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| Einleitung

Eine schwere Leberfunktionsstorung &ufert sich klinisch durch lkterus, hepatische
Enzephalopathie, Gerinnungsstérungen und haufig auch Beeintrachtigung weiterer
Organfunktionen (z.B. hepato-renales Syndrom). Das Leberversagen kann ohne
vorbestehende Lebererkrankung erfolgen (akutes Leberversagen, ALV) oder im Sinne einer
akuten Dekompensation eines chronischen Leberversagens (,acute-on chronic liver failure®,
AoCLF) auftreten. Trotz unterschiedlicher pathophysiologischer Mechanismen fihrt das
Leberversagen durch den Ausfall der vielfaltigen Synthese-, Detoxifikations- und
Regulationsleistungen der Leber jeweils zu einem vergleichbaren, komplexen Krankheitsbild.
Gerinnungsstorungen, Hypoglykaemie und hypotone, hyperdyname Kreislaufreaktionen,
Enzephalopathie, Hirnédem, renales und pulmonales Versagen sowie septische
Komplikationen tragen zur schlechten Prognose betroffener Patienten bei.
Die erfolgreichste Therapieoption stellt heute die Lebertransplantation (LTx) dar. Aufgrund
des zunehmenden Mangels an geeigneten Organen koénnen die notwendigen
Transplantationen jedoch haufig nicht der nicht rechtzeitig durchgefihrt werden. Fir
betroffene Patienten besteht daher Bedarf an einer temporaren unterstitzenden Malinahme
bis zur Lebertransplantation (,bridging-to-transplantation“) oder aber — im Idealfall — bis zur
Regeneration des erkrankten Organs (,bridging-to-regeneration®).
Ein ideales Leberunterstitzungsverfahren sollte

e die drei Hauptfunktionen der Leber — Detoxifikation, Regulation und Synthese —

Ubernehmen sowie

e unkompliziert,

e kostenglinstig und

* ohne unerwiinschte Wirkungen klinisch eingesetzt werden kénnen.
Drei wesentliche Strategien der Leberunterstiitzung befinden sich derzeit in der klinisch-
experimentellen Erprobung: extrakorporale artifizielle und bioartifizielle
Leberunterstiitzungssysteme  sowie —  als biologisches  Verfahren -  die
Leberzelltransplantation. Die im Rahmen dieser Habilitationsschrift zusammengefassten
Arbeiten beschaftigen sich mit der Entwicklung und Evaluierung von wesentlichen

Teilaspekten dieser Verfahren.

Die Akkumulation von wasserldslichen Substanzen (z.B. Ammoniak, Merkaptane) und einer
Vielzahl von albumingebundenen, wasserunldslichen Substanzen (z.B. Bilirubin,
Gallensauren, kurzkettige Fettsduren und aromatische Aminosauren) im Rahmen des
Leberversagens wird im kausalen Zusammenhang mit der hepatischen Enzephalopathie
sowie der Dysfunktion einer Vielzahl von Organen bei Patienten im Leberversagen gesehen.

Auf Basis dieser pathophysiologischen Zusammenhange wurden Systeme entwickelt,
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welche die im Blut der Patienten kumulierenden Toxine entfernen sollen. Derartige
entgiftende Systeme werden als artifizielle Leberunterstiitzungssysteme bzw.
Detoxifikationssysteme bezeichnet.

Komplexe regulative Prozesse und insbesondere die Synthese von lebenswichtigen
Substanzen vermaogen artifizielle Leberunterstiitzungssysteme nicht zu leisten — flr diese
Funktionen werden Leberzellen bendtigt. Systeme, die diese biologische Komponente
extrakorporal bereitstellen, werden als bioartifizielle Leberunterstiitzungssysteme

bezeichnet.

« Ammoniak

« Bilirubin

* Endotoxine

* arom. Aminosauren
« zugefiihrte Toxine

Detoxifikation

» Saure-Base-Haushalt

* Elektrolythaushalt

« Aminosaurestoffwechsel

+ ZNS Energieversorgung

+ ZNS Transmitterprekursoren

Adsorber

Regulation

* Albumin

* Aminosauren

» Zucker, Fette

* Gerinnungsfaktoren

* unbekannte Plasmabestandteile

Leberzellen

Synthese

Abbildung 1: Anforderung an Leberunterstitzungsverfahren:
Regulation und Detoxifikation kénnen durch Adsorber und
Dialysetechniken adressiert werden. Komplexe regulatorische
Prozesse und Synthese kdnnen dagegen nur Leberzellen leisten.

Das Ziel einer Zelltherapie — so beispielsweise die Transplantation isolierter Hepatozyten —
ist die Unterstutzung oder Wiederherstellung der biologischen Funktion des geschadigten
Organs. Das Prinzip der klinischen Leberzelltransplantation beruht auf der Isolierung
primarer humaner Leberzellen aus abgelehnten Spenderorganen. Die physiologisch intakten
Hepatozyten werden dem Patienten Uber einen Katheter in das Pfortader-Stromgebiet der
Leber oder aber in andere Organe wie die Milz infundiert. Die erfolgreiche Transplantation
von Hepatozyten erfolgte bisher im Wesentlichen bei Patienten mit leberspezifischen

Stoffwechselstdrungen sowie bei Patienten im akuten Leberversagen.
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1.1 Artifizielle Leberunterstiitzungssysteme

Zu den Kkunstlichen, zellfreien Leberunterstitzungssystemen gehéren Filtrations- und
Adsorptionsverfahren mit rein entgiftender Funktion wie insbesondere Hamoperfusion, aber
auch Hamocdfiltration, Plasmapherese und Hamodialyse. Ziel dieser Verfahren ist es, die
fehlende Entgiftungsfunktion der Leber durch Filtration und Adsorption der Toxine zu
ersetzen. Bei der Hamoperfusion wird das Patientenblut oder -plasma (ber Aktivkohlefilter
geleitet. Aktivkohle adsorbiert eine Vielzahl von Molekllen, denen eine Rolle in der
Entstehung neurologischer Komplikationen beim Leberversagen zugesprochen wird. Zahl-
reiche klinische Studien wurden wahrend der 70er und 80er Jahre des letzten Jahrhunderts
durchgefuhrt. Anfangliche Probleme stellten die Bioinkompatibilitdt, eine starke
Thrombenbildung, der Verlust von Thrombozyten und die Gefahr einer disseminierten
intravasalen Gerinnung dar. Viele dieser Probleme wurden durch eine Vermeidung des
direkten Kontaktes zwischen Aktivkohlepartikeln und Plasma, sowie durch die Verwendung
von Prostacyclin gemindert. Das Konzept wurde anfangs mit vielversprechenden
Ergebnissen in diversen Zentren angewendet. Kontrollierte randomisierte klinische Studien
zeigten jedoch, dass die Aktivkohleperfusion keinen Uberlebensvorteil erbrachte. Auch bei
Verwendung anderer Verfahren wie Hamodialyse, Plasmapherese und Austauschtransfusion
sowie Kombinationen dieser Konzepte wurden individuelle biochemische und klinische
Besserungen beobachtet; ein signifikanter Uberlebensvorteil fir die behandelten Patienten

konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.’

Die Entwicklung komplexer Filtrations- und Adsorptionssysteme basiert auf der Uberlegung,
dass fur die vielfaltigen klinischen Symptome beim Leberversagen vorwiegend die
mangelnde Entgiftungsfunktion der Leber und somit der zunehmende Anfall von Toxinen im
Korper verantwortlich ist. Diese Konzepte basieren auf der Hypothese, dass sich die
Elimination von lipophilen, albumingebundenen Stoffen wie Bilirubin, Gallensauren,
aromatischen Aminosauren, kurzkettigen Fettsduren und Cytokinen gunstig auf den
klinischen Verlauf der Erkrankung auswirkt.

Derzeit sind zwei wesentliche Konzepte in der klinischen Erprobung: Das Molecular
Adsorbent Recirculation System (MARS) sowie das auf der Fraktionierten Plasma-
Separation und Adsorption (FPSA) basierende Prometheus-System.

Bezluglich des MARS wurden neben zwei kontrollierten Studien eine Vielzahl von
Kasuistiken und kleinen Patientenserien zum Einsatz des Systems bei Patienten im
Leberversagen veroffentlicht. In einer ersten randomisierten Studie wurden 13 Patienten mit
einer akuten Exazerbation eines chronischen Leberversagens mit hepatoreanalem Syndrom

Typ | behandelt. Finf Patienten erhielten neben der konventionellen Intensivtherapie eine
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Haemodiafiltrationsbehandlung (Kontrollgruppe). In der MARS-Gruppe (n = 8) erfolgte
zusatzlich die Behandlung mit MARS. Die Sieben-Tage-Mortalitat in der Kontrollgruppe
betrug 100%, in der MARS-Gruppe hingegen 62,5%. Nach 30 Tagen waren in der MARS-
Gruppe 75% der Patienten verstorben. Wie auch in sonstigen Kasuistiken und
unkontrollierten Studien zur MARS-Therapie zeigte sich eine - teilweise signifikante —
Verbesserung pathologisch  veranderter laborchemischer Parameter und der
hamodynamischen Situation der Patienten.?

In einer weiteren Studie wurden an zwei Zentren 24 Patienten mit AoCLF und
nachgewiesener Hyperbilirubinaemie (Bilirubin [total] > 20mg/dl) in eine Kontrollgruppe
(konventionelle Intensivtherapie) oder die MARS-Gruppe (konventionelle Intensivtherapie
und zusatzliche Behandlung mit MARS) randomisiert zugeteilt. Dabei zeigte sich unter
MARS-Therapie eine signifikante Verbesserung des 30-Tages-Uberlebens (11/12 versus
6/11 in der Kontrollgruppe); die Drei-Monats-Mortalitat beider Gruppen war jedoch identisch.?
Die Studie wurde aus nicht ndher erlauterten Grinden nach Einschluss der Halfte der
ursprunglich geplanten Patienten vorzeitig abgeschlossen.

Derzeit wird in Europa eine randomisierte, multizentrische, kontrollierte Studie bei Patienten
im AoCLF durchgefuhrt. In den USA wurde eine Studie bezuglich des Einflusses einer
MARS-Therapie auf den Schweregrad der Enzephalopathie abgeschlossen und kirzlich
publiziert. 70 Patienten mit fortgeschrittener Leberzirrhose und schwerer Enzephalopathie
wurden in die Studie eingeschlossen. 39 Patienten wurden zusatzlich zur
intensivmedizinischen Betreuung mit MARS behandelt. Die Autoren zeigten eine signifikante
Verbesserung des Enzephalopathiegrades — sowohl absolut als auch hinsichtlich der
Zeitspanne bis zur Besserung — in der mit MARS behandelten Patientengruppe.*

Bezuglich der klinischen Evaluation der Single Pass Albumindialyse existieren bisher

lediglich Kasuistiken.

Da das Prometheus-System erst vor wenigen Jahren vorgestellt wurde, liegen nur wenige
klinische Daten vor. In einer Phase II-Studie mit 11 Patienten mit einer akuten Exazerbation
eines chronischen Leberversagens mit konsekutivem Nierenversagen konnten signifikante
Besserungen zuvor pathologisch veranderter laborchemischer Parameter nach Therapie mit
dem Prometheus-System gezeigt werden. Abgesehen von hypertonen Phasen nach
Anschluss bei zwei Patienten und Blutungen bei einem Patienten konnte die
Biokompatibilitdt und Sicherheit des Systems gezeigt werden.’ In einer randomisierten
Crossover-Studie bei funf Patienten mit AoCLF wurde alternierend mit MARS und
Prometheus behandelt und die Reduktionsrate (reduction ratio: 1 abzuglich Substanzspiegel
nach Therapie, dividiert durch Substanzspiegel vor Therapie) fur Bilirubin als

Markersubstanz fir albumingebundene Toxine und den wasserldslichen Harnstoff bestimmt.
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Dabei zeigte Prometheus fur beide Substanzen eine signifikant héhere Reduktionsrate als
MARS und erscheint daher als das effizientere System.®

Eine fundierte Aussage zum Einfluss der Systeme auf den klinischen Verlauf der Erkrankung
ist aufgrund der noch unzureichenden Datenlage zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht zulassig.
Das Konzept der direkten Aufreinigung der patienteneigenen Albuminfraktion sowie der
Hamodialyse im Primarkreislauf lassen jedoch eine hdhere Effizienz des Prometheus-
Konzepts erwarten. Der Einsatz des Systems beim akuten Leberversagen wird derzeit im
Rahmen einer europaischen, prospektiven, randomisierten und kontrollierten
multizentrischen Studie (HELIOS) erprobt. Dabei sollen insgesamt 204 Patienten mit einer
akuten Exazerbation eines chronischen Leberversagens eingeschlossen werden. Primarer
Endpunkt der Studie ist das 28-Tages- sowie das Drei-Monats-Uberleben. Erste Ergebnisse

werden fur 2008 erwartet.

1.2 Bioartifizielle und biologische Leberunterstiitzungskonzepte
1.2.1 Leberzellkultur

Frihe Konzepte zur biologischen Leberunterstitzung basierten auf Techniken der
extrakorporalen Leberperfusion (extracorporeal liver perfusion, ECLP). Dabei wird das Blut
des Patienten durch eine explantierte — humane oder xenogene — Leber in einer sterilen
Kammer geleitet. Offo und Mitarbeiter flhrte eine derartige Therapie 1958 erstmals im
Tiermodell durch. Die erste klinische Anwendung erfolgte nicht — wie haufig berichtet — durch
Eiseman sondern durch Sen an der Universitdt in Bombay, Indien. Er behandelte funf
Patienten unter Verwendung humaner Lebern. Vier Patienten starben nach weniger als zwei
Tagen, ein Patient zeigte eine restitio ad infegrum nach akutem Leberversagen. Eiseman
setzte nur einen Monat spater die extrakorporale Perfusion porciner Lebern erstmals klinisch
ein. In den folgenden vier Dekaden wurde die ECLP nur sporadisch, aber insgesamt bei
mehr als 270 Patienten, durchgefihrt. Eine Metaanalyse aller publizierten Falle zeigte
allerdings keinerlei Vorteile gegenlber einer konventionellen intensivmedizinischen

Behandlung der Patienten.

Wesentlicher Nachteil des ECLP-Verfahrens ist die komplexe Logistik: Im Bedarfsfalle muss
entweder ein geeignetes humanes Organ zur Verfliigung stehen oder aber die Explantation
einer xenogenen Leber (meist porcinen Ursprungs) durchgefiihrt werden. Unter sterilen
Bedingungen mussen die Organe dann in Perfusionskammern kandliert und mit dem Blut
des Patienten perfundiert werden. Neben immunologischen und mikrobiologischen Risiken
(z.B. die Gefahr von Xenozoonosen bei der Verwendung xenogener Organe) waren
insbesondere das komplexe Verfahren zum Anschluss an den Blutkreislauf des Patienten
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und unzureichende Bevorratungsmdglichkeiten von im Bedarfsfalle einsetzbaren Organe
ausschlaggebend flr die Entwicklung so genannter hybrider Systeme. Dabei handelt es sich
um Systeme, welche aus kinstlichen Materialien (Kunststoffgehause, Membranen und
standardisierte, aus der Dialysetechnik bekannte Schlauchverbindungen) und biologischen
Komponenten (Leberzellen) bestehen. Derartige Bioreaktoren bieten insbesondere den
Vorteil der leichteren Handhabung (geschlossene, transportable Einheiten, Kombinierbarkeit
mit Plasmaseparatoren dank standardisierter Luer-Lock-Konnektoren). Die erste klinische
Anwendung eines bioreaktorbasierten Leberunterstiitzungssystems erfolgte im Jahre 1987
durch Matsumura und Mitarbeiter. Das System basierte auf einer Hdmodialyse gegen eine
Suspension von 10x10° ehemals kryokonservierter Kaninchenhepatozyten. Das Blut des
Patienten war dabei durch eine Zellulosemembran von den Hepatozyten getrennt. Ein
Patient im Leberversagen bei inoperablem Gallengangskarzinom wurde mit diesem System
behandelt und (iberlebte dem Bericht zufolge ohne Nebenwirkungen.’

Praktisch alle im weiteren Verlauf entwickelten und klinisch evaluierten extrakorporalen
Leberunterstitzungssysteme basieren auf Hohlfaserkapillaren, durch die das Nahrmedium
oder das Patientenplasma geleitet wird. Zwischen den Hohlfaserkapillaren werden die
Leberzellen angesiedelt. Vergleichbare in speziellen Kunststoffkartuschen eingebettete
Hohlfaserkapillaren werden bereits im Rahmen der Nierenersatztherapie (Dialyse)
verwendet. Der Substanztransfer zwischen dem Plasma des Patienten und den Leberzellen
erfolgt dabei Uber die Poren der Hohlfasermembran. Ein direkter Kontakt des Patientenblutes
mit biologischer Masse im Zellkompartiment des Bioreaktors kommt also nicht zustande.
Dies ermdglicht eine gewisse immunologische Barriere, limitiert aber anderseits den
Stoffaustausch und damit potentiell die Effizienz des Systems.

Neben der klinisch-technischen Notwendigkeit (Verbindung mit dem Plasmafilter), werden
die Hohlfasern zur Schaffung moglichst physiologischer Kulturbedingungen fir die
anspruchsvollen Leberzellen bendétigt: Wahrend in  unbeschichteten Schalen- und
Suspensionskulturen primarer humaner Hepatozyten bereits nach wenigen Stunden die
Stoffwechselaktivitat erlischt, konnten diverse Techniken deutlich zur Steigerung von
Stoffwechselraten und zu einer Verlangerung der Aktivitat beitragen: Die zur erfolgreichen
Kultur erwiinschte Zellimmobilisierung sowie die Vergrdlierung der Adhéasionsoberflache und
Zell-Matrixkontakte wurde durch Kollagenbeschichtung der Zelltrdger (Kulturschalen,
Glasplatten), Doppelbeschichtung von Zelltrdger und Monolayer (Sandwichkulturen),
Zelleinbettung in Matrixgele oder Agarose, Adhasion auf Microcarriern, Adhasion auf
Polymerschwammen, Spharoidbildung nach Geleinbettung sowie durch Aggregatkulturen auf
Hohlfasermembranen erreicht. Eine bessere Nahrstoffversorgung der Zellen erfolgte durch
die Rotation von Flaschen- und Schalenkulturen. Die Sauerstoffversorgung konnte durch

Integration von Oxygenierungsmembranen verbessert werden.
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Monolayerkulturen bieten einen optimalen Oberflachenkontakt fur den Stoffaustausch. Es
lassen sich bis zu 3x10° Zellen pro cm? kultivieren. Um Kulturen mit hdéherer Zelldichte
aufrechterhalten zu kénnen, wurden Bioreaktoren entwickelt, die das Perfusionsgerist des
Organs ersetzen und eine dezentrale Sauerstoffversorgung ermdéglichen. Sie bieten die
Voraussetzungen fir den mehrwochigen funktionellen und morphologischen Erhalt von
Leberzellkulturen bieten: Ein Bioreaktor schafft eine Umgebung, in dem ein stabiles
Perfusionsgerist eine adaquate Nahr- und Sauerstoffversorgung gewahrleistet und zudem
eine Zellimmobilisierung erleichtert. Die dabei in der Regel verwendeten Kapillarmembranen
teilen den Bioreaktor in intra- und extrakapillare Kompartimente ein. Die Kkultivierten
Leberzellen ordnen sich im extrakapillaren Kompartiment zu Aggregaten an und adharieren
auf der aulReren Oberflache der Kapillaren. Bei einigen wenigen Systemen wurden die Zellen
auch im Intrakapillarraum, also in den Hohlfasern kultiviert. Die geringe Porengrofie der
Kapillaren verhindert ein Entweichen der Leberzellen aus dem Zellkompartiment des
Bioreaktors, ermdglicht jedoch den Stoffaustausch. Bei einigen Systemen wird das Medium
vor Durchstrémen des Bioreaktors mit Sauerstoff angereichert; bei anderen Konzepten
werden spezielle, gaspermeable und hydrophobe Oxygenierungsmembranen eingesetzt.
Das Innere dieser Membranen wird dabei wahrend der gesamten Kaultivierungszeit
kontinuierlich von einem Gasgemisch durchstrémt und erlaubt somit eine Oxygenierung der

Zellen Uber Diffusion in unmittelbarer Zellumgebung.

1.2.2 Bioartifizielle Extrakorporale Leberunterstiitzungssysteme

1.2.2.1 Extracorporeal Liver Assist Device (ELAD)

Beim Extracorporeal Liver Assist Device (ELAD) der ersten Generation befanden sich ca.
200g Zellen einer humanen Hepatzyten-Tumorzellinie (C3A) im Dialysatraum von insgesamt
vier, auf modifizierten Dialysefiltern basierenden Bioreaktoreinheiten (50g Zellen je
Kartusche). Die verwendete Zelllinie ist ein Klonderivat der Hepatoblastom-Zelllinie HepG2.
Die semipermeable Membran, welche die C3A-Zellen vom Blut des Patienten trennt, hat
einen cut-off von 70 kDa und ist somit nicht fir Immunglobuline oder Leukozyten permeabel.
Das Blut der Patienten wird durch die Kapillaren des Filters gepumpt und nach Passage
zweier Zellfilter dem Patienten zuriickgegeben. Die Zellfilter sollen das Verschleppen von
Zelldetritus oder gar vitaler C3A-Zellen in den Koérper des Patienten verhindern.

Im Rahmen einer Phase-I-Studie zeigten 10 von 11 behandelten Patienten eine Besserung
bestimmter klinischer und biochemischer Parameter. Vier Patienten wurden erfolgreich
transplantiert, und in einem Fall konnte wegen der Regeneration der Leberfunktion auf eine
Transplantation verzichtet werden. Problematisch war die wiederholte Gerinnung des Blutes

innerhalb des extrakorporalen Kreislaufsystems, welche zu einem aggressiveren
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Heparinisierungs-Regime filhrte.® In einer kontrollierten Pilotstudie wurden 24 Patienten mit
akutem Leberversagen entsprechend des vorhergesagten klinischen Verlaufs in zwei
Gruppen stratifiziert. In Gruppe | (n = 17) wurden Patienten mit substantieller Chance auf
Erholung (30-50%) zusammengefasst; Gruppe Il (n = 7) umfasste Patienten, die bei
stationarer Aufnahme die Kriterien flr eine Lebertransplantation mit héchster Dringlichkeit
(high urgency liver transplantation, HU-LTx) erfillten. Diese Patienten wurden zwei
Therapiearmen zugeteilt: Konventionelle Intensivtherapie (Kontrollarm) und konventionelle
Intensivtherapie in Kombination mit ELAD-Therapie. Patienten der Gruppe | Uberlebten zu
75% unter konventioneller Intensivtherapie (Kontrollarm) und zu 78% bei zusatzlicher ELAD-
Therapie. In Gruppe Il Uberlebten 25% im Kontroll- und 33% im ELAD-Arm.

Das ELAD wurde nach dieser Studie technisch modifiziert und in einer Pilotstudie klinisch
evaluiert. Beim modifizierten System werden 100g Zellen in jede der Vvier
Hohlfaserkartuschen geflllt und anstelle Vollbluts mit Ultrafiltrat (Membran mit cut-off von
120 kDa) perfundiert. Die Flussrate pro Kartusche wurde von 150-200 ml/min auf 500 ml/min
erhdht. Funf Patienten mit akutem Leberversagen oder primarer Nichtfunktion eines
Lebertransplantats wurden in eine erste monozentrische Studie eingeschlossen und fur 12-
107 Stunden behandelt. Unerwlinschte Wirkungen des Systems wurden nicht beobachtet.
Alle Patienten konnten erfolgreich bis zur Transplantation Uberbrickend behandelt werden —

ein Patient verstarb allerdings zwei Tage nach LTx.°

1.2.2.2 HepatAssist System

Das HepatAssist-System wurde von Demetriou und Mitarbeitern entwickelt und ist das bisher
im Rahmen klinischer Studien am besten evaluierte bioartifizielle
Leberunterstiitzungssystem. Bei diesem Konzept werden 5-7x10° ehemals kryokonservierte
porcine Hepatozyten in den Extrakapillarraum eines hohlfaserbasierten Bioreaktors gefillit.
Plasma des Patienten wird zunachst durch eine Aktivkohleeinheit und einen Oxygenator
geleitet, bevor der Bioreaktor perfundiert wird.'®"" In einer friihen Phase-I-Studie zur
Evaluation der Sicherheit und Biokompatibilitat wurden neun Patienten im akuten
Leberversagen und ein Patient mit primarer Nichtfunktion behandelt. Acht Patienten wurden
erfolgreich bis zur LTx therapiert, zwei Patienten wurden nicht transplantiert und verstarben.
Unter Therapie konnte bei sechs Patienten eine rasche Normalisierung eines deutlich
erhdhten intrakraniellen Druckes und bei allen behandelten Patienten eine Besserung
pathologisch veranderter biochemischer Parameter beobachtet werden. Auch dieses System
erwies sich als biokompatibel.”” In einer Verlaufsbeobachtung wurden 39 Patienten in drei
Gruppen eingeteilt: Gruppe | (n = 26) umfasste Patienten im ALV mit Indikation zur LTx,
Gruppe Il-Patienten (n = 3) zeigten eine Primare Nichtfunktion (PNF) nach LTx und in

Gruppe Il (n = 10) wurden Patienten mit akuter Exazerbation eines chronischen
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Leberversagens zusammengefasst. In Gruppe | wurden 18 Patienten (69%) erfolgreich bis
zur LTx therapiert, einer dieser Patienten verstarb allerdings sieben Tage nach erfolgter
Transplantation. Sechs Patienten (23%, davon finf mit Paracetamol-induziertem ALV)
erholten sich ohne LTx. In Gruppe Il wurden alle Patienten erfolgreich bis zur Re-LTx
therapiert. In Gruppe Ill zeigten alle behandelten Patienten eine temporare klinische
Besserung — acht Patienten (80%) verstarben allerdings binnen 21 Tagen nach erster
Bioreaktortherapie."

Demetriou und Mitarbeiter schlossen in der bisher gréfiten Studie insgesamt 171 Patienten
mit fulminantem/subfulminantem Leberversagen und primarer Nichtfunktion nach
Lebertransplantation ein. 86 Patienten wurden konventionell intensivtherapeutisch betreut,
85 Patienten wurden zusatzlich mit dem HepatAssist System behandelt (HepatAssist-
Gruppe). Unter Betrachtung der gesamten Studienpopulation betrug dabei das 30-Tages-
Uberleben in der Kontrollgruppe 62%, in der HepatAssist-Gruppe 71% (p = 0,26). Nach
Ausschluss aller Patienten mit primarer Nichfunktion des Transplantates (somit n = 147)
betrug das 30-Tages-Uberleben in der Kontrollgruppe 59% sowie 73% in der HepatAssist-
Gruppe (p = 0,12). Da die Lebertransplantation einen wesentlichen Einfluss auf den
klinischen Verlauf hat, wurde auch das relative Risiko (RR) betrachtet: Das RR fur eine LTx
wahrend der ersten 30 Tage war 0,31 (p = 0,0001). Die Mehrzahl der Patienten (55%) wurde
wahrend der 30 Tage nach Einschluss in die Studie transplantiert. Bei Betrachtung aller
transplantierten Patienten Uberlebten 89% in der HepatAssist-Gruppe und 80% in der
Kontrollgruppe (p = 0,22). Bei den nicht transplantierten Patienten Uberlebten 50% in der
HepatAssist-Gruppe und 38 % in der Kontrollgruppe (p = 0,38). Das RR bezlglich der
Behandlung mit dem HepatAssist-System betrug bei Betrachtung aller (n = 171) Patienten
0,67. Bei ausschlieBlicher Betrachtung der Patienten mit fulminantem/subfulminantem
Leberversagen (also unter Ausschluss der Patienten mit primarer Nichtfunktion des
Transplantates, n = 147) betrug das RR 0,56 (p = 0,048). Bei Betrachtung der Dauer bis zum
Eintreten des Todes kam es erst unter Ausschluss der Patienten mit primarer Nichtfunktion
des Transplantates sowie Patienten mit unbekannter Aetiologie (n = 83) zu einem signifikant
(p = 0,009) verlangerten Uberleben.™ Trotz der Notwendigkeit statistischer Subanalysen zum
Nachweis signifikanter Unterschiede ist festzuhalten, dass diese Studie die erste groRe,
randomisierte, kontrollierte, multizentrische, prospektive Studie bezlglich eines
bioartifiziellen Leberunterstitzungsystems darstellt und dabei die Sicherheit des Systens und
in der Teilgruppe der Patienten mit fulminantem/subfulminantem Leberversagen eine

verbesserte Uberlebensrate gezeigt werden konnte.
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1.2.2.3 Academisch Medisch Centrum Bioartificial Liver (AMC-BAL)

Die Konfiguration der AMC-BAL unterscheidet sich von den meisten anderen
Bioreaktorsystemen im Aufbau und Perfusionsmodus des Zellkompartiments im Bioreaktor:
10x10° porcine Hepatozyten erhalten die Mdglichkeit, an einem Netzwerk aus hydrophilen
Polyesterfaden zu adharieren. Diese Matrix wird von der Oxygenierung dienenden
Hohlfaserkapillaren durchzogen. Das mittels eines Plasmafilters gewonnene Plasma wird
direkt durch das Zellkompartiment des Bioreaktors geleitet. Anders als bei den Ubrigen
hohlfaserbasierten Systemen kommt es beim AMC-BAL also zu einem direkten Kontakt des
Plasmas mit den Zellen.">"®

In einer Phase | Studie wurden 12 Patienten im akuten Leberversagen behandelt. Alle
Patienten zeigten eine Enzephalopathie Grad II-IV und waren als Kandidaten fir eine
Lebertransplantation mit hdchster Dringlichkeit registriert. Dabei wurden 11 von 12 Patienten
erfolgreich bis zur Lebertransplantation Uberbriickend behandelt. Ein Patient erholte sich
unter der Therapie ohne dass es eine Lebertransplantation bedurfte. Die Behandlungsdauer
betrug 8-35 Stunden. Vier Patienten starben binnen eines Monats nach zunéachst
erfolgreicher Lebertransplantation. Die Ubrigen acht Patienten zeigten ein Sechs-Monats-

Uberleben von 66%."”

1.2.3 Grenzen derzeitiger bioartifizieller Konzepte

Die bisherigen klinischen Anwendungen extrakorporaler Leberunterstiitzungssysteme
belegen, dass die Konzepte auch bei schwerkranken Patienten im Leberversagen sicher
anwendbar sind. Erste Studien zeigen nachweisbare klinische Effekte und insbesondere
einen — wenn auch bescheidenen — Uberlebensvorteil der Patienten, die mit extrakorporalen
Leberunterstlitzungssystemen behandelt wurden. Verglichen mit den Auswirkungen einer
Lebertransplantation auf den klinischen Verlauf des Patienten sind die Leistungen der
extrakorporalen Systeme allerdingsderzeit noch als zu gering einzustufen. Bei der alleinigen
Verwendung artifizieller Systeme werden bei fehlender biologischer Komponente nur
entgiftende Leistungen bereitgestellt. Im Idealfall wird der circulus vitiosus unterbrochen und
die geschadigte Leber kann regenerieren. Komplexe regulative Prozesse oder gar
synthetische Leistungen konnen von diesen Systemen nicht erwartet werden. Bei der
Verwendung biologischer Komponenten weisen jedoch alle bisher entwickelten und klinisch
eingesetzten Systeme konzeptionelle Einschrankungen auf:

* Je nach Konzept werden dem Patienten 50-600g Leberzellen extrakorporal zur
Verfugung gestellt. Die durchschnittliche Leberzellmasse eines erwachsenen
Menschen betragt jedoch rund 1500g. Klinische Erfahrung bezilglich der
erforderlichen Zellmasse konnte im Rahmen der Lebendspende-Lebertransplantation

gemacht werden. Aufgrund der Organknappheit werden in ausgewahlten Fallen
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freiwillige, gesunde und blutgruppenkompatible Spender herangezogen, deren Leber
teilweise reseziert und dem Patienten im Leberversagen transplantiert wird.
Wesentliches Problem ist dabei die erforderliche Mindestmasse an zu
transplantierendem Gewebe. Es zeigte sich in diesem Kontext, dass ein Transplantat
mit einer Masse von weniger als 40% der idealen Lebermasse des Patienten mit

einem erhéhten Risiko fiir ein Transplantatversagen verbunden ist.'

Das Problem wird noch deutlicher wenn man bedenkt, dass die Zellmasse in
Bioreaktoren durch — je nach Konzept ein bis zwei — Membranen vom Blut des
Patienten getrennt wird. Der notwendige Stoffaustausch wird dabei durch die
Membranbarrieren je nach cut-off mehr oder weniger deutlich eingeschrankt.
Kinstliche Kapillaren sind als Ersatz flir GefélRe in Bioreaktoren technisch notwendig,
kdnnen aber bezuglich ihrer Permeabilitdt und rheologischen Eigenschaften nicht mit
dem Endothel des intrahepatischen Gefallsystems konkurrieren. Die Problematik
eines limitierten Stoffaustauschs wird durch das pro Zeiteinheit prozessierte Blut-
bzw. Plasmavolumen noch verstarkt: Die Leber eines erwachsenen Menschen in situ
wird mit durchschnittlich 1500ml Blut pro Minute perfundiert. Je nach Konzept werden
die extrakorporal betriebenen Bioreaktoren aus technisch-rheologischen Griinden mit

lediglich 100-500ml/min Plasma durchstrémt."®

Das grofdte Problem biologischer extrakorporaler Leberunterstitzungssysteme ist
jedoch die Zellquelle: Xenogene Zellen — obschon durch einfache Logistik und gute
Verfligbarkeit gekennzeichnet — bergen das Risiko von Zoonosen. Dies fuhrte
insbesondere in Bezug auf die méglicher Ubertragung porciner endogener Retroviren
(PERV) auf den Menschen zu intensiven Diskussionen und einem Moratorium
beziglich der Verwendung dieser Zellen in vielen Landern. Zusatzlich bestehen
zwischen Schwein und Mensch — entgegen erster Erwartungen — Unterschiede
beziiglich relevanter Stoffwechselprozesse.” Eine nur eingeschrankte Kompatibilitét
biologischer Prozesse limitiert den Nutzen porciner Hepatozyten bei der Therapie von
Patienten im Leberversagen.?’ Ahnliches gilt fiir Tumorzelllinien. Trotz des humanen
Ursprungs, ist die leberspezifische metabolische Kapazitat der Zellen verglichen mit
primaren Leberzellen um ein Vielfaches reduziert. Trotz der extrakorporalen
Anwendung und dem Einsatz diverser Sicherheitsfilter besteht zudem grundsatzlich
das Risiko des Transfers von Tumorzellen in den Blutkreislauf des Patienten und

somit die Gefahr der Entstehung von Tumoren.
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1.3 Hepatozytentransplantation

Die Transplantation autologer oder allogener Hepatozyten stellt eine Mdoglichkeit zur
Zelltherapie bei  bestimmten Lebererkrankungen dar. Insbesondere hereditare
Stoffwechseldefekte wie das Crigler-Najjar-Syndrom, Defekte der Harnstoffsynthese oder die
familiare Hypercholesterinamie aber auch das akute Leberversagen und das Leberversagen
nach erweiterter Leberteilresektion sind mdgliche Indikationen.

Eine Hepatozytentransplantation wurde bisher im Rahmen klinischer Studien bei mehr als
100 Patienten durchgefiihrt.?? Ziel dieser Anwendungen war eine Uberbriickungsbehandlung
bis zur Lebertransplantation oder aber — im Idealfall — bis zur Wiederherstellung einer
ausreichenden Leberleistung.

Weltweit wurden bei 21 Kindern Hepatozyten zur Korrektur metabolischer Stérungen
transplantiert. Darunter waren zwei Brider mit einem Faktor-VIl- Mangel, die kyokonservierte
Leberzellen - entsprechend ca. 5% der Leberzellmasse — via V. porta infundiert erhielten.
Postinterventionell  zeigten sie bis zum  Zeitpunkt der Durchfihrung einer
Lebertransplantation nach sechs Monaten eine Reduktion der erforderlichen exogenen
Faktor VIl Gabe um 80%.%% Zwei Kinder mit einer Glykogenspeicherkrankheit Typ IA wiesen
nach Zelltransplantation einen signifikant verbesserten Glukosstoffwechsel ohne dietatische
Einschrankung auf.?*

Das Crigler-Najjar-Syndrom Typ | basiert auf einer Mutation des UGT1A1-gens, welches fur
die Konjugation des Bilirubins verantwortlich ist. Vier Kinder mit dieser Erkrankung wurden
mittels Hepatozytentransplantation behandelt. Die intraportale Infusion von kryokonservierten
primaren humanen Leberzellen (ca. 5% der Leberzellmasse) fuhrte zu einer Reduktion der
Hyperbilirubinamie um 30-50%, zu einem geringeren Risiko des Auftretens eines
Kernikterus’ und zu einer bis annahernd drei Jahre anhaltenden Bilirubinkonjugation.?>°
Insgesamt 37 Patienten wurden aufgrund eines akuten Leberversagens mit unfraktionierten,
genetisch nicht modifizierten Leberzellen behandelt. Zehn Kinder im Alter von drei Monaten
bis 16 Jahren wurden mittels Hepatozyteninfusion in die Pfortader sowie in einem Falle in die
Peritonealhdhle behandelt. Drei Patienten wurden erfolgreich bis zur Lebertransplantation
Uberbriickend behandelt; zwei Patienten erholten sich, ohne dass eine LTx erfolgen musste.
Trotz Multiorganversagen in Folge der schweren Leberschadigung konnte bei acht von 10
Kindern nach Hepatozytentransplantation eine signifikante Senkung des Ammoniakspiegels
sowie eine Besserung der bestehenden Enzephalopathie beobachtet werden.?’

Von 15 erwachsenen Patienten mit akutem medikamentenassoziierten Leberversagen
konnte bei zehn Patienten eine Besserung des Enzephalopathiegrades sowie des
Ammoniakblutspiegels nachgewiesen werden. Die Transplantation von Leberzellen in die
Milz wurde als Uberbriickungsbehandlung bis zur Lebertransplantation bei zwei Patienten

erfolgreich durchgeflihrt. Drei Patienten erholten sich nach Hepatozytentransplantation (n=2
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intrahepatisch, n=1 intraperitoneal) ohne Notwendigkeit einer LTx. Die Ubrigen Patienten
verstarben in der Regel an einer Sepsis. Zwei Patienten mit idiopathischem akutem
Leberversagen wurden mittels Transplantation von Hepatozyten in die Milz behandelt. Ott
und Mitarbeiter berichteten Uber die erfolgreiche Behandlung einer Patientin mit
Knollenblatterpilzvergiftung: Zwolf Wochen nach Transplantation der Zellen Uber die
Pfortader wurde die Immunsuppression bei restitutio ad integrum der Leberleistung beendet.
Desweiteren wurden acht Patienten mit viral bedingtem akuten Leberversagen sowie ein
Patient nach Trisektorektomie behandelt.

Zur Therapie von Patienten im chronischen Leberversagen wurde in der Regel die Milz als
Implantationsort gewahlt. Die Milz eines Patienten mit Leberzirrhose kann ein Volumen von
800-1200g aufweisen (im akuten Leberversagen dagegen i.d.R. nur 100-150g) und
ermdglicht die sichere Unterbringung von 6x10° bis 6x10° Zellen.?® Nachdem Mito et al. im
Kleintiermodell erfolgreich die Langzeitfunktion der Zellen sowie die ,Hepatisierung“ der Milz
nachweisen konnten, flhrten sie die ersten Behandlungen von an Leberzirrhose erkrankten
Patienten mittels Autotransplantation von aus Leberteilresektaten gewonnenen Hepatozyten
in die Milz durch. Die transplantierten Hepatozyten wurden mittels Tc99m-Markierung bis zu
sechs Monate nachgewiesen. lhr Einfluss auf die Besserung der Enzepahlopathie der
Patienten wurde von den Autoren allerdings als gering eingestuft.*® Zehn weitere Patienten

erhielten Zell-Allotransplantate von Spenderlebern ohne Zirrhose.

Voraussetzung fur eine klinisch  erfolgreiche  Hepatozytentransplantation  sind
transplantierbare Hepatozyten mit einer ausreichende Vitalitat und Funktionalitat. Primare
humane Hepatozyten werden aus nicht zur Transplantation geeigneten Spenderlebern oder
Leberteilresektaten isoliert und kdnnen entweder direkt zur Zelltransplantation therapeutisch
eingesetzt oder zwischenzeitlich in Zellbanken kryokonserviert gelagert werden. Der
erfolgreiche klinische Einsatz der Hepatozytentransplantation setzt einerseits die
Optimierung der logistischen Prozesse, mallgeblich der Kryokonservierung isolierter
Leberzellen, andererseits Erkenntnisse hinsichtlich der Eingliederung der Zellen in das
Zielgewebe (Engraffment) voraus. ldealerweise kommt es durch die Proliferation der
transplantierten Zellen in der Empfangerleber zu einem teilweisen oder vollstandigen Ersatz
des erkrankten Parenchyms durch transplantierte metabolisch uneingeschrankt aktive
Zellen. Wenig ist bislang Uber das Schicksal transplantierter Zellen nach deren intravasalen
Applikation bekannt. Klinische Methoden zum Nachweis transplantierter Zellen basieren auf
histologischen Untersuchungen oder dem Einsatz von Radioisotop-markierten Zellen.
Soriano et al. konnten unter Bericksichtigung des Y-Chromosoms bei Transplantation
mannlicher Zellen in weibliche Empfanger nicht nur den Umfang der Eingliederung

transplantierter Leberzellen in die Leber  mittels quantitativer  Echtzeit-
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Polymerasekettenreaktion sondern auch die Integration in das Leberparenchym
demonstrieren.*

Die geschilderten Verfahren basieren entweder auf invasiven Methoden zur Gewinnung von
Lebergewebe oder aber den Einsatz radioaktiver Substanzen. Die
Magnetresonanztomographie (MRT) stellt dagegen eine sichere, nicht-invasive
Untersuchungsmethode dar. Die Médglichkeit der Zellverfolgung mittels MRT ware ein
wertvolles Werkzeug flir die Grundlagenforschung im Bereich der zellbasierten
Regenerativen Medizin diente zudem — im Falle des klinischen Routineeinsatzes — der

individuellen Qualitatskontrolle.
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Il Darstellung der eigenen Arbeiten

21 Single Pass Albumin Dialysis (SPAD)

I.M. Sauer, M. Goetz, I. Steffen, G. Walter, D.C. Kehr, R. Schwartlander, Y. J. Hwang, A.
Pascher, J. C. Gerlach, P. Neuhaus: In vitro comparison of the Molecular Adsorbent
Recirculation System (MARS) and Single Pass Albumin Dialysis (SPAD) Hepatology; 2004,
39: 1408 — 1414

Bei der Albumindialyse wird das Blut des Patienten durch die Hohlfaserkapillaren eines
Highflux-Dialysefilters geleitet. An der Aulienseite der Hohlfaserkapillaren wird eine mit
Albumin angereicherte Dialyseldsung vorbeigeleitet. Das Albumin dient dabei als
Akzeptorsubstanz fiir wasserunlosliche Toxine. Diese sind im Patientenblut Gberwiegend an
Albumin gebunden und sollen Uber die Dialysemembran in die Albuminldésung Ubergehen.
Beim Molecular Adsorbent Recirculating System (MARS) zirkuliert eine Albuminlésung durch
einen nicht albumin-permeablen Highflux-Hamodialysefilter vom Patientenblut getrennt in
einem geschlossenen Kreislauf (Abb. 2a). Diese Albuminlésung durchstromt einen
Anionenaustauscher und einen Aktivkohlefilter. Sie wird danach zusatzlich durch eine
Standarddialyselésung nach dem Prinzip der kontinuierlichen veno-vendésen Hamodialyse
(CVVHD) oder der kontinuierlichen veno-vendsen Hamodiafiltration (CVVHDF) dialysiert.
Dieser Kreislauf dient der Aufnahme albumingebundener Toxine aus dem Patientenblut
durch Bindung an das zirkulierende Albumin und der anschlieRenden Regeneration des
zirkulierenden Albumins durch Ubernahme der Toxine in die Anionenaustauscher- und
Aktivkohleeinheit. Die Dialyse dient der Entfernung wasserldslicher Substanzen.
Beim auf der FPSA-Methode (Fractionated Plasma Separation and Adsorption) basierenden
Prometheus-System wird das Plasma durch einen albumindurchlassigen Filter separiert und
anschliefend durch Kartuschen mit lonenaustauscher und Neutralharz geleitet (Abb. 2c).
Diese dienen einer direkten Aufreinigung der Albuminfraktion des Patienten. Nach Passage
des albumindurchlassigen Filters wird das Blut zusatzlich durch einen Highflux-Dialysefilter
geleitet und direkt (im Primarkreislauf) dialysiert.
Die Kosten flir eine Behandlungseinheit von durchschnittlich 6 Stunden betragen fir MARS
und Prometheus ca. 2200,- Euro. Neben dem grof3en apparativen Aufwand gestalten sich
Aufbau und Betrieb der Systeme auf der Intensivstation als sehr aufwandig.
Mit der im Rahmen dieser Arbeit erstmals systematisch untersuchten Single Pass Albumin
Dialysis (SPAD) besteht eine einfache und mit ca. 700,- Euro Materialkosten eine
kostenginstige Alternative zum MARS-Konzept: Bei der SPAD wird das Patientenblut unter
Verwendung einer einfachen CVVHDF-Dialyseapparatur ebenfalls durch die Hohlfasern
eines Highflux-Dialysefilters geleitet. Die Aulenseite der Filtermembranen wird in Analogie
zum MARS mit einer Albuminlésung im Gegenstromprinzip umsplilt. Diese Albuminlésung
wird allerdings nach dem Passieren des Filters verworfen und nicht — wie im MARS-Konzept
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— wieder aufbereitet (Abb. 2b). Das Konzept SPAD ermdglicht die Kombination mit einer
CVVHDF Uber den Highflux-Dialysefilter und somit auch die effiziente Entfernung von

wasserloslichen Substanzen.

Molecular Adsorbent Recirculation System inale P. Al in Dial PAD
(MARS) im CVVHD-Betriebssmodus SingleiEass Albumin Disly e (SEAD)

Dialysat ZufluB Albumin-
ZufluB  Dialyselésung

Adsorption
Harz Fillor  Aktivkohie
AJ "‘H P_dﬁ\_.
Ca)

i~

i
_ -1+ —

Ce 58
— 8i e 8

|}~ Dialysat Dialysat A

ZufluB  AbfluB
A
< ~ +-
LowFux b
a etimnian Dialysat

AbfluB

Prometheus System
Filtration, Adsoption und Dialyse

- Dialysat ZufluB
D Dialysat AbfluB

Adsorption

I

Cc

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Detoxifikationssysteme MARS (a),
SPAD (b) und Prometheus (c)

MARS, SPAD und das Nierenersatzverfahnren CVVHDF wurden hinsichtlich ihrer
Detoxifikationsleistungen unter standardisierten und vergleichbaren in vitro-Bedingungen
evaluiert: Zur Simulation eines Patienten im akuten Leberversagen wurde humanem Plasma
Giftstoffe hinzugesetzt, welche eine Rolle in der Pathophysiologie des Leberversagens sowie
als relevante klinische Markersubstanzen spielen: Gallensauren, Bilirubin, Harnstoff,
Ammoniumchlorid und Kreatinin. Das toxinbeladene Plasma wurde anschlielend jeweils 6,5
Stunden mit MARS, SPAD und konventioneller veno-ventsen Hamodiafiltration prozessiert

und die Entgiftungsleistungen der Systeme verglichen.’'

Die Analyse der Eliminationskapazitat der unterschiedlichen Systeme flir wasserl6sliche
Toxine zeigte eine signifikante Uberlegenheit der SPAD und der CVVHDF gegeniiber MARS.
Dieser Unterschied ist vermutlich dadurch bedingt, dass beim MARS-Konzept die Dialyse im

Sekundarkreislauf stattfindet. Dieser technische Umstand fihrt dazu, dass nicht das
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Patientenblut direkt, sondern die rezirkulierende Albuminlésung von wasserldslichen Toxinen
befreit wird. Bei der diesbeziglich effektiveren SPAD und CVVHDF hingegen findet die
Dialyse im Primarkreislauf statt. Dadurch ist eine signifikant bessere Entfernung
wasserloslicher Toxine aus dem  Plasmakreislauf mdglich.  Hinsichtlich  der
Eliminationsfahigkeit der Systeme fiir albumingebundene Toxine ergibt sich ein signifikanter
Vorteil fir das SPAD- und das MARS-Konzept gegeniber dem herkdmmlichen CVVHDF-
Verfahren. Die Ursache hierfir ist die beim MARS- und SPAD-Konzept der Dialysel6sung
zugesetzte Akzeptorsubstanz Albumin. Der zeitliche Verlauf der Detoxifikationskapazitat fir
albumingebundene Toxine ist durch Unterschiede zwischen dem SPAD- und dem MARS-
Konzept gekennzeichnet: Zu Beginn weisen beide eine vergleichbare Entgiftungskapazitat
auf. Diese nimmt jedoch beim MARS-Verfahren im Versuchsverlauf stetig ab, wahrend sie
bei der SPAD-Methode annahrend gleich bleibt. Eine mogliche Erklarung hierfur ist die im
Verlauf des Betriebs zunehmende Sattigung der beim MARS verwendeten Adsorber. Im
Vergleich dazu zeigt das SPAD-System unter Kkontinuierlicher Zugabe freier
Adsorbermolekule eine weitgehend konstant bleibende Detoxifikationsleistung. Die
Anwendungsdauer des MARS-Verfahren ist somit durch seine Konzeption limitiert: Durch die
aus dem Blut entfernten Substanzen werden die Adsorberkartuschen nach einem gewissen
Zeitraum gesattigt. Sie missten ausgetauscht werden, wollte man die Behandlung auf dem
gleichen Leistungsniveau fortflhren. Das SPAD-Verfahren kann hingegen ohne
Zeitbegrenzung durch die kontinuierliche Zugabe frischer Humanalbuminlésung fortgefiihrt
werden. Mdgliche Limitationen bestehen allerdings durch einen abnehmenden
Stoffaustausch Uber die Kapillaren des Dialysefilters durch das Ausbilden so genannter
Sekundarmembranen oder durch einfaches Verstopfen des Filters im Rahmen der

Blutgerinnung bei Kontakt mit Fremdmaterialien.

Die erste Generation von Detoxifikationssystemen zur Elimination von lipophilen und
wasserloslichen Toxinen nutzt exogenes (MARS, SPAD) oder endogenes (Prometheus)
Albumin als Akzeptorsubstanz bzw. Transportmolekil. Trotz aller Optimierungsbemuihungen
sind bei der Verwendung von Albumin die hohen Kosten, die Komplexitat der Verfahren und
die geringe Effizienz von Nachteil.

Humanes Albumin ist ein Protein mit einer hohen Bindungskapazitat auch fir im
Leberversagen anfallende Toxine und kann daher als Akzeptorsubstanz bzw. Adsorbent in der
Albumindialyse eingesetzt werden. Zur therapeutischen Verwendung wird Albumin in der
Regel aus menschlichem Plasma gewonnen, industriell aufgearbeitet und sterilisiert mit
Stabilisatoren (z.B. Fettsauren) versetzt als pharmazeutisches Produkt vertrieben. Fur die
Anwendung in Entgiftungssystemen sind die Stabilisatoren allerdings nachteilig, da sie die

Toxin-Bindungskapazitadt des Albumins beeintrachtigen. In den letzten Jahren kam es zu
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einem deutlichen Rickgang der Zahl an kommerziellen Plasmapheresezentren. So haben die
im internationalen Industrieverband organisierten Unternehmen in den letzten Jahren ihr
Plasmavolumen von 11,5 Mio. Liter auf 8,1 Mio. Liter gesenkt und auferdem die
Fraktionierkapazitat um 13% reduziert, was zum Teil durch Stilllegung von Anlagen erfolgte.*
Dies fuhrte zu deutlichen Preissteigerungen (bis zu 135 Euro pro 100ml Humanalbumin 20%)
und somit zu einer Erhéhung der Betriebskosten albuminbasierter Systeme. Naheliegendes
Ziel ist es daher, Albumin durch alternative Akzeptorsubstanzen zu ersetzen, um nicht nur den
Prozess der Toxinentkopplung zielgerichteter und effektiver gestalten zu kénnen, sondern
gleichzeitig ein effizientes Blutreinigungsverfahren entscheidend preisglinstiger zur Verfigung

zu stellen.
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2.2 Gewinnung primédrer humaner Leberzellen

I.M. Sauer, K. Zeilinger, N. Obermayer, G. Pless, A. Pascher, T. Mieder, S. Roth, M. Goetz, D.
Kardassis, A. Mas, P. Neuhaus, J.C. Gerlach: Primary human liver cells as source for modular
extracorporeal liver support — a preliminary report. International Journal of Artificial Organs;
2002, 25(10): 1001-1005

F.W.R. Vondran, E. Katenz, R. Schwartlander, M.H. Morgul, N. Raschzok, X.B.Gong, X.D.
Cheng, D. Kehr, I.M. Sauer: Isolation of primary human hepatocytes after partial hepatectomy
— Criteria for identification of the most promising liver specimen. Artificial Organs 2008, 32:
205-213

Die Entwicklung von Methoden der Leberzellisolierung basiert im Wesentlichen auf
Erfahrungen im Kleintiermodell (Ratte). Das erste Protokoll fiir eine erfolgreiche Isolierung
intakter Hepatozyten mittels kombinierter mechnanisch-enzymatischer Verdauungstechnik
wurde in den Sechziger Jahren durch Howard et al. beschrieben. Mittels dieser Methode
konnten jedoch lediglich 3-5% der urspringlichen Zellmasse als isolierte vitale Zellen
gewonnen werden. Die Methode wurde daher im weiteren zeitlichen Verlauf durch Berry und
Friend modifiziert und durch Seglen im Sinne eines zweistufigen Kollagenase-
Perfusionsverfahrens optimiert. Diverse Modifikationen dieser Methode wurden in den
folgenden Jahren publiziert. Insbesondere die Enzyme waren dabei Gegenstand von
Untersuchungen. So erfolgten Leberzellisolierungen mit Kollagenase, Hyaluronidase,
Trypsin, Pronase und Dispase. Wesentliche Faktoren fir den Erfolg des
Isolierungsprozesses sind dabei neben der Wahl geeigneter Enzyme und deren
Konzentrationsverhaltnisse insbesondere die Einwirkzeit und die Pufferbedingungen. Die
Mehrzahl der Protokolle basiert auf Kollagenasepraparationen mit Clostridopeptidase A
sowie Proteasen, Polysaccharidasen und Lipasen. Ideale Mischungsverhaltnisse mit
Proteasen sind von wesentlicher Bedeutung fur das Isolierungsergebnis: Die Verwendung
von Liberase (hochaufgereinigte Kollagenase mit definierten neutralen Proteasen) fihrte zu
einer hohen Ausbeute viabler Hepatozyten bei Ratte und Schwein. Vorteile der Verwendung
von Liberase sind die qualitative Konsistenz von Charge zu Charge, eine reproduzierbare
Isolierungsleistung, ein relativ milder enzymatischer Verdau und niedrige Endotoxinspiegel.
Insbesondere bakterielle Endotoxine sind relevante Kontaminationen der traditionell
verwendeten Kollagenasen und wurden als wesentliche Ursache fur eine reduzierte
Zellviabilitat nach lIsolierung identifiziert. Eine weitere Optimierung der Isolierungsprozedur
wurde durch die Kontrolle der proteolytischen Aktivitdt der Enzyme durch Zugabe von
Humanalbumin erzielt. Bessere Ergebnisse — insbesondere bei der Isolierung von Zellen aus
vollstdndigen humanen Lebern — konnten durch die Stabilisierung des pH sowie durch eine
Oxygenierung der Isolierungslésungen erreicht werden.

Wesentliches Problem ist das limitierte Angebot an geeignetem Spendermaterial flr die
Zellisolierung primarer humaner Hepatozyten. Entnommenes Lebergewebe nach

medizinisch indizierter Leberteilresektion ist eine verhaltnismalig zuverlassige Zellquelle.
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Um die Bereitstellung von humanen Leberzellen aus Leberteilresektaten zu optimieren,
wurde der Einfluss einer Vielzahl von Spendercharakteristika auf das Ergebnis der
Zellisolierung untersucht. Wie aufgrund der pathophysiologischen Zusammenhange zu
vermuten, konnte die héchste Anzahl vitaler Zellen aus Gewebe von Patienten mit gutartigen
Lebererkrankungen isoliert werden. Lebergewebe von Spendern mit bdsartigen
Erkrankungen im Sinne von primaren und sekundaren Tumoren zeigen eine deutlich
reduzierte  Zellausbeute. Die Isolierung primarer humaner Leberzellen aus
Leberteilresektaten erfolgt in der Regel mittels einer modifizierten, zweiphasigen
Kollagenaseperfusion (Abb. 3): In der ersten Phase erfolgt die Perfusion mit calciumfreier
Lésung, die mit einem Chelatbildner (beispielsweise EDTA) angereichert ist. Diese Phase
dient der Unterbrechung desmosomaler Verbindungen zwischen den Zellen sowie dem
Herausspllen von intravasal verbliebenem Blut. Nachfolgend wird die Leber zur
Desintegration des Gewebes mit calciumhaltiger Kollagenaseldsung perfundiert. Mittels
dieser Techniken erreicht man bei der Isolierung von Zellen aus Resektaten, welche bei
leberchirurgischen Eingriffen anfallen, eine Zellviabilitdt von 80-90% und eine Zellausbeute

von bis zu 1-2 x10” Zellen pro Gramm Lebergewebe.

Abbildung 3: Aufbau der Perfusionseinrichtung zur Isolierung
primarer humaner Leberzellen aus einem Leberteilresektat.

Auch die erfolgreiche Isolierung von Leberzellen aus vollstdndigen Organen wurde
beschrieben. Zur Verfigung stehen dabei Organe, die fir eine Lebertransplantation
freigegeben wurden, dann aber aufgrund einer Vorschadigung als nicht transplantierbar
beurteilt werden. Griinde fur derartige Ablehnungen sind Steatosis hepatis, Zirrhose, Fibrose

oder aber — in seltenen Fallen — Verletzungen des Organs. Die Ergebnisse der Zellisolierung
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aus diesen Organen sind aufgrund der Vorschadigung schlechter als bei Resektaten oder
porcinen Lebern. Insbesondere bei deutlicher Steatosis oder Zirrhose flihrten die
zweistufigen Isolierungsverfahren zu inakzeptablen Ergebnissen.

Zur Isolierung von Zellen aus vollstandigen Organen wurde auf Basis des urspriinglichen
Zweistufen-Verfahrens ein  Flnfstufen-Verfahren unter simultaner Perfusion des
portalvenosen und arteriellen Stromgebietes der Leber entwickelt. Im Rahmen der Isolierung
von Zellen aus der porcinen Leber konnte eine mittlere Viabilitdt von 76% und eine mittlere
am Ausgangsgewicht der Leber gemessene Zellausbeute von 82% erreicht werden.*® Bei
der Isolierung von Zellen aus vorgeschadigten und daraufhin abgelehnten Spenderorganen
ist die durchschnittliche Viabilitat der Zellen nach Isolierung dagegen nur 55%.%

Die Mehrzahl der bisher klinisch eingesetzten zellbasierten Leberunterstitzungssysteme
basiert aus logistischen Grinden auf porcinen Zellen oder aber auf Linien humaner
Tumorzellen. Tumorzelllinien bergen das Risiko einer metastatischen Tumoraussaat und
sind hinsichtlich hepatozytenspezifischer Stoffwechselprozesse metabolisch weniger aktiv
als primare Zellen. Porcine Zellen dagegen sind durch eine teilweise bestehende
metabolische Inkompatibilitdt und Infektionsrisiken gekennzeichnet. Die Verwendung
primarer humaner Leberzellen ist demgegeniber aus physiologischen Grinden ideal. Fur die
Gewinnung primarer humaner Hepatozyten werden Leberteilresektate sowie Organe
herangezogen, die fiir eine Organtransplantation freigegeben wurden, jedoch aufgrund von
Organveranderungen (z.B. Verfettung, Zirrhose, Verletzung) nicht transplantiert werden
kénnen. Bei Verwendung von abgelehnten Spenderorganen als Zellquelle fur klinisch
einsetzbare Systeme stellen sich zwei Probleme: Die Verfugbarkeit eines abgelehnten
Spenderorgans ist nicht planbar und eine ideale Deckung des Bedarfs an therapeutisch
einsetzbaren Bioreaktoren ist daher nicht moglich. Zusatzlich weist jedes genutzte Organ
eine individuelle Art und Intensitdt der Schadigung auf. Dementsprechend ist auch ein
zellgefiliter Bioreaktor individuell zu charakterisieren, um die leistungsfahigen und somit

klinisch am Patienten einsetzbaren Bioreaktoren zu identifizieren.
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23 Erweiterung des CellModule Bioreaktorsystem zum Modular Extracorporeal
Liver Support (MELS) Konzept sowie dessen klinische Evaluierung

I.M. Sauer, D. Kardassis, K. Zeillinger, A. Pascher, A. Gruenwald, G. Pless, M. Irgang, M.
Kraemer, G. Puhl, J. Frank, A.R. Miiller, Th. Steinmiiller, J. Denner, P. Neuhaus, J. C.
Gerlach: Clinical extracorporeal hybrid liver support — phase | study with primary porcine liver
cells. Xenotransplantation; 2003, 10: 460-469

I.M. Sauer, J.C. Gerlach: Modular Extracorporeal Liver Support (MELS). Artificial Organs;
2002; 26(8): 703-706

I.LM. Sauer, K. Zeilinger, G. Pless, D. Kardassis, T. Theruvath, A. Pascher, M. Goetz, P.
Neuhaus, J. C. Gerlach: Extracorporeal Liver Support based on Primary Human Liver Cells
and Albumin Dialysis — Treatment of a Patient with Primary Graft Non-Function. Journal of
Hepatology; 2003, 39 (4): 649 — 653

Der von Gerlach et al. entwickelte CellModule Bioreaktor (zunachst als Berlin Extracorporeal
Liver Support, BELS bezeichnet) basiert auf drei in einander verwobenen und in ein
Polyurethangehduse eingegossenen Kapillarbindeln. Die drei Kapillarbindel kdnnen
unabhangig voneinander perfundiert werden und dienen unterschiedlichen Zwecken: Aus
Polyethersulfon bestehende Hohlfasermembranen dienen der Perfusion mit Nahrmedium
oder — wahrend der Therapie — mit Plasma des behandelten Patienten. Hydrophobe
Kapillaren dienen der dezentralen Oxygenierung. Die drei Membranbindel sind im
Innenraum des Polyurethangehauses so miteinander verwoben, so dass ein regelmaliges
Muster von identischen Versorgungsstrukturen (Medium- und Oxygenierungskapillaren)
entstehen kann. Das Zellkompartiment, also der Raum zwischen den Hohlfaserkapillaren,
kann mit bis zu 600g Leberzellen gefiillt werden. In der initialen Phase wurde das System mit
porcinen Zellen bestlickt. Aufgrund unzureichender Kompatibilitat bezlglich metabolischer
und regulatorischer Prozesse sowie dem grundsatzlichen Risiko der Ubertragung von
Xenozoonosen bei Verwendung porciner Zellen wurden im weiteren Verlauf primare humane
Leberzellen eingesetzt.

In einer klinischen Phase | Studie bezuglich des CellModule Bioreaktors wurden 8 Patienten
im akuten Leberversagen nach Meldung zur Lebertransplantation mit héchster Dringlichkeit
fir einen Zeitraum von 8-46 Stunden mit porcinen Zellen behandelt. Ziel dieser ersten
klinischen Studie war insbesondere der Nachweis der Sicherheit des Systems und der
Biokompatibilitdt. Dabei wurde Plasma kontinuierlich vom Vollblut des Patienten separiert,
das Bioreaktorsystem mit einem Fluss von 200-250ml/min perfundiert und schlieRlich dem
Patienten zurlickgegeben. Alle acht Patienten konnten erfolgreich Uberbriickend bis zur
Transplantation behandelt werden. Wahrend der Therapie wurden keine gravierenden
unerwlinschten Wirkungen beobachtet worden — das System erwies sich also als
biokompatibel. Das Fiinf-Jahres-Uberleben der Patienten ist 100%. Bei keinem der Patienten

konnte eine Infektion mit porcinen endogenen Retroviren (PERV) nachgewiesen werden.>
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Modular Extracorporeal Liver Support

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Modular Extracorporeal
Liver Support (MELS) Konzepts

Basierend auf Untersuchungen zur Single Pass Albumindialyse (SPAD) wurde der
Bioreaktor im weiteren Verlauf durch dieses artifizielle Detoxifikationsverfahren erganzt und
zum Modular Extracorporeal Liver Support (MELS) System erweitert.*” Bei diesem Konzept
wird das Blut des Patienten zwecks Entzugs albumingebundener, nicht wasserldslicher
Toxine via SPAD zunachst durch eine Highflux-Dialysekartusche geleitet. Eine
kontinuierliche veno-venése Hamodiafiltration (CVVHDF) Uiber dieselben Hohlfaserkapillaren
ermoglicht neben der Entfernung wasserldslicher Toxine auch die Volumenreduktion im
Sinne der Nierenersatztherapie. Nach Passage des Dialysefilters wird in einem weiteren
Filter das Plasma des Patienten von den korpuskularen Anteilen des Blutes getrennt und mit
200-250 ml/min durch die Hohlfaserkapillaren des nunmehr mit humanen Leberzellen
gefullten CellModule Bioreaktors geleitet (Abb. 4). Die artifizielle Komponente dient der
einfachen und effizienten Entfernung von albumingebundenen und wasserléslichen Toxinen
und reduziert damit auch die Toxinbelastung der Zellen im Bioreaktor. Von einem Teil der
Entgiftungslast befreit, kdnnen die Leberzellen im Idealfall komplexere regulatorische und
synthetische Prozessen Ubernehmen. Die humanen Leberzellen wurden aus Organen
gewonnen, die flr eine Lebertransplantation freigegeben wurden, dann aber aufgrund
histopathologischer Veranderungen (z.B. Steatosis hepatis, Fibrose, Zirrhose) nicht fiir eine

Transplantation in Betracht kamen.®®
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Abbildung 5: Intensiv-
medizinischer Einsatz des
Modular Extracorporal Liver
Support System (MELS). Die
blut- und plasmafiihrenden
Leitungen, der Bioreaktor
sowie Plasma- und Highflux-
dialysefilter sind farbig hervor-

gehoben.

In einer Phase | Studie bezliglich des MELS Konzeptes unter Verwendung primarer humaner
Leberzellen wurden bisher 12 Patienten mit akutem Leberversagen (n = 3), primarer
Nichtfunktion (n = 3) und akuter Exazerbation eines chronischen Leberschadens (n = 6) fir
einen Zeitraum von 10-207 Stunden behandelt (Abb. 5). Alle Patienten mit ALV und PNF
wurden erfolgreich bis zur Transplantation Uberbrickend therapiert. Drei der Patienten mit
akuter Exazerbation des chronischen Leberversagens verstarben bei Kontraindikationen zur
Lebertransplantation in den ersten drei Monaten nach Therapie. Insgesamt konnte wahrend
der Behandlung eine kontinuierliche Verbesserung der Neurologie, der Nierenfunktion sowie
der pathologisch veranderten biochemischen Parameter beobachtet werden. Auch der um
SPAD erweiterte extrakorporale Kreislauf des MELS-Konzepts erwies sich dabei als
biokompatibel und sicher in der Anwendung bei dieser schwerstkranken Patienten-
population.®® Im Rahmen der extrakorporalen Therapie kam es allerdings zu einem Abfall der
Thrombozytezahl (Abb. 6). Dieser Effekt ist der Perfusion des Plasmafilters sowie der
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Highflux-Dialysekartusche zuzuschreiben und stellt eine unerwunschte Wirkung

extrakorporaler Blutreinigungsverfahren im Allgemeinen dar.
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24  Etablierung eines in vitro Modells fur die Optimierung zellbasierter
Leberunterstiitzungsverfahren — der SlideReactor

R. Schwartlander, J. Schmid, B. Brandenburg, E. Katenz, F.W.R. Vondran, G. Pless, X.
Cheng, A. Pascher, P. Neuhaus, I.M. Sauer: Continuously microscopically observed and
process controlled cell culture within the SlideReactor — proof of a new concept for cell
characterization. Tissue Engineering 2007, 13: 187-196

Fir die erfolgreiche Kultur primarer humaner Zellen sind spezielle Umgebungsbedingungen
wesentliche Voraussetzungen. So haben sich dreidimensionale Hohlfasersysteme flir die
Kultur von humanen Hepatozyten in vitro den herkdmmlichen Schalenkulturen (berlegen
gezeigt. Im SlideReactor durchziehen Hohlfaserkapillaren ein von Mediumzu- und -ablauf
getrenntes Zellkompartiment, in welchem die Zellen adharent kultiviert werden. Anders als
bei bisher verwendeten Hohlfaserbioreaktoren ermdglicht der Aufbau dieses Systems die
(videozeitraffer-) mikroskopische Beurteilung der Zellen wahrend der gesamten
Kulturperiode  unter  kontrollierten  Studienbedingungen.  Eine  programmierbare
ruckgekoppelte Steuerung ermdglicht die Aufrechterhaltung gewlnschter Kulturbedingungen
z.B. von Temperatur, Gaszusammensetzung oder pH-Wert. Ein derartig automatisiertes
Zellkultursystem ist essentiell bei der Entwicklung neuer Techniken der Regenerativen
Medizin. Potentielle Anwendungsgebiete sind pharmakologische Studien, die Modifikation
von Zellen (z.B. die Markierung von Zellen mit Nanopartikeln zur Detektion nach
Zelltransplantation) sowie die Entwicklung von Kulturmedien (beispielsweise zur

hypothermen, hypometabolen Langzeitkultur primarer humaner Leberzellen).

Herkdmmliche Kultivierungsverfahren fir Leberzellen, wie zum Beispiel die haufig
eingesetzte Monolayerkultur, setzen Zellen einer Umgebung aus, die nicht ihrer natarlichen
Situation in vivo gleicht. Elektronenmikroskopische sowie histologische Untersuchungen von
in Monolayerkultur gehaltenen Leberzellen zeigen deutliche Abweichungen in der
intrazelluldren Struktur der Hepatozyten. Durch héhere Zelldichten*® sowie der Méglichkeit
einer freien dreidimensionalen Reorganisation der Zellen konnte ein Mikrohabitat geschaffen
werden, dass mehr der physiologischen Umwelt der Leberzellen in vivo gleicht. Der Zell/Zell-
Kontakt innerhalb der Aggregate ermdglicht sowohl die Reorganisation wichtiger funktioneller
Komplexe als auch die Orientierung des Zytoskeletts und der Zellorganellen in vitro. Daruber
hinaus wird angenommen, dass die Formation von lebergewebsahnlichen Strukturen die
zelluldre Orientierung und die metabolische Funktionalitat der Zellen fordert. *’

Um eine fir den klinischen Einsatz angemessene Menge an Zellen in Kultur zu halten, ist die
Verwendung von Hohlfaserkapillaren in modifizierten Dialyse- und Plasma-Separations-
Kartuschen oder komplexeren Bioreaktorsystemen erfolgreich etabliert worden. Die
Hohlfaserkapillaren ermdglichen zusatzlich zur Zellimmobilisierung einen geeigneten

Gasaustausch, die Substratversorgung der Zellen mittels einer permeablen Kontaktflache,
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sowie die Abfuhr von metabolischen Abfallprodukten.*? Die Leberzellen werden in den
extrakapillaren Raum inokuliert und kultiviert. Durch die Verwendung von Hohlfaserkapillaren
wird die Struktur der natlrlichen Leber imitiert, in welcher die Hepatozyten in engem Kontakt
mit den intrahepatischen Blutgefalen stehen. Da es bei diesen Systemen nicht moglich ist,
zeitgleich die Zellen zu kultivieren und deren Reorganisations- und Wachstumsverhalten
zwischen den Kapillaren zu analysieren, ist nur wenig Uber die histologische und
morphologische Entwicklung der Zellen in Bioreaktoren bekannt.** Proben fiir histologische
Untersuchungen zu entnehmen, wirde die Integritat der Systeme zerstéren und mit hoher
Wabhrscheinlichkeit die Hohlfasern verletzen. Demnach sind histologische Untersuchungen
erst nach der Termination der Kultur mdglich. Um die Beobachtung der Reorganisation des
Gewebes zwischen den Hohlfasern Uber die gesamte Kulturperiode zu ermdglichen, muss
ein Bioreaktor konstruiert werden, der auf Hohlfasern basiert, aber dennoch fir die
mikroskopische Analyse geeignet ist. Gloeckner et al. entwarfen einen miniaturisierten
Bioreaktor, der Hohlfasern fir die Perfusion mit Medium und Membranen fir die

t.44

Oxygenierung enthalt.”” Auch dieses System lasst durch die Anordnung der Kapillaren sowie

der hohen Schichtdicke nur eine sehr beschrankte Beobachtung der Zellen zu.

Das SlideReactor-Konzept beruht ebenso wie das Bioreaktorsystem des MELS auf
Hohlfaserkapillaren.** Die Kapillaren durchziehen das Zellkompartment, in welchem die
Zellen adharent kultiviert werden. Anders als bei den bisher verwendeten
Hohlfaserbioreaktoren ermoglicht der Aufbau dieses Systems die mikroskopische
Beurteilung der Zellen sowie das Erstellen von Zeitraffervideos, die der Charakterisierung
der Kulturen unter Studienbedingungen dienen. Grundlegender Unterschied des
SlideReactors zu anderen Bioreaktoren ist die Art der Oxygenierung: In gréReren Systemen
werden die Zellen haufig dezentral im Zellkompartment Uber spezielle hydrophobe
Hohlfaserkapillaren mit Sauerstoff versorgt. Die Oxygenierung der Zellen im SlideReactor
erfolgt indirekt Uber eine Oxygenierung des in den Hohlfaserkapillaren zirkulierenden

Nahrmediums.

29/49



Abbildung 7: Schematische
Darstellung des Herstellungs-
prozesses eines SlideReactor
Bioreaktors.

Im Rahmen der Herstellung eines SlideReactors wird die aus Polystyren bestehende
Bodenplatte (Abb. 7, 1) mit Silikon (2) umrandet. Die der Perfusion dienenden zu- und
abflihrenden Silikonschlauche (9, 10) sowie die Zugangsschlauche zum Zellkompartiment
(11) werden eingesetzt. Das Zellkompartiment (6) wird durch zwei zusatzliche Barrieren aus
Silikon (3) von den Medienkompartiments (7,8) getrennt. Die Hohlfaserkapillaren (4) werden
in diese Wande eingelassen. Die aus Kalknatronglas bestehende Deckplatte (5) wird
aufgesetzt und schlie3t das System ab. Das System wird durch die langeren Schlauche (9,
10) perfundiert, die kurzen Schlauche (11) ermdglichen den direkten Zugang zum
Zellkompartiment: das Gewebe kann Uber diese Zugange bestimmten Substanzen

ausgesetzt, fixiert und gefarbt werden.

Um wichtige KenngréR3en wie den Sauerstoffpartialdruck, den pH-Wert und die Temperatur
kontinuierlich beobachten zu kénnen, wurde eigens fiir diesen Aufbau ein Mediumreservoir
entworfen, dass zugleich das Einbringen von zwei Sonden, den Zu- und Ablauf von Medium
und den erforderlichen Druckausgleich erméglicht. Alle Offnungen besitzen Normgewinde,
wodurch alle handelsublichen Deckel und Dichtungen verwendet werden kénnen. Die von
den Sonden gemessenen Werte werden in einen Analog-Digitalwandler (Sensor Module
pH/pO,, DasGip, Jllich, Germany) eingespeist. Mit dem SlideObserver (Abb. 8) wurde ein

definiert perfundier- und begasbares, auf Hohlfaserkapillaren beruhendes Bioreaktorsystem
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verwirklicht, welches neben einer (zeitraffervideo-)mikroskopischen Beurteilung der
inokulierten Zellen eine programmierbare, automatisierte und riickgekoppelte Steuerung

relevanter Prozessparameter wahrend der Kulturphase ermdglicht.

Computer System
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- Kontinuierliche Kontrolle und programmierte
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Betriebskonzepts SlideObserver fur
SlideReactor-Bioreaktoren.

Zur Evaluation des Systems wurden Tests mit diversen primaren humanen Zelletypen sowie
Tumorzelllinien durchgefiihrt. Die Zellen wurden sowohl wahrend der Kultur (morphologisch)
als auch nach Beendigung der Kultur (immunhistologisch) analysiert und mit Monolayer-
Kontrollkulturen verglichen.*® Kulturen von Tumorzelllinien sind durch ihre hohe
Proliferationsaktivitat optimal um die Moglichkeit zeitraffer-videomikroskopischer Aufnahmen

im SlideReactor zu demonstrieren (Abb. 9). Fur die Aufnahmen wurde eine digitale
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Videokamera an das Mikroskop angeschlossen. Durch eine geeignete Software kann das

aufgenommene Video in digitaler Form gespeichert werden.

Abbildung 9: Zeitrafferaufnahmen von SkHep1-Zellen im SlideReactor:
Darstellung einer Zellteilung
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2.5 Optimierung der Kryokonservierung primarer humaner Hepatozyten

E. Katenz, F.W.R. Vondran, R. Schwartlander, G. Pless, X.B. Gong, X.D. Cheng, P. Neuhaus,
I.M. Sauer: Cryopreservation of primary human hepatocytes — the benefit of trehalose as an
additional cryoprotective agent. Liver Transplantation 2007, 13: 38-45

Die aus metabolischer Sicht idealen primaren humanen Leberzellen sind nach Gewinnung
nur unzureichend konservierbar. Die Lagerung in der Kalte, meist bei Temperaturen knapp
Uber dem Gefrierpunkt, ist ein weit verbreitetes Verfahren zur Vorratshaltung von Zellen und
Geweben fur wissenschaftliche und vor allem fiir klinische Zwecke. Obwohl die Kalte hierbei
in vielen Fallen zur Hemmung des Stoffwechsels und zur Verlangsamung schadigender
Prozesse unabdingbar ist, hat sich in den letzten Jahren herausgestellt, dass Kalte selbst
eine erhebliche Zellschadigung hervorrufen kann.*” “® Initiale Versuche mit Kulturen priméarer
humaner Leberzellen in Hohlfaser-Bioreaktoren unter hypothermen Bedingungen zeigten
eine hochgradige Schadigung der Zellen sowie der Integritdt des Gewebes, welche mit einer
deutlichen, irreversiblen Verminderung der metabolischen Aktivitat einhergingen.*®

Eine langfristige Lagerbarkeit biologischen Materials von mehreren Monaten bis Jahren kann
nur durch Einfrieren erreicht werden. Allerdings ist dabei bei einigen Zelltypen wie
beispielsweise Hepatozyten und vor allem in komplexen Systemen (dreidimensionale
Bioreaktorstrukturen, Gewebe) die Uberlebensrate der Zellen nach dem Auftauen erheblich
vermindert. Ein groRes Problem bei Hepatozyten stellt zudem eine reduzierte
Adhasionsfahigkeit der nach dem Auftauen Uberlebenden Zellen dar. Die schwere
Schadigung der Zellen beim Einfrieren wird primar auf die Folgen intrazellularer
Eiskristallbildung sowie auf ein osmotisches Ungleichgewicht bei Zugabe/Entfernung von
Kryoprotektiva bzw. bei (langsamer) extrazellularer Eiskristallbildung zurtickgefuhrt.

Obschon in den letzten Jahren signifikante Fortschritte in der Entwicklung geeigneter
Krykonservierungs-Protokolle erzielt wurden, bestehen weiterhin Einschrankungen
hinsichtlich der Zellfunktion nach dem Wiederauftauen. Die meisten
Kryokonservierungsprotokolle basieren auf der Kombination von Dimethylsulfoxid (DMSO) in
unterschiedlichen Konzentrationen (5-20%) mit fotalem Kalberserum (fetal calf serum, FCS)
in einer Konzentration bis zu 90%.* DMSO dient dabei der Protektion der Zellen vor einer
exzessiven Dehydratation sowie der Ausbildung von Eiskristallen wahrend des
Einfrierprozesses.” FCS hat einen protektiven Einfluss auf die Auswirkungen freier
Sauerstoffradikale.™

Diversen Sacchariden wurde auf Basis der Stabilisierung der Zellmembran sowie von
Proteinen wahrend des Einfriervorgangs eine zusétzliche protektive Funktion attestiert.® So
kdnnen verschiedene Organismen ein Austrocknen bis zu einem Verlust von mehr als 99%
ihres Kérperwassers iiberleben.’ Zu diesen Organismen gehéren neben weiteren Pilzen und
Bakterien die Backerhefe (Saccharomyces cervisiae) sowie die Nematode Aphelenchus.
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Diese Spezies synthetisieren in bestimmten Stresssituationen das Disaccherid Trehalose.
Insbesondere beziiglich der Backerhefe zeigten verschiedene Studien, dass die Zugabe von
Trehalose zum Kryokonservierungsmedium positiv mit den Uberlebensraten der Zellen nach
Kryokonservierung bzw. nach Dehydatation korreliert.”>® Hinsichtlich der Optimierung des
Kryokonservierungsverfahrens humaner Leberzellen wurde der Einfluss des Disaccharids
Trehalose untersucht. Zellen wurden in Kulturmedium mit 10% DMSO und 10% FCS sowie
Trehalose in unterschiedlicher Konzentration kryokonserviert. Als Kontrollgruppe dienten
Zellpraparationen mit Kulturmedium, 10% DMSO und 10% FCS ohne Trehalose. Die Zellen
wurden nach dem Auftauen hinsichtlich der Viabilitat, der ,plating efficiency” sowie
metabolischer Parameter analysiert.

In der Gruppe mit 0,2M Trehalose zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
signifikante Verbesserung der Viabilitat (62,9 £ 13 vs. 46,9 + 11 %, p < 0,01) sowie der
.plating efficiency* nach dem Auftauen, also dem Anteil der Zellen, der nach der Zellaussaat
tatsachlich angewachsen ist (41,5 + 18 vs. 17,6 + 13 %, p < 0,01). Zudem fiihrte die Zugabe
der Trehalose wahrend des Kryokonservierens zu einem signifikant hdheren
Gesamtproteinniveau, einer héheren Albuminsynthese und einer geringeren Freisetzung von
Transaminasen als Indikator fir eine geringere Schadigung der zellularen Integritat der

Hepatozyten.
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2.6 Markierung primarere humaner Hepatozyten zur nicht-invasiven Detektion
mittels MRT nach Transplantation

M.H. Morgul, N. Raschzok, R. Schwartlander, F.W.R. Vondran, R. Michel, L. Stelter, J.
Pinkernelle, A. Jordan , U. Teichgraber, |.M. Sauer: Tracking of primary human hepatocytes
with clinical MRI — initial results with TAT-peptide modified superparamagnetic iron oxide
particles. International Journal of Artificial Organs 2008, 31: 252-257

Wenig ist bislang Uber das Schicksal transplantierter Zellen nach deren intravasalen
Applikation bekannt. Klinische Methoden zum Nachweis transplantierter Zellen basieren auf
histologischen Untersuchungen oder dem Einsatz von radioisotopmarkierten Zellen. Diese
Verfahren erlauben lediglich einmalige oder zeitlich sehr begrenzte Untersuchungen und
sind in ihrer Aussagekraft hinsichtlich der dynamischen Prozesse wahrend einer
Zelltransplantation limitiert. Die Magnetresonanztomographie (MRT) stellt eine sichere, nicht-
invasive Untersuchungsmethode dar. Moderne Gerate ermoglichen — eine geeignete
Markierung vorausgesetzt — die Detektion kleiner Zellverbande sowie vereinzelter Zellen. Ziel
war daher die Etablierung eines Verfahrens zur Markierung primarer humaner Hepatozyten
mit Eisenoxidpartikeln sowie der anschlielende Nachweis ihrer Detektierbarkeit mittels
handelstblicher, klinisch eingesetzter Magnetresonanztomographie. Die Méglichkeit der
Zellverfolgung mittels MRT stellt ein wertvolles Werkzeug fur die Grundlagenforschung im
Bereich der zellbasierten Regenerativen Medizin dar und dient — im Falle des klinischen

Routineeinsatzes — der individuellen Qualitatskontrolle.

Primare humane Leberzellen wurden aus im Rahmen von Leberteilresektionen gewonnenem
Gewebe isoliert. Im Anschluss daran erfolgte eine Dichtegradientenzentrifugation zur
Aufreinigung der Leberzellsuspension. Die Viabilitat betrug 75,72 + 1,42% (standard error of
mean, SEM). Die Kultur der Zellen erfolgte in einem supplementierten Williams™ E Medium.
Zur magnetresonanztomographischen Untersuchung in vitro wurden die Zellen mit einer
0,25/0,02% Trypsin/EDTA-L6sung resuspendiert und anschlieBend in 1% Agarose-Gel
eingebettet. Die Visualisierung der Zellen erfolgte mittels eines klinisch eingesetzten MRT
bei einer Feldstarke von 3,0T (Signa 3T94, GE Healthcare, Milwaukee, WI, USA) unter einer
T2*-Wichtung (2D gradient-echo pulse sequence, repetition time (TR): 100 ms, echo time
(TE), flip angle: 20°).

Fir die Zellmarkierung wurden Partikel unterschiedlicher GréRe evaluiert. Initial (n=6)
erfolgte die Markierung mit nanoskaligen Aminosilan-ummantelten superparamagnetischen
Partikeln (MagForce Applications GmbH, Berlin, Germany). Diese Partikel wiesen einen
mittleren Durchmesser von 100nm auf und waren mit Tat-Peptiden (Biosyntan Gesellschaft
fir Bioorganische Synthese mbH, Berlin, Germany) und FITC-Gruppen konjugiert.

Immunfluoreszenzmikroskopisch  zeigte sich eine zufriedenstellende intrazellulare
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Partikelaufnahme ohne Veranderung der Zellmorphologie. Die Markierung erlaubte beim
Auflésungsvermdgen des 3 Tesla-MRT jedoch keine Darstellung einzelner Zellen.

Zur effizienteren Markierung wurden daher sogenannte Micron-sized polymer encapsulated
iron oxide particles (MPIO, Bangs Laboratories, IN, USA) verwendet. Bei diesen
superparamagnetischen Partikeln handelt es sich um durch Polystyren/Divinyl ummantelte
Microspharen mit einem Durchmesser von durchschnittlich 1,6 pm und einem Eisengehalt
von ca. 1,1pg/Partikel. Die Partikel sind zudem mit Dragon Green fluoreszenzmarkiert.
Aufgrund des gréReren Eisenkerns zeigen die Partikel eine hoéhere Relaxivitat als
nanoskalige Eisenoxid-Partikel. >’

Die hohe Stabilitdt und Biokompatibilitdt des Polymermantels soll den Abbau durch
intrazelluldare Lysosomen verhindern und damit eisenvermittelten oxidativen Stress
verhindern.®® Initiale Dosisfindungsstudien zur Markierung primarer humaner Hepatozyten
zeigten, dass nach einer 18-stindigen adharenten Phase eine vierstindige Inkubation mit
30x10° Partikeln pro 10° Zellen zu einer Aufnahme von 18 (+ 1) Partikel/Zelle und einer
Markierungseffizienz (labelling efficiency: Anzahl der erfolgreich markierten Zellen
multipliziert mit 100, dividiert durch die Gesamtzahl der Zellen) von 97,34% (x+ 0,7) fuhrte.
MRT-Studien mit in Agarose eingebetteten Zellen zeigten die Detektierbarkeit einzelner
markierter Zellen mittels klinischem MRT. Die Signale grenzen sich eindeutig von nicht
markierten Zellen (keine MPIO) oder freien Partikeln in Agarose (keine Zellen) ab (Abb. 10).

Abbildung 10: MRT-Untersuchungen der in
Agarose eingebetteten Zellen bzw. Partikel
in axialer und sagittaler Darstellung: 1000
Zellen mit 18 MPIO pro Zelle in 250l (a, b),
dieselbe Anzahl an Zellen ohne Markierung
(c, d), sowie eine entsprechende Anzahl an
MPIO ohne Zellen (e, f).




Die intrazellulare Lokalisation der Partikel konnte mittels Lichtmikroskopie,
Immunfluoreszenzmikroskopie und Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden (Abb. 11).
Mégliche Einflussnahme des Markierungsprozesses auf Metabolismus und Integritat der
Zellen wurden im Rahmen von flunftagigen Rekultur-Serien untersucht. Um eine
Bereitstellung der in Adhasion markierten Zellen fir Transplantation zu untersuchen, wurden
Gruppen von markierten und nicht-markierten Zellen enzymatisch resuspendiert. Unter
Einwirkung von Trypsin konnten 52,17% (+ 3,79) der nicht-markierten und 55,11% (£ 6,5)
der mit MPIO markierten Zellen erfolgreich resuspendiert werden. Die mittlere Viabilitat der
Zellen betrug 68,93% (* 3,24) fur die nicht markierten und 72,53% (+ 3-54) fur die MPIO-

markierten Zellen.

Abbildung 11: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung primarer humaner
Hepatozyten mit CK 18 (a, rot), Nuklei (blau) sowie MPIO (c, griin) und Uberlagerung
der Abbildungen a-c. Elektronenmikroskopische Darstellung primarer humanen
Hepatozyten mit inkorporierten MPIO (e, 3597x VergréRerung).

Anhand von MTT-Assays lieften sich keine Unterschiede in der metabolischen Aktivitat der
markierten und  nicht-markierten  Zellen feststellen. Die  Bestimmung der
Gesamtproteinmengen am Ende der Kulturperiode zeigte keinerlei Unterschied zwischen
allen Versuchsgruppen. Die enzymatische Resuspendierung hatte keinen Einfluss auf die
Partikelbeladung der Zellen, wahrend der fiinftdgigen Rekultur kam es in keiner der
Versuchsgruppen mit markierten Zellen zu einem Verlust der intrazellularen Partikel. Als
Indikator fUr eine Zellschadigung wurde die AST- und LDH-Freisetzung verfolgt. Nach einem

initialen Anstieg am zweiten Kulturtag erholten sich die resuspendierten Zellen im folgenden
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Beobachtungszeitraum mit vergleichbaren Konzentrationen der untersuchten Transaminasen
im Kulturmedium. Hinsichtlich der metabolischen Leistungsfahigkeit erfolgte die Bestimmung
der Harnstoff- und Albuminsynthese. Auch hier zeigte sich eine auf die initiale Phase
beschrankte Beeintrachtigung der resuspendierten Zellen. Bei keinem der untersuchten
Parameter liel3 sich eine Schadigung primarer humaner Hepatozyten durch die Markierung
mit MPIOs feststellen (Abb. 12).
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Abbildung 12: Laborchemische Parameter AST (a), Harnstoff (b) und Albumin (c) sowie
die Anzahl der intrazellularen Partikel im Verlauf der Kulturphase von 6 Tagen:

Gruppe A: kontinuierlich adharente Zellen, nicht markiert,

Gruppe B: kontinuierlich adharente Zellen, MPIO-markiert,

Gruppe C: resuspendierte Zellen, nicht markiert,

Gruppe D: resuspendierte Zellen, MPIO-markiert.
Alle Angaben als Mittelwert + SEM, *p < 0,05, ** p <0,05.

Es wurde eine Methode zur erfolgreichen Markierung primarer humaner Hepatozyten mit
MPIO in Adhéasionskultur etabliert. Die Partikelaufnahme wurde durch Licht-, Fluoreszenz-
und Elektronenmikroskopie nachgewiesen. Die markierten Zellen waren mittels klinischem 3-
Tesla-MRT in vitro eindeutig identifizierbar. Eine Schadigung der Zellen durch die
Partikelaufnahme oder die Resuspendierung konnte nicht festgestellt werden. Folgeprojekte
stellen die Markierung der Zellen in Suspensionskultur und die Evaluation der Methode in

vivo (GroRtiermodell) dar.

38/49



]l Zusammenfassung

Ein Leberunterstutzungsverfahren sollte die drei Hauptfunktionen der Leber — Detoxifikation,
Regulation und Synthese — adressieren. Die Uberlegung, dass fiir die vielfaltigen klinischen
Symptome beim Leberversagen vorwiegend die mangelnde Entgiftungsfunktion der Leber
und somit der zunehmende Anfall von Toxinen im Korper verantwortlich ist, fiihrte zur
Entwicklung von Filtrations- und Adsorptionssystemen. Derartige entgiftende Systeme
werden als artifizielle Leberunterstitzungssysteme bzw. Detoxifikationssysteme bezeichnet.

Komplexe regulative Prozesse und insbesondere die Synthese von lebenswichtigen
Substanzen vermdgen artifizielle Leberunterstitzungssysteme nicht zu leisten. Fur diese
Funktionen werden Leberzellen bendtigt. Extrakorporale Systeme, die diese biologische
Komponente extrakorporal bereitstellen, werden als bioartifizielle Leberunterstitzungs—
systeme bezeichnet. Bei der Transplantation von isolierten Hepatozyten handelt es sich

dagegen um eine rein biologische Unterstitzungstherapie.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeiten wurden folgende Aspekte innovativer Strategien zur
Therapie des Leberversagens adressiert:

1. Weiterentwicklung und Evaluation eines einfachen extrakorporalen
Detoxifikationskonzepts (Single Pass Albumin Dialysis [SPAD]),

2. In vitro und klinische in vivo Evaluation des Modular Extracorporeal Liver Support
(MELS) Systems, basierend auf SPAD als artifizielle und Leberzellen im CellModule
Bioreaktor als bioartifizielle Komponente,

3. Entwicklung und Evaluation des hohlfaserbasierten SlideReactor-Systems als
Werkzeug fir Zellkulturexperimente unter kontrollierten Bedingungen und der
Méglichkeit der kontinuierlichen (Zeitraffer-)videomikroskopischen Beobachtung ,

4. Entwicklung von Methoden zur Isolierung und Kryokonservierung primarer humaner
Leberzellen,

5. Entwicklung einer Methode zur effizienten Markierung und Detektion primarer

humaner Hepatozyten mittels eisenbasierter Partikel und MRT.

Die Single Pass Albumindialyse ist eine einfache und kostenglinstige Variante der Albumin
dialyse, die mit herkémmlichen CCVHDF-Geraten unter Zugabe von Humanalbumin ins
Dialysat durchgefuhrt werden kann. SPAD wurde mit dem Kklinisch bereits etablierten
Molecular Adsorbent Recirculation System sowie dem Nierenersatzverfahren CVVHDF
hinsichtlich der Detoxifikationsleistungen unter standardisierten und vergleichbaren in vitro
Bedingungen unter Verwendung von toxinbeladenem humanem Plasmas evaluiert und

verglichen. Dabei zeigte sich eine signifikante Uberlegenheit von SPAD und CVVHDF
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gegenuber MARS hinsichtlich wasserldslicher Toxine. Bezuglich der Eliminationsfahigkeit
der Systeme flr albumingebundene Toxine ergab sich ein signifikanter Vorteil fir das SPAD-
und das MARS-Konzept gegentiber dem herkémmlichen CVVHDF-Verfahren. Dabei war
SPAD wiederum signifikant effektiver als MARS bei der Entfernung von Bilirubin als
Markersubstanz fir albumingebundene Toxine. Der zeitliche Verlauf der Detoxifikations-
kapazitat fur albumingebundene Toxine ist durch Unterschiede zwischen dem SPAD- und
dem MARS-Konzept gekennzeichnet: Zu Beginn weisen beide eine vergleichbare
Entgiftungskapazitat auf. Diese nimmt jedoch beim MARS-Verfahren im Versuchsverlauf

stetig ab, wahrend sie bei der SPAD-Methode annahrend gleich bleibt.

Wesentlicher Nachteil der Verfahren der extrakorporalen Leberunterstitzung durch
Leberperfusion ist inre komplexe Logistik: Unter sterilen Bedingungen mussen die Organe in
Perfusionskammern kandtliert und mit dem Blut des Patienten perfundiert werden. Neben
immunologischen und infektidsen Risiken waren insbesondere das komplexe Procedere des
Anschlusses an den Blutkreislauf des Patienten und die unzureichende
Bevorratungsmdglichkeiten von einsetzbaren Systemen ausschlaggebend fir die
Entwicklung so genannter hybrider Systeme. Dabei handelt es sich um Systeme, welche aus
kinstlichen Materialien (Kunststoffgehduse, Membranen, Schlauchverbindungen) und
biologischen Komponenten (Leberzellen) bestehen. Sollen primare humane Leberzellen in
derartigen Bioreaktoren verwendet werden muissen effektive Methoden zur Isolierung,
Lagerung und Kultur dieser Zellen geschaffen werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein geeignetes Isolierungsverfahren flr primare
humane Leberzellen aus fir die Transplantation freigegebenen, dann aber abgelehnten
Spenderorganen sowie aus im Rahmen von Leberteilresektionen gewonnenem
Lebergewebe etabliert. Dabei wurden  Studien zur  Charakterisierung der
Gewebemorphologie und der biochemischen Leistungsfahigkeit der Zellen in
Hohlfaserbiorektoren unter optimalen Kulturbedingungen sowie wahrend der notwendigen
Transporte vom Ort der Isolierung zum Ort der klinischen Anwendung durchgefuhrt. Mit dem
SlideReactor wurde zudem ein System zur standardisierten und (zeitraffer-)
videomikroskopisch Uberwachten Kultur primdrer humaner Leberzellen in einem
hohlfaserbasierten Bioreaktorsystem geschaffen. Zur Evaluation des Systems wurden Tests
mit diversen primaren humanen Zellen sowie Tumorzelllinien durchgefihrt. Die Zellen
wurden sowohl wahrend der Kultur (morphologisch) als auch nach Beendigung der Kultur

(immunhistologisch) analysiert und mit Monolayer-Kontrollkulturen verglichen.

Basierend auf den Ergebnissen der in vitro Untersuchungen zur Single Pass Albumindialyse

wurde das Bioreaktorsystem mit der SPAD zum Modular Extracorporeal Liver Support
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(MELS) System erweitert. Das Verfahren ermdglicht neben der Perfusion eines mit primaren
humanen Leberzellen gefullten Bioreaktors die direkte Detoxifikation des Patientenbluts
mittels SPAD sowie CVVHDF. Nach Etablierung eines Isolierungsprotokolls fir primare
humane Leberzellen konnte das Stadium von in-vitro-Experimenten und Tiermodellen
verlassen und die Phase klinischer Erprobung begonnen werden. Dabei zeigte sich, dass
das Konzept auch bei schwer kranken Patienten im Leberversagen sicher anwendbar ist; ein
positiver Einfluss auf relevante klinische und laborchemische Parameter konnte
nachgewiesen werden. Im Rahmen klinischer Phase | Studien wurde das Bioreaktorsystem
zunachst mit porcinen Hepatozyten allein sowie mit primaren humanen Leberzellen im Sinne
des MELS-Konzepts in Kombination mit der SPAD bei insgesamt 20 Patienten klinisch

evaluiert.

Wesentliches Problem hinsichtlich zellbasierter Leberunterstitzungssysteme — sowohl im
Rahmen extrakorporaler Systeme, als auch bei der Hepatozytentransplantation — ist
weiterhin die Quelle humaner Hepatozyten: Ohne Verfiigbarkeit von auf fetalen oder adulten
Vorlauferzellen basierenden Hepatozyten ist die Nutzung primarer humaner Leberzellen aus
abgelehnten Spenderorganen erforderlich. Neben einer Methode der Zellisolierung wurde mit
einem Trahalose-basierten Konzept ein effizientes Verfahren zur Kryokonservierung primarer
humaner Leberzellen geschaffen: Eine langfristige Lagerbarkeit primarer humaner
Leberzellen von mehreren Monaten bis Jahren kann nur durch Einfrieren erreicht werden.
Basierend auf der Erkenntnis, dass verschiedene Organismen wie beispielsweise die
Backerhefe (Saccharomyces cervisiae) in bestimmten Stresssituationen wie Dehydratation
und Kalteeinwirkung das zellprotektiv wirkende Disaccharid Trehalose synthetisieren, konnte
erfolgreich der positive Einfluss dieser Substanz auf primare humane Hepatozyten unter

Kryokonservierung nachgewiesen werden.

Die Transplantation primarer humaner Hepatozyten stellt eine Therapieoption flir bestimmte
Lebererkrankungen dar. Eine Erweiterung des Indikationsspektrums setzt neben der
Optimierung der logistischen Prozesse Erkenntnisse hinsichtlich der Eingliederung der Zellen
in das Zielgewebe, das Engraftment, voraus. Klinische Methoden zum Nachweis
transplantierter Zellen basieren auf histologischen Untersuchungen oder dem Einsatz von
Radioisotop-markierten Zellen. Diese Verfahren erlauben lediglich einmalige oder zeitlich
sehr begrenzte Untersuchungen und sind in ihrer Aussagekraft hinsichtlich der dynamischen
Prozesse wahrend einer Zelltransplantation limitiert. Die Magnetresonanztomographie stellt
eine sichere, nicht-invasive Untersuchungsmethode dar. Moderne Gerate ermdglichen — eine
geeignete Markierung vorausgesetzt — die Detektion kleiner Zellverbdnde sowie einzelner

Zellen. Es wurde eine Methode zur erfolgreichen Markierung primarer humaner Hepatozyten
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mit MPIO in Adhasionskultur entwickelt. Die Partikelaufnahme wurde durch Licht-,
Fluoreszenz- und Elektronenmikroskopie nachgewiesen. Die markierten Zellen waren mittels
klinischem 3-Tesla-MRT in vitro identifizierbar. Eine Schadigung der Zellen durch die
Partikelaufnahme oder die Resuspendierung konnte dabei nicht festgestellt werden. Als
notwendiges Folgeprojekt wird die Methode derzeit in vivo im Groldtiermodell hinsichtlich der

sicheren klinischen Anwendung evaluiert.
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v Genehmigungen

Fir die geschilderten Projekte wurden folgende Genehmigungen erteilt:

.Nutzung von Leberteilresektaten zur Entwicklung von Methoden der hypothermen,
oxygenierten Langzeitkultur primarer humaner Leberzellen in Perfusionsbioreaktoren®
Ethikkommission der Charité — Antragsnummer 32/2004

¢ ,Gewinnung von Leberstammzellen aus im Rahmen der Lebertransplantation
explantierten humanen Organen zur Entwicklung von zellbasierten
Leberunterstitzungstherapien® Ethikkommission der Charité — Antragsnummer
88/2002

» Therapeutischer Einsatz extrakorporaler hybrider Leberunterstiitzung bei Patienten
im Leberversagen®
Ethikkommission der Charité — Antragsnummer 12/2002

* Vereinbarung mit der Deutschen Stiftung Organtransplantation (DSO), Region Nord-
Ost zur Nutzung von zur Organstransplantation freigegebener, nicht-
transplantierbarer Lebern zur Zellisolierung und Nutzung im Modular Extracorporeal
Liver Support System (MELS)

* Prospektive, offene, kontrollierte Pilotstudie zur Untersuchung des Einflusses des
Modularen Extrakorporalen Leberunterstitzungssystems (MELS) auf den klinischen
Verlauf von Patienten im Leberversagen®

Ethikkommission der Charité — Antragsnummer 37/2003

* Invitro Vergleich der Effektivitat verschiedener Detoxifikationstechniken zur
Behandlung des Leberversagens®

Ethikkommission der Charité — Antragsnummer 228/2001
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