erhaltung des leberzellspezifischen Metabolismus, um
einen klinischen Einsatz der Zellkulturen zu erméglichen. Verschiedene Aspekte des Stu-
diendesigns haben in dieser Arbeit ihren Einfluss auf die Ergebnisse genommen. Daher
gliedert sich die Diskussion dieser Arbeit auch in eben jene Punkte, bevor die Ergebnisse
und der Ausblick vor dem Hintergrund des Versuchsaufbaus diskutiert werden.

6.1 Die Zellkulturen

Die unterschiedliche Vorschadigung des Ursprungsorgans durch die Art des Tumors, be-
stehende Cholestase, Alter, Geschlecht und Lebensgewohnheiten des Patienten schrankt
die Vergleichbarkeit der Kulturen ein und flhrt zu groBen Standardabweichungen in vie-
len Parametern. Da alle Kulturen aus Tumorresektaten gewonnen wurden, ist die Prasenz
von Tumorzellen (Mikrometastasen) in den Kulturen nicht auszuschlieBen. Auch die Steri-
litat und die einheitlich kurze Ischamiezeit zwischen Resektion und Beginn der Isolierung
der verwendeten Leberteilresektate war nicht durchgangig zu garantieren. Die durch die
Isolierung herbeigefiihrten Schaden an den Zellen sind ebensowenig vergleichbar. Die
Dauer des Verdaus durch die Kollagenaselosung hat hierbei einen nicht unerheblichen
Einfluss und kann nur individuell terminiert werden. Abbruchkriterium flr den enzymati-
schen Verdau ist lediglich die subjektive Beurteilung der Verformbarkeit des Lebergewe-
bes. Dies fihrt zu Verdauzeiten zwischen 10 und 30 Minuten (unverdéffentlichte Ergebnis-
se der Arbeitsgruppe).

6.2 Der Versuchsaufbau

In dieser Studie wurde die Kaltphase vorerst auf 24 Stunden begrenzt, was fur das Ziel ei-
ner Langzeitkultur zu kurz ist, allerdings auch die Moglichkeit bietet, sich schrittweise dem
Ziel zu naheren und Korrekturméglichkeiten zu behalten. Wesentlich ist jedoch, dass die-
se Versuche auf der Verhinderung der eisenvermittelten Kalteschadigung basieren. Diese
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tritt unabhangig von der Dauer der Kaltinkubation auf. Die Versuche wurden in Monolayer-
kulturen durchgefthrt, was zwar dem geplanten Einsatz im Bioreaktor vorerst noch nicht
entspricht, allerdings eine einfachere Auswertbarkeit der Testparameter, insbesondere
des Gesamtproteins, garantiert. Die Ubertragung eines in Monolayersystemen optimier-
ten Kélteschutzmediums auf einen Bioreaktor ist zu einem spateren Zeitpunkt méglich.
Die Auswahl der Versuchsgruppen berucksichtigt mehrere Aspekte. Die Kontrollgruppe
A1 ist essentiell zur vergleichenden Beurteilung mit einer normalen Kultur. Die zweite
Versuchsgruppe dient der Bewertung des Kalteschutzmediums HLC1 unter Warmbedin-
gungen, was zur Beurteilung der Mediumkomposition bezlglich toxischer Bestandteile
und zur Planung zukiinftiger Anderungen von Bedeutung sein kénnte. Um ein MaB fiir
die maximale Schadigung der Hepatozyten zu erhalten, wurde die Versuchsgruppe A3
mit William‘s E im Klhlschrank inkubiert. Die eigentliche Versuchsgruppe A4 ist somit mit
einer anderen ,ungeschutzten® Versuchsgruppe direkt vergleichbar, auBerdem besteht
die Moglichkeit die Leistungsfahigkeit der Kaltkultur mit einer normal inkubierten Hepato-
zytenkultur abzugleichen.

Den Versuchsaufbau betreffend ist zu vermerken, dass die Kulturphasen zwischen T1 und
T2 zwischen den Gruppen eingeschrankt vergleichbar sind. Die ersten beiden Gruppen
waren im Brutschrank einer kontrollierten Begasung ausgesetzt, die beiden Versuchs-
gruppen im Kihlschrank waren unbegast. Die pH-Veranderung innerhalb der 24 Stunden
hielt sich allerdings in so engen Grenzen (pH=7,55), dass eine Vergleichbarkeit der Grup-
pen gegeben ist. Varianzen zwischen den Spendern wurden relativiert, indem eine Ver-
suchsreihe jeweils mit den Zellen einer Leber aus einem Isolierungsvorgang durchgefihrt
wurde. Die eingesetzte Hypothermie von 4°C konfrontiert die Zellen mit einem massiven
Kaltereiz. Eine Veranderung der Kulturbedingung zu einer milderen Hypothermie kdnnte
das Verhaltnis aus Hypothermieschaden und Metabolismusreduktion optimieren.®” Das
Fehlen einer Zellaktivitatsbestimmung an T2 hat mehrere Grinde: Zum einen war der
Umsatz des Testreagenz in der Kalte bei allen Zellen gleich null, zum anderen war ei-
ne Interaktion des HLC1 Mediums mit der Testreagenz zu beobachten, die zu einem
vollstandigen Umsatz unabhangig von der Anwesenheit von Zellkulturen fuhrte.

6.3 Die Kulturmedien

Das William's E Medium enthalt neben fetalem Kalberserum noch weitere Additiva: Sti-
mulantien wie Insulin, Antiinfektiosa wie Penicillin und Streptomycin, sowie das Glukokor-
tikoid Dexamethason. Da davon ausgegangen wurde, die Zellen in einen metabolischen
Arrest zu schicken, ist der Verzicht auf diese Praparate im Kaltemedium zu rechtfertigen,
allerdings ist eine Beeintrachtigung des Rekulturergebnisses (T3) durch die Absenz der
genannten Wirkstoffe, insbesondere des Insulins, so nicht auszuschlieBen. Ein weiterer
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Grund fir den Verzicht auf fetales Kalberserum ist die am Ende dieses Projekts stehen-
de Absicht der klinischen Anwendung. Derzeit ist die Integration boviner Substanzen in
ein Konzept zur Therapie von intensivmedizinisch betreuten Patienten mit zu vielen im-
munologischen und infektiologischen Risiken behaftet. Ein Nebenaspekt dieser Arbeit ist
auch ein Beitrag zur Weiterentwicklung des Kalteschutzmediums HLC1, oder auch neu-
er Hypothermiemedien. Dies ist praktikabler, wenn Mediumsbestandteile erganzt werden
konnen, so dass der Einfluss von Zusatzen relativ einfach evident werden kann. Die Aus-
wahl der Komponenten, die als Schutz vor kalteinduzierter Schadigung dienen sollen,
basiert vornehmlich auf Erkenntnissen, die nicht an humanen Zellen, teilweise auch nicht
an Hepatozyten, gewonnen wurden. Dies schrankt die Relevanz dieser Substanzen flr
ein Modell mit primaren humanen Zellen sicherlich ein, auch wenn einige Schutzme-
chanismen bereits an vielen verschiedenen Zelltypen nachzuweisen waren. Insbeson-
dere ist es wahrscheinlich, dass ein Austausch einiger Wirkstoffkomponenten (vor allem
der Eisenchelatoren 2,2’-Dipyridyl und 1,10 Phenanthroline) bessere Ergebnisse produ-
zieren konnte. Der hydrophobe Charakter der beiden Chelatoren scheint hydrophileren
Produkten wie Desferroxamin unterlegen zu sein. Auch eine Kombination aus hydropho-
ben und -philen Eisenchelatoren kdnnte aufgrund der dadurch adressierten unterschied-
lichen Kinetiken eine besseres Ergebnis erbringen (bislang unveroffentlichte Ergebnisse
von Rauen et al.). Ob der Einsatz der benutzten Antioxidantien und insbesondere der
Zeitpunkt der Applikation*! zu einer Optimierung fiihren kann, wurde nicht berticksichtigt,
um nicht zu viele mégliche Schutzfaktoren gleichzeitig zu bedienen und die Auswertung
zu erschweren. Da es sich bei der Zielsetzung dieser Studie um nichts anderes handelt
als die mdglichst schadensfreie Erzeugung eines winterschlafartigen Zustandes, ware
der Ruckgriff auf natirliche winterschlafinduzierende Verbindungen eine weitere elegan-
te Option.

In verschiedenen Studien ist die Wirkung von Plasma (beziehungsweise dessen Albumin-
fraktion) winterschlafender Tiere auf nicht winterschlafende Spezies untersucht worden.
Eine Ubertragbarkeit von diesen Mechanismen auf humane Systeme ist danach als theo-
retisch moglich anzusehen.*® Eine besondere Rolle scheint in der Natur der sogenann-
te Hibernation Induction Trigger (HIT) zu spielen, dessen Wirkung sich wahrscheinlich
Uber §,-Rezeptoren entfaltet.®°6° Die breite Einsetzbarkeit von HIT-dhnlichen Substan-
zen wird durch verschiedene Studien mit vor allem neurologischen Fragestellungen be-
legt. Dabei scheint die Fahigkeit dieser Substanzen die Freisetzung von Stickstoffoxid zu
blockieren einen wichtigen Bestandteil ihrer neuroprotektiven Wirkung auszumachen.®'
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass (D-Alanin 2, D-Leucin 5)-Enkephalin (DADLE) als
kinstlicher HIT zumindest im Rattenmodell seine neuroprotektive Wirkung dosisabhangig
Uber Delta-Opioid-Rezeptoren entfaltet, allerdings scheint auch ein noch nicht identifizier-
tes, nicht-opiodes System beteiligt zu sein, wie eine Studie mit Hilfe eines weiteren Delta-
rezeptoragonisten (Deltorphin D) und dem Plasma von winterschlafenden Murmeltieren
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nahelegt.®? Diese Entdeckung wird durch die Ergebnisse von M. Malatesta et al. ergéanzt,
die an Lebergewebe von winterschlafenden Haselmausen zeigen konnten, dass der Win-
terschlaf ein bis zur RNA-Ebene einer Zelle komplex regulierter Vorgang zu sein scheint,
der einer Programmierung der Zelle eher entspricht, als eine blosse Reduktion der me-
tabolischen Funktion.® Im Jahr 2007 konnte von Inuo et al. bewiesen werden, dass (D-
Alanin 2, D-Leucin 5)-Enkephalin (DADLE) als kinstlicher HIT in der Lage ist, Rattenhe-
patozyten in einer Suspensionkultur vor Hypothermieschaden (24 Stunden bei 4°C) zu
schitzen. Die Uberlebenden Zellen wurden nach der Hypothermiephase 24 Stunden bei
37°C rekultiviert. Der artifizielle HIT verbesserte im Rahmen dieser ebenfalls recht kurzen
Hypothermiezeit signifikant das Zelliberleben. Dies spiegelte sich sowohl in der Redukii-
on der Freisetzung von Schadigungsparametern wie LDH und Alanin-aminotransferase
(ALT), als auch in Form eines besseren Metabolismus, hier Albuminsynthese und Li-
docainstoffwechsel, nach der Rekultur wieder.%* Vor diesem Hintergrund ist die Einbin-
dung von DADLE oder ahnlich wirksamen Substanzen in die Konzepte zum Schutz vor
Hypothermieschaden nicht nur aus hepatologischer Sicht vielversprechend, auch wenn
die Mechanismen an Hepatozyten noch nicht befriedigend aufgeklart sind. Eine klinische
Anwendung von HIT-ahnlichen Substanzen ist daher vorerst allerdings nicht realisierbar,
auch wenn der Einsatz von Hibernation Induction Triggern zur Organaufbewahrung eben-
falls erfolgversprechend ist und eine bessere Toleranz der Spendeorgane bezlglich der
Ischamiezeit bis zur Reperfusion oder auch zur Isolierung von Interesse ware. %

6.4 Die Ergebnisse

Die Darstellung der Versuchsergebnisse erfordert die Abbildung von Kurvenschaaren. Die
beschriebene Individualitat der Kulturen fihrt zu, an den Mittelwerten gemessen, gro3en
Standardabweichungen. Da die Fallzahl der hier vorgelegten Studie nicht sehr grof3 ist,
sind die Ausrei3er in der generellen Tendenz schwer kompensierbar. Die gewahlte Dar-
stellung erlaubt sowohl das Ablesen von generellen Tendenzen, Mittelwerten und Stan-
dardabweichungen, als auch die einfache Identifikation von Ausrei3ern.

Die Bewertung der Ergebnisse ist am Ubersichtlichsten nach Versuchsgruppen geglie-
dert vorzunehmen. Die unter optimalen Kulturbedingungen gehaltene Versuchsgruppe
A1 erfahrt wahrend des Versuchszeitraumes kaum gravierende Veranderungen. Wahrend
die Gesamtmenge an Protein leicht riicklaufig ist, verhalten sich auch die Konzentratio-
nen der beiden Schadigungsdetektoren LDH und AST ricklaufig oder konstant. Mogliche
Grinde hierflr sind der initial ausgesate Anteil nicht vitaler Zellen, sowie der Anteil
der noch vitalen Zellen, die nicht adharent wurden und daraufhin zu Grunde gingen.
Durch die Mediumwechsel wird der auf das Konto dieser zwei Fraktionen gehende An-
teil der Enzyme durch Auswaschung reduziert. Dies erklart den eher hohen Ausgangs-
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wert der Schadigungsparameter und die kontinuierliche Abnahme des AST-Spiegels. Die
Berlcksichtigung der Syntheseparameter bestatigt diese Tendenzen. Die Harnstoffkon-
zentrationen bleiben absolut gesehen auf einem hohen Niveau. Der Anteil freigesetzten
Harnstoffs durch Zelltod ware auch hier eine Erklarung fur die leichten Differenzen inner-
halb der ersten Versuchsgruppe. Die produzierten Albuminmengen verandern sich nicht
signifikant Gber die Zeit. Die numerische Zunahme des Mittelwertes deutet allerdings auf
eine sich eher steigernde Produktionsleistung der Hepatozytenkulturen wahrend der ers-
ten drei Tage hin. Der letzte in Betracht zu ziehende Parameter ist die Zellaktivitat; auch
hier ergibt sich das Bild einer eher regenerierenden Kultur. Die am Ende der Versuche an-
gefertigten lichtmikroskospischen Bilder bestatigen die guten biochemischen Werte die-
ser Gruppe.

Die zweite Versuchsgruppe ist mit der ersten direkt vergleichbar, einziger Unterschied war
die Applikation von HLC1 Medium zwischen den ersten beiden Versuchszeitpunkten. Die
daraus resultierenden Verluste an Gesamtprotein legen den Schlu3 nahe, dass in dem
Kulturmedium essentielle Bestandteile zur normothermen Kultur von primaren humanen
Hepatozyten fehlen. Eine Toxizitat einiger Komponenten in der Warme ist ebenfalls nicht
auszuschlieBen, denn selbst wahrend der Rekultur mit William*‘s E Medium ist abermals
ein heftiges Zellsterben zu beobachten. Die parallel gemessenen Schadigungsparameter
zeigen ein komplett differierendes Bild: Die eher zytosolisch anzutreffende Laktatdehy-
drogenase erreicht unter der Inkubation mit HLC1 Medium an T2 einen Peak, der auch
bei der in der Kalte mit HLC1 inkubierten Gruppe A4 nicht zu beobachten ist. Ein Anstieg
der AST ist zu diesem Zeitpunkt nicht evident, es ist eine signifikante Abnahme zu ver-
zeichnen. Wahrend der Rekultur kehrt sich das Bild um. Eine Erklarung dafiir mag sein,
dass der Angriff der zweifelsfrei durch die Inkubation mit HLC1 Medium in der Warme
ausgeldsten Schadigung nicht im Bereich der Mitochondrien zu finden ist, die Mitochon-
drien vielleicht sogar einen gewissen Schutz durch das Medium erfahren. Ein Hinweis
darauf bieten die signifikant niedrigeren AST-Mengen an T2 gegeniiber der Gruppe A1.
Die in den AST-Konzentrationen erst am Ende des Versuchs nachvollziehbaren Schaden
wirden in diesem Modell dann wahrend der Rekultur mit William’s E Medium nur ih-
ren Abschluss finden und waren nicht als Folge der Rekultur zu verstehen. Der Verlauf
der Syntheseparameter stitzt diese Interpretation. Sowohl die freigesetzten Mengen an
Harnstoff als auch an Aloumin nehmen deutlich ab, allerdings ist dieser Verlust an Syn-
thesekapazitat nur zwischen den ersten Kontrollpunkten signifikant, fir den Zeitraum der
Rekultur ergeben sich nicht signifikante Anderungen der Mittelwerte. Leider liefert die Be-
stimmung der Zellaktivitat auf Grund der erwahnten HLC1-Testreagenz-Interaktion keine
weiteren verwertbaren Aspekte. Nur die am Versuchsende deutliche Reduktion der Akti-
vitat im Vergleich zum Ausgangswert ist sichtbar und entspricht damit den mikroskopisch
gewonnenen Eindricken der Kultur.

Die zum Nachweis der maximalen Schadigung ohne Schutz in der Kalte inkubierte Grup-
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pe A3 erleidet einen nicht unerheblichen Schaden, der sowohl in der Betrachtung des
Gesamtproteins als auch der AST deutlich wird. Am zweiten Kontrolltag hat diese Ver-
suchsgruppe die niedrigsten Proteinmengen aller Versuchsgruppen vorzuweisen. Dies
ist gerade im Vergleich mit der anderen Kaltgruppe A4 nur durch bereits in der Kalte ab-
laufende Schadigungsprozesse erklarbar. Mit dem Wissen um den Schutz von mitochon-
drialen Membranpotentialen durch Eisenchelatoren und dem Auftreten der AST-Peaks in
nahezu allen Kulturen der Versuchsgruppe muss eine die Mitochondrien einschlielBende
Schadigung hier als Ursache angesehen werden. Dies spricht am ehesten flr einen ne-
krotischen Untergang von Teilen der Kultur. Die LDH-Aktivitaten zeigen Uberhaupt keine
Veranderungen, dies ist vor dem Hintergrund des Ausmafes der Zellschadigung nicht
befriedigend erklarbar. Die signifikanten EinbufBen in den Freisetzungen von Synthe-
seprodukten (Harnstoff, Albumin) am Versuchsende deuten ebenfalls auf eine massive
Schadigung dieser Versuchsgruppe in der Kalte hin. Anders als die zweite Versuchs-
gruppe verfallt die dritte Gruppe in der Rekulturphase nicht mehr so rapide weiter. Die
nicht signifikante weitere Abnahme des Gesamtproteins, der signifikante Rickgang der
AST-Konzentration, sowie die zumindest konstant bleibenden Syntheseparameter bele-
gen dies. Dieses Ergebnis ist etwas Uberraschend, da bei Rattenhepatozyten fir ver-
gleichbare Zeitraume gezeigt werden konnte, dass die kalte Inkubation zwar fiir die Ver-
ursachung von Schadigungsketten verantwortlich ist, diese allerdings eher in der Pha-
se der Wiedererwarmung zu beobachten sind.®® Die mikroskopischen Aufnahmen der
Versuchsgruppe nach der Rekultur bestatigen den Eindruck einer deutlich geschadigten
Kultur. Dieser Kulturverlauf wird aber auch von der geschitzten Kaltgruppe A4 teilwei-
se bestatigt, was ebenso Uberrascht, da dies unter Anwesenheit der Eisenchelatoren
geschah. Das erst in der Phase der Wiedererwarmung signifikant sinkende Gesamtpro-
tein und die steigende AST-Konzentration deuten den beschriebenen Ablauf an. Die sich
nicht verandernden LDH-Konzentrationen und die vergleichsweise sehr gute Wiederher-
stellung der Syntheseleistungen nach nahezu vélligem Kaltearrest relativieren das Bild.
Im Vergleich der Zellaktivitat am Versuchsende ergeben sich allerdings deutliche Einbu-
Ben fur beide Kaltgruppen gegentber der Warmkontrolle A1. Auffallend ist bei beiden
kaltinkubierten Gruppen die fehlende Veranderung in den gemessenen LDH-Aktivitaten,
zumal die Bestimmung von AST in den Mediumproben Schaden anzeigt. Auch wenn
man bedenkt, dass LDH nur zytosolische und AST sowohl zytosolische als auch mit-
ochondriale Schaden detektiert, ist dies nicht befriedigend zu erklaren. Bei Rattenhepa-
tozytenkulturen ist laut Rauen et al. die Bestimmung der Laktatdehydrogenase ein eta-
bliertes Mittel, kalteinduzierte Schadigung nachzuweisen. Die lichtmikroskopischen Bilder
der geschutzten Kaltkultur A4 bestatigen im Vergleich mit derungeschitzten Kaltkultur A3
den besseren Zustand der Kultur am Versuchsende. Nichtsdestotrotz ist der Unterschied
in verschiedenen Parametern zur warminkubierten Standardkultur A1 unlbersehbar.

Im Vergleich der Versuchsgruppen ist die Standardkultur A1 allen anderen Kulturen
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Uberlegen. Ablaufende Schaden sind kaum erkennbar und leberspezifische Funktionen
scheinen sich zu erholen. Allerdings ist bekannt, dass primare humane Hepatozyten unter
Standardkulturbedingungen nach gut einer Woche in ihrer metabolischen Leistung stark
reduziert sind. Die hier dargestellten guten Ergebnisse der Gruppe A1 sind als falsch
positiver Einfluss der kurzen Inkubationsdauern zu verstehen. Die eigentliche Kaltver-
suchsgruppe A4 zeigt sich zwar den anderen zwei Gruppen nicht zuletzt aufgrund der
guten Ergebnisse in den Synthesefunktionen tberlegen, fallt aber in eben diesem Punkt,
wie auch bei der Bestimmung des Gesamtproteins, gegenlber der Standardkultur A1
leicht ab. Offensichtlich war der mitochondriale Schadigungsweg durch die Gabe der Ei-
senchelatoren noch nicht gut genug abgedeckt. Die eventuelle Toxizitat beziehungsweise
ungenlgende Austattung mit Stimulantien (Insulin) des HLC1 Mediums mag ebenso fir
die nicht vollstandige Erhaltung der Integritat dieser kaltinkubierten Zellen verantwortlich
sein. In diesem Sinne scheint der Hauptadressat des Schutzmediums, namlich der per
Wiedererwarmung auftretende radikalvermittelte Oxidationsprozess durch HLC1 Medium
nur partiell verhinderbar zu sein, wobei die hier durchgeflihrte Kaltinkubation mit 24 Stun-
den eher kurz gewahlt ist.

In Bezug auf die anfangs formulierten Ziele dieser Studie ist festzustellen, dass durch
die Applikation von eisenchelatorhaltigen Kulturmedien hypothermie-induzierte Schaden
an primaren humanen Hepatozyten signifikant zu mildern sind. Die eigentliche Versuchs-
gruppe A4 ist in einer globalen Beurteilung, nicht zuletzt aufgrund der guten Synthe-
seleistungen am Kulturende, knapp hinter der warmen Kontrollgruppe A1 einzuordnen.
Es liegt nahe, dass bei langeren Kulturzeiten und einem optimierten Kalteschutzmedium
eine Uberlegenheit von kaltinkubierten Gruppen gegeniiber der warmen Kontrolle her-
beifiihrbar ist. Eine Verwendung des Kalteschutzmediums unter normothermen Bedin-
gungen ist aufgrund der dargestellten Schadigung nicht erfolgversprechend.

6.5 Ausblick

Aufgrund der gut erhaltenen Syntheseleistung und der nur milden Schadigung der
geschitzten Kaltkulturen ist festzustellen, dass primare humane Hepatozyten mit Hil-
fe von Schutzkomponenten im 24 Stunden Modell effektiv vor Hypothermie-Schaden
geschitzt werden kdnnen. Um Zellen fir den Einsatz in Bioreaktoren aufzubewahren,
mussten allerdings weitergehende Ergebnisse bezliglich der Versuchsdauer und der bio-
chemischen Leistungsfahigkeit erzielt werden. Solange sich die Kaltkultur am Ende ei-
nes weit langeren Zeitraumes in der Kalte der Warmkontrolle (A1) nicht Gberlegen zeigt,
ist kein Nutzen aus dieser Strategie zu ziehen. Unter der Berlicksichtigung der obenge-
nannten Optimierungspotentiale in der Versuchsplanung scheint die hier durchgefiihrte
Kaltinkubation aber noch Verbesserungsspielraum zu haben. Auf3er den bereits durch-
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gefihrten MafBBnahmen gibt es noch andere Konzepte, die darauf abzielen, Zellkulturen
oder Organismen in einen Zustand des metabolischen Arrests zu bringen, in dem der
potentielle Schutz der Kalte vor Zellalterung die Nachteile der Hypothermie Uberwiegt.
Die Zusammensetzung des Mediums zielt in dieser Arbeit in erster Linie auf die
Vermeidung der eisenassoziierten Prozesse ab, andere Mechanismen werden nicht
bertcksichtigt. Die Zugabe zusatzlicher Medikamente, insbesondere anderer Eisenche-
latoren, Antioxidantien oder HIT-ahnlicher Substanzen, kdnnte den Kalteschutz deutlich
verbessern. Darlber hinaus sind andere Schutzkonzepte auf der Basis von geanderten
Calciumkonzentrationen, oder einer verbesserten Energiesituation der Zellen hier nicht
berlicksichtigt worden.4°4466 Neben den Komponenten des Kalteschutzmediums kénnten
aber auch noch andere Aspekte des Zellschutzes verbessert werden. Eine Veranderung
der Gasversorgung im Sinne einer Hypoxie, etwa durch eine andere Mediumschichtdicke
und damit einer veranderten Diffusion durch das Medium, sollte evaluiert werden. Rauen
et al. konnten an Rattenhepatozyten nachweisen, dass unter hypothermischen Bedingun-
gen hypoxische Kulturen einen gewissen Schutz vor kalteinduzierter Schadigung genie-
Ben.3

Auch der Einsatz von Schwefelwasserstoff (H,S) zur Begasung kénnte Hepatozyten in
einen metabolischen Arrest versetzen. Nachgewiesen ist dieses Potential bisher nur
im Modell des Mauseorganismus. Tiere, die mit H,S begast wurden, fielen in einen
an Winterschlaf erinnernden Zustand (suspended animation), der durch eine reduzier-
te Korperkerntemperatur und ein Absinken der metabolischen Aktivitat charakterisier-
bar war. Nach der Regenerationsphase offenbarten sich keine sichtbaren Schaden.®’
Dies deckt sich im weiteren Sinne mit den Erkenntnissen von Alam et al. Uber die
Auswirkungen von suspended animation Zustanden, seien sie durch Hypothermie oder
Gas induziert und an Schweinen oder Mausen herbeigefihrt. Diese Erkenntnisse le-
gen den Schluss nahe, dass auch an humanen Geweben Zustande, die einem Win-
terschlaf ahneln, herbeifihrbar sind. Dies konnte einen vielversprechenden Ansatz far
kinftige Kaltemedien darstellen. Ein anderes Konzept von Hypothermieschutz ware die
Einflhrung von ischamischer Prakonditionierung in das Versuchsprotokoll. Im Rattenhe-
patozytenmodell flihrte eine zehnmindtige Prainkubation in anoxischem Medium in der
nachfolgenden hypothermen Versuchsphase zu einer besseren Viabilitat der Zellen ge-
genuber einer Kontrollgruppe. Auch der Energiemetabolismus der Zellen zeigte sich ver-
bessert gegenliber der nicht vorgeschadigten Vergleichskultur. 58
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7 Zusammenfassung

Einleitung

Zur Behandlung des akuten Leberversagens sind die therapeutischen Alternativen zur
Transplantation rar. Mdgliche Ansatze bieten Dialysesysteme, oder experimentelle Syste-
me auf Zellbasis wie die bioartifiziellen Leberunterstitzungssysteme. lhre Praktikabilitat
hangt mit der Verflgbarkeit von Zellkulturen eng zusammen. Es kommen hier sowohl
Tumorzelllinien, als auch primare porcine oder humane Hepatozyten in Frage. Da bei
primaren humanen Hepatozyten die Biokompatibilitat am groBten ist, sind sie als Zell-
quelle der ersten Wahl anzusehen. Leider sind die Ressourcen an primaren humanen
Hepatozyten gering, da sie in ausreichender Menge nur aus abgelehnten Spenderorga-
nen isoliert werden konnen und in vitro nicht proliferieren. Ein Verfahren zur effektiven Nut-
zung und Lagerung dieser wertvollen Zellquelle ist demnach von Nutzen. Eine mdgliche
Strategie ist die hypotherme Lagerung der Zellkulturen bis zum Einsatz am Patienten.
Leider hat die Hypothermie neben dem gewtinschten Effekt der Verz6gerung von Alter-
sprozessen auch schadigende Wirkungen. Ziel dieser Studie ist, mit Hilfe eines speziellen
Hypothermiemediums Kulturen von primaren humanen Hepatozyten wahrend einer 24-
stiindigen hypothermen Lagerung vor hypothermieinduzierten Schaden zu schitzen.

Methoden

Fir diese Arbeit wurden primare humane Hepatozytenkulturen von n=11 Spendern ver-
wendet. Die Isolierung erfolgte mittels Kollagenaseperfusionstechnik aus nicht pathologi-
schen Leberstlicken von 10-60g, die im Rahmen von Leberteilresektionen von dem ei-
gentlichen Resektat abgetrennt wurden. Nach einer 24-stiindigen Kultur im Brutschrank
mit Standardmedium wurden Proben genommen. Fir die zweiten 24 Stunden wurden die
Kulturen in vier Gruppen aufgeteilt. Zwei Gruppen blieben im Brutschrank, eine erhielt
Standardmedium, die andere das Testmedium (HLC1). Die beiden restlichen Gruppen
wurden bei 4°C inkubiert, wieder jeweils eine mit Standardmedium und eine mit HLC1.
Nach dieser Zeitspanne erfolgte die zweite Probenentnahme. Am dritten Kulturtag wur-
den alle Gruppen wieder mit Standardmedium im Brutschrank inkubiert, um Schaden
zu detektieren, die typischerweise wahrend der Wiedererwarmung auftreten. Am Ende
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dieses Tages erfolgte die letzte Probenentnahme. Es wurden fir jeden Zeitpunkt und
jede Versuchsgruppe unterschiedliche Parameter analysiert (Gesamtprotein, LDH, AST,
Harnstoff, Aloumin, Zellaktivitat) und am Ende des Versuchs lichtmikroskopische Bilder
der Zellkulturen angefertigt.

Ergebnisse

Nach der abschlieBenden Rekulturphase hat die ungeschitzt in der Kalte inkubierte
Gruppe das niedrigste Niveau der Syntheseparameter und eine hohe Aktivitat von Enzy-
men im Kulturmedium, jeweils als Ausdruck einer massiven Schadigung der Kulturen. Die
geschutzten Kaltkulturen weisen héhere Enzymaktivitaten als die warme Standardkultur
auf, in den Syntheseleistungen sind allerdings keine signifikanten Unterschiede sichtbar.
Die im Warmen mit Hypothermiemedium inkubierten Zellen weisen massive Schaden und
produzieren in der Rekulturphase signifikant weniger Albumin und Harnstoff als die kal-
tinkubierte Gruppe mit dem gleichen Medium. Die ungeschitzte Kaltgruppe ist in ihrem
gesamten Profil im Vergleich mit der geschitzten Kaltgruppe als klar unterlegen anzuse-
hen. Die geschiitzte Kaltgruppe kommt der Standardkultur aufgrund ihrer guten Synthe-
sefunktionen recht nahe.

Diskussion

Die hier vorgestellten Ergebnisse belegen, dass eine effektive Minderung der
kalteinduzierten Schadigung in Kulturen von primaren humanen Hepatozyten durch den
Einsatz von HLC1 Medium im 24-Stunden-Modell mdglich ist. Die geschitzten Kulturen
zeigen sich nach Kaltinkubation den ungeschitzen deutlich Gberlegen, erreichen aber
nicht ganz das Niveau der durchgehend warm inkubierten Zellkulturen. Die Versuchsdau-
er ist in diesem Modell noch zu kurz gewahlt und misste fir eine effektive Nutzung des
Verfahrens sicherlich verlangert werden. Es bieten sich aber sowohl im Versuchsaufbau
als auch pharmakologisch noch zahlreiche Mdglichkeiten und MaBnahmen zur Verbes-
serung des Kulturergebnisses an.
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