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1. Einleitung

1.1. Warum Hepatozytentransplantation und Methodenentwicklung

Die Lebertransplantation hat sich in der Behandlung fortgeschrittener chronischer
Lebererkrankungen, in der Korrektur genetischer Stérungen und in der Behandlung des
akuten Leberausfalls als Goldstandard etabliert. Der groB3en Zahl von Patienten, die auf
eine lebensrettende Transplantation warten, steht derzeit aber eine begrenzte
Verfiigbarkeit von geeigneten Spenderorganen gegeniiber. In Deutschland warten
derzeit ca. 1400 Menschen auf eine Lebertransplantation (Deutsche Stiftung
Organtransplantation). Aus 6konomischen Griinden steht die therapeutische Option der
Lebertransplantation in vielen Lindern der Erde iiberhaupt nicht zur Verfiigung. Die
Entwicklung neuer Therapieansdtze in der Transplantation ist daher dringend
notwendig, um die Behandlung des akuten und chronischen Leberversagens in den
ndchsten Jahren zu gewihrleisten. Eine signifikante Erweiterung der therapeutischen
Moglichkeiten ist durch den Einsatz von Zelltherapieverfahren (Fox et al. 1988; Mito et
al. 1992; Strohm et al. 1997) fiir Lebererkrankungen gezeigt worden. Ziele der
Zelltherapie sind die biologische Funktion eines geschadigten Organs zu reparieren oder
zu verbessern. Die Vorteile der Zelltransplantation sind insbesondere in der Spezifitit
der Therapie zu sehen. Vor allem fiir den Ersatz bei einzelnen Leberfunktionsstérungen,
wie sie durch den genetischen Enzymmangel z.B. bei hereditiren
Stoffwechselerkrankungen vorkommen, konnte die Zelltransplantation an Stelle einer
kompletten Organtransplantation vorgenommen werden. Fiir eine solche Behandlung
wire nur eine Zellmenge von ca. 5-10% des Zellanteils der gesamten Leber
erforderlich, so dass durch ein Spenderorgan mehrere Patienten behandelt werden
konnten. Weiterhin konnte ein sicherer ex-vivo Gentransfer durchgefiihrt werden, um
den jeweiligen Stoffwechseldefekt zu beheben (Grossmann et al. 1994). Die
Verwendung von autologen Hepatozyten ergdbe den Vorteil, dass keine lebenslange
Immunsuppression erforderlich wire. Der Eingriff zur Zelltransplantation konnte bei
optimalen Bedingungen minimalinvasiv durchgefiihrt werden. Operationen sind mit
Komplikationen = verbunden. Bei einer  minimalinvasiv  durchgefiihrten
Zelltransplantation wiirde das Risiko der Akutkomplikationen, wie Blutungen,

Embolien und Infektionen, wesentlich geringer sein. Derzeit werden international
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Untersuchungen zur Isolation von menschlichen Hepatozyten durchgefiihrt (Baccarani
et al. 2003). Zur Charakterisierung, Isolierung und Lagerung von Hepatozyten werden
z.B. kryokonservierende Techniken erforscht und erprobt. So konnen kryokonservierte
Hepatozyten in einer Zellbank vorgehalten und im Bedarfsfall jederzeit fiir die
Behandlung von Patienten zur Verfiigung gestellt werden (Canaple et al. 2001; Chen et
al. 2002; Li et al. 1999; Lloyd et al. 2003; Park et al. 2003).

1.2. Orthotope und heterotope Hepatozytentransplantation

Viele verschiedene anatomische Lokalisationen fiir eine Hepatozytentransplantation
sind bisher untersucht worden. Es wird zwischen zwei Verfahren der
Hepatozytentransplantation unterschieden. Eine Methode ist die orthotope
Hepatozytentransplantation. Bei der orthotopen Hepatozytentransplantation werden
Hepatozyten in die Vena portae beziehungsweise in die Milz transplantiert und
migrieren in die Leber. Diese Technik ist in tierexperimentellen Studien zur Behandlung
des akuten oder des chronischen Leberversagens und fiir angeborene
Stoffwechselstorungen untersucht worden. Eine weitere Methode ist die heterotope
Hepatozytentransplantation. In verschiedenen Arbeitsgruppen wurden Hepatozyten z.B.
in die Nierenkapsel und in das Peritoneum transplantiert. In diesem Zusammenhang hat
sich die zentrale Stellung einer spezifischen Stimulation der transplantierten Zellen
durch Wachstumsfaktoren oder einer dreidimensionalen Matrix als Zelltriger

herausgestellt.

1.2.1. Orthotope Transplantation in die Portalvene

Eine Transplantation von Hepatozyten ist zum ersten Mal bei einem 10-jdhrigen
Maidchen mit einem Crigler-Najjar-Syndrome Typ I angewandt worden. CNS-I ist eine
Erkrankung, die mit einem angeborenen Mangel an UDP verbunden ist (Fox et al 1998).
Nach der Transplantation in die Portalvene zeigte die Patientin eine Verringerung des
Billirubingehaltes im Serum, was fiir den Erfolg der Methode spricht. Dieser
Applikationsweg enthédlt aber auch Komplikationen, an denen andere Patienten
verstorben sind. Die Hauptkomplikationen sind eine Portalvenenthrombose mit portaler

Hypertension sowie die Abwanderung der transplantierten Hepatozyten in die Lunge
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und der daraus resultierenden Gefahr der Embolieentwicklung (Baccarani et al. 2005;
Strohm et al. 1997). Es besteht jedoch Unsicherheit, wie viele Zellen erforderlich sind,
um den gewiinschten Effekt herzustellen. Es ist belegt, dass hormonelle Substanzen des
portalen Blutes als hepatotrophe Faktoren funktionieren. Insbesondere bei einer
Unterbrechung der Versorgung der Leberzellen mit Insulin aus den Pankreasinseln iiber
die Portalvene, kommt es zur Leberatrophie (Starzl et al. 1973). Unter diesem Aspekt
sind extrazelluldre Stimulationsmodelle fiir Hepatozyten untersucht worden

(Berthiaume et al. 1996; Mooney et al. 1992; Mooney et al. 1995).

1.2.2. Heterotope Hepatozytentransplantation in den Peritonealraum

Fiir unser Modell der Hepatozytentransplantation mit Hilfe einer Fibrinmatrix ist das
Verstindnis tiber die Wertigkeit einer Matrix bei einer Hepatozytentransplantation sehr
wichtig. Henne-Brunns et al. untersuchten die intraperitoneale
Hepatozytentransplantation als eine Therapie bei akutem Leberversagen ohne
unterstiitzende Matrizes. Eine Hepatozytentransplantation in die Bauchhdhle ohne eine
stimulierende Matrix fiihrte zum Stillstand der Zelldifferenzierung, sowie zur
Zellnekrose und Untergang der transplantierten Zellen, verbunden mit einer
Granulombildung im Peritoneum (Henne-Bruns et al. 1991). Tissue Engineering ist
definiert als eine Wissenschaft mit dem Ziel, durch Verbindung der Prinzipien des
Ingenieurwesens mit denen der Medizin biologischen Gewebeersatz zu gewinnen.
Dieser soll die Funktionen des verlorenen Gewebes wiederherstellen oder sogar
verbessern (Langer R u. Vacanti JP 1993). Fir die heterotope
Hepatozytentransplantation kann das Prinzip des Tissue Engineering durch den Einsatz
von dreidimensionalen polymeren Matrizes als Stiitzgeriist und zur Stimulation der
transplantierten Zellen angewendet werden. Uyama et al. transplantierten eine Anzahl
von Hepatozyten, die einer ganzen Leber entsprichen, auf einer polymeren Matrix in
das Mesenterium und unter die Haut von Lewis- und Gunn-Ratten und zeigten, dass
nach einer Woche durchschnittlich 10,8 % und 18 % der Hepatozyten sich angesiedelt
hatten und funktionstiichtig waren (Uyama et al. 1993). Auch die Transplantation von
allogenen Hepatozyten in das Peritoneum von Ratten wurde erfolgreich untersucht. Die
semipermeable Membran verhinderte hier eine Immunreaktion auf die fremden Zellen,
so dass diese ohne Immunsuppression iiber drei Monate iiberlebten (Balladur et al.

1995). Die Bauchhohle als Transplantationsort zu verwenden, bietet bestimmte Vorteile,
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so dass dieses Modell in verschiedenen Arbeitsgruppen weiter entwickelt worden ist
(Demetriou et al. 1986). Der Zugang in die Bauchhohle kann minimalinvasiv gewéhlt
werden, so dass operative Risiken, wie unstillbare Blutungen, Narkosezwischenfille
und Bridenbildung, relativ klein gehalten werden konnen. Ein weiterer Vorteil ist die
Moglichkeit, hohere Zellzahlen in die Bauchhohle zu transplantieren. Sie ist nicht in
dem MaBe limitiert, wie bei Transplantationen in die Portalvene oder in die Milz.
Grundlegend war die Erkenntnis, dass dreidimensionale Stiitzgeriiste bei
Transplantation von Zellen die Ausbildung eines dauerhaften und vaskularisierten
Gewebes unterstiitzen. Die meisten dreidimensionalen Stiitzgeriiste, wie z.B. Polymere,
wurden als Matrix zur Ausbildung von dauerhaftem Gewebe genutzt. Im Falle der
Hepatozytentransplantation konnten Matsushita et al. nachweisen, dass kugelformige
multizelluldre Aggregate aus Hepatozyten, so genannte Spheroide, eine hdohere
Albuminproduktion haben als Hepatozyten, die in normalen Monolayern wuchsen
(Matusushita et al. 1991). Mit der Anwendung von Angiogenese- und natiirlichen
proliferationsunterstiitzenden Wachstumsfaktoren, wurde die Uberlebensdauer deutlich
erhoht. Als weiteres Modell der heterotopen Transplantation sind Hepatozyten unter
Co-Transplantation mit isolierten Langerhansinseln aus dem Pankreas auf einer
dreidimensionalen Matrix in die Bauchhdhle erfolgreich transplantiert worden. Es
konnte gezeigt werden, dass diese eine é#hnliche, stimulierende Wirkung auf
Hepatozyten zeigen, wie die Faktoren des portalen Venenblutes (Kaufmann et al. 1994;
Kaufmann et al. 1999; Kneser et al. 1999; Xiangdong et al 1992). Gegeniiber einer
Infusion in die Portalvene ermoglicht die Methode der Transplantation in die
Bauchhohle keine Limitierung der Zellzahlapplikation. Eine Hepatozytentransplantation
und Zellteilung kann unabhédngig vom Organ Leber stattfinden. Nachteile ergeben sich
aus der Tatsache, dass ein Fremdkorper in das Abdomen transplantiert wird. Ein nicht
biologisch abbaubarer Fremdkdrper verursacht Reaktionen, die mit dem Angriff auf das
Transplantat verbunden sind. Im Mausmodell ist bestdtigt worden, dass diese Form der
Transplantation zur Akuttherapie der Enzephalopathie bei akutem Leberversagen
dienen konnte (Ribel et al. 1992). Ein Fallbeispiel beschreibt, dass das akute
Leberversagen bei einer schwangeren Patientin durch peritoneale Transplantation von
humanen fetalen Hepatozyten signifikant verbessert werden konnte (Khan et al. 2004).
Jedoch gilt fiir dieses Transplantationsmodell, dass die Zellteilungsrate aufgrund der
Matrix und der Anzahl an Pankreasinseln limitiert und aufwendig ist. Zum anderen

konnen diese transplantierten Hepatozyten keinen Gallengang ausbilden, bzw. haben
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keinen Anschluss an ein funktionierendes Gallengangsystem.

1.3. Die Fragestellung der idealen Matrix

Fiir eine klinisch verwendbare orthotope Transplantation von Hepatozyten in die Leber
wire eine Methode ohne die erwdhnten Nebeneffekte der intraportalen Injektion
wiinschenswert. Nach Schilderungen der verschiedenen Matrizesysteme stellt sich nun
die Frage, welche Vorteile eine Fibrinmatrix, als ein Beispiel fiir Zwei-Phasen-
Klebstoffe, erreichen konnte. Hierfiir ist es sicherlich erforderlich, sich vor Augen zu
fiihren, in welchen Bereichen der Medizin Klebstoffe bereits obligat verwendet werden.
Eine besondere Form chirurgischer Technik sind Klebstoffe zur Gewebevereinigung,
zur Blutstillung und zum Abdichten von Hohlorganen. Insbesondere humanes Fibrin,
Faktor XIII und Fibronectin, in Form einer Mischemulgation zubereitet und dann sofort
aufgetragen, fithren innerhalb von einer Minute zur Abdichtung eines Gewebeareals.
Diese Losung ist meist als Zwei-Komponenten-System erhiltlich (Tissucol®,
Beriplast®). Diese Technik ist so erfolgreich, da Fibrinklebstoffe resorbierbar und daher
als biologische Matrix abbaubar sind. Zum Beispiel ist Fibrin in der Leberchirurgie als
Substanz zum Verschluss von Leberrissen fest etabliert (Feinstein et al. 2001; Ochsner
et al. 1990). Daraus entwickelt sich die Idee, Fibrin als injizierbare Matrix zur
Leberzelltransplantation zu verwenden. Diese Substanz bildet eine dreidimensionale
Konfiguration eines idealen Zell-Zell-Systems und unterstiitzt somit die
Zellentwicklung und Differenzierung. Verschiedene Zelltypen, unter anderem Knorpel,
Knochen und Urothelzellen wurden unter Verwendung des Firbingels als Zwei-
Komponenten-Matrix transplantiert (Wechselberger et al. 2003; Xu et al. 2004). So
konnten Urothelzellen im Cluster durch Fibrinkleber als mobile Zwei-Phasen Matrix
erfolgreich zur Rekonstruktion der ableitenden Harnwege verwendet werden.
Schlussfolgernd wird deutlich, dass Fibrin gerade dem Anspruch einer orthotopen
Transplantation von Zellen gerecht wird. Fibrin ist fiir einen minimalinvasiven Engriff

zur Transplantation von unterschiedlichen Zelltypen geeignet.
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1.3.1. Ziele

In dieser Arbeit wird die Methode untersucht, Fibrin als injizierbare Matrix fiir eine
orthotope extravaskuldre Hepatozytentransplantation zu verwenden.
1. Ist eine injizierbare Matrix (z.B. Fibringel) geeignet fiir das Uberleben und die
Funktion von Leberzellen?
Diese Fragestellung soll im in-vitro Versuch beantwortet werden.
2. Ist es moglich, Zellen mit einer Matrix zur Stimulation in die Leber zu
transplantieren?

Diese Fragestellung soll im in-vivo Versuch beantwortet werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Ubersicht iiber das Versuchsmodell

Das gesamte Modell wurde mit Rattenhepatozyten durchgefiihrt. Die Isolierung der
Zellen erfolgte durch eine modifizierte Kollagenasenperfusion aus den Lebern von
Lewis-Ratten. Wir teilten unseren Versuchsaufbau in einen in-vitro Versuch und einen
in-vivo Versuch. Als Matrix fiir den jeweiligen Versuch diente das Fibringel, welches
aus den Komponenten Thrombin und Fibrin hergestellt wurde. Zunichst sollte
untersucht und iberpriift werden, wie Hepatozyten im Fibringel reagieren. Hierfiir
wurden die Hepatozyten in einem Tropfen Fibrin mit dem Né&hrmedium fiir mehrere
Tage beobachtet. Die Messung der Zellzahl wurde durch DNA-Assay protokolliert. Die
Zelldifferenzierung und Vitalitdtssicherung erfolgte mit Hilfe RT-PCR und
immunbhistologisch fiir die leberspezifischen Marker CK-18 und Albumin. Zur Analyse,
in wieweit eine Injektion von Fibrin in vitales organisches Gewebe zur
Hepatozytentransplantation moglich ist, fithrten wir einen in-vivo Versuch durch. Als
Empfingertiere wurden ebenfalls Lewis-Ratten verwendet. Die Transplantation erfolgte
sowohl unter die Kapsel der Leber des Empfiangertieres, als auch mit einem tiefen
Stichkanal in das Parenchym der Leber. Die Explantation erfolgte nach einer
Transplantationsdauer in Stunde 0, nach 2 Tagen, nach 7 Tagen und nach drei Monaten.
In dieser Testreihe wurden die isolierten Hepatozyten mit dem Fluoreszenzfarbstoff
PKH26 inkubiert. Die Vitalidt und Funktion der Hepatozyten wurde in Gefrierschnitten
gepriift. Im Rhodaminfilter (Emmision 567 nm) konnten die transplantierten Zellen der
Testreihe anhand der Fluoreszenz detektiert werden. Als immunhistochemische Marker
zur Vitalitdtsbestimmung der Zellen sind Farbungen mit HE und CK 18 durchgefiihrt
worden. Die Untersuchung der Regeneration des Lebergewebes, die Wechselwirkungen
der Matrix im ortsstindigen Gewebe und im traumatischen Areal erfolgte durch den
nicht-parenchymatdsen Bindegewebsmarker Desmin und ED-1. Den Tieren dieser
Transplantationsstudie wurde tdglich das Immunsupressivum Cyclosporin A intra

muskular gespritzt.
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2.2. Isolation und Aufarbeitung der Hepatozyten

In beiden Versuchen erfolgte die Haltung der Spendertiere zu den gleichen
Bedingungen. Weiterhin erfolgte die Isolation und Aufarbeitung der Hepatozyten im in-
vivo und in-vitro Versuch nach dem gleichen Verfahren. Die Isolation der Hepatozyten
erfolgte durch eine Zwei-Schritt Collagenaseperfusion auf der Basis einer modifizierten
Methode nach Seglen aus mannlichen Lewis-Ratten (Charles River, Sulzfeld, Germany,
250 g — 400 g) (Seglen 1976). Fiir die durchgefiihrten Eingriffe lag eine Genehmigung
der Behorde fiir Arbeit und Gesundheit der Freien Hansestadt Hamburg
(Organentnahme Antragsnummer Org. 172; Tierversuchsantragsnummer 53/ 01) vor.
Die Spendertiere sind artgerecht mit Tag-Nacht-Rhythmus, freiem Zugang zu normaler
Nahrung und Fliissigkeit von Tierpflegern im Institut fiir Versuchstierhaltung der
Universititsklinik Hamburg gehalten worden. Alle Experimente wurden geméss den
Anforderungen an die Gesundheit und Sicherheit fiir Labortiere durchgefiihrt. Bei allen
Eingriffen hat eine Anisthesie mit Ather stattgefunden. Die Leibeshohle wurde durch
einen V — Schnitt erdffnet, die Vena Portae ist dargestellt worden und die lebernahen
Zuflisse (V. Pylorica und V. Lienalis) wurden mit 5 x 0 Ligaturen unterbunden. Das
Versuchstier hat eine Heparinisierung mit 125 IE Heparin (Liqiumin Roche) erhalten.
Die V. Portac wurde durch distale Ligatur und proximales Aufsetzen -einer
Gefdklemme abgeklemmt. In diesem Bereich erfolgte eine Punktion mit einer
Brauniile, die dann mit Hilfe der proximalen GefdBklemme fixiert wurde. Die
infrahepatische V. Cava ist als Abfluss durchtrennt worden. Im ersten Versuchsschritt
ist die Leber mit kalziumfreier Pufferlosung (8,3 g NaOH, 2,38 g Hepes, 0,5 g KCl in
1,0l Aqua dest, pH 7,4 mit NaOHaq eingestellt, bei 37 °C, und 30 ml/min
Flussgeschwindigleit) 6 Minute perfundiert worden. AnschlieBend wurde die Leber mit
Collagenaselosung (8,3 g NaCl, 2,38 g Hepes, 0,5 g KCl, 0,7 g CaCl,x2H,0, 500 mg
Boehringer Collagenase H, 500 ul ICN-Trypsininhibitor, pH = 7,35 mit NaOHaq
eingestellt, bei 37 °C, und 30 ml/min Flussgeschwindigkeit) 6-10 Minuten perfundiert.
Die Perfusionsapparatur bestand aus einem Schlauchsystem mit getrennten Kreisldufen
fiir Pufferlosung und Collagenaselosung. Die perfundierte Leber wurde entnommen und
in 25 ml Williams-Medium E auf Eis gelagert. Die Kapsel konnte anschliefend durch
mehrere Schnitte erdffnet und die isolierten Zellen durch sanftes Ausschiitteln in das
Medium {iiberfiihrt werden. Die Suspension wurde durch ein Nylon-Netz mit 200 um

Poren filtriert und danach zweimal mit 30 ml Williams-Medium E gewaschen und
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zentrifugiert (400 g; 4 °C fiir 12 Minuten). Zur Reinigung der Zellen wurde ein Percoll
R (Dichte 1,13 g/ccm; Sigma, Seelzen, Germany) durchgefiihrt. Abschliessend sind die
Zellen noch zweimal in 30 ml Williams-Medium E gewaschen und erneut zentrifugiert
(400 g; 4 °C fir 12 min.) worden. Die Zellviabilitit und Morphologie wurde in der
Neubauer-Zahlkammer nach 0.5 %iger Tryptan-Blau-Firbung ermittelt und
dokumentiert. Es wurden nur Hepatozyten von 80-95 % Viabilitit und einer Gesamtzahl

zwischen 3.0 bis 4.0 x 10® lebender Zellen fiir weitere Transplantationen verwendet.

2.3. In-vitro Versuch

2.3.1. Komposition der Zell-Matrix

Nach Isolation und Aufarbeitung der Rattenhepatozyten wurde aus den Komponenten
Fibrinogen (human, Sigma F-CaCl, x 2H,0) und lyophilisiertem Thrombin (Tissucal-Kit
1.0, Baxter-Immuno, Deutschland) eine Suspension hergestellt. Die Endkonzentration
des Fibrinogens betrug 20 mg/ml in 0,9 % NaCl und wurde bei -20 °C gelagert. Das
Thrombin wurde mit CaCl, 40 mM auf eine Endkonzentration von 50 IE/ ml eingestellt
und bei 4 °C gelagert. Zur Herstellung eines Tropfens aus der Fibrinmatrix und den
isolierten Hepatozyten wurde zundchst 1,0 ml Thrombin aufgezogen und auf Eis
gelagert. Nacheinander sind das isolierte Zellpellet mit einem Volumen von mindestens
1,0 ml und das hergestellte Fibrinogen von 1,0 ml Volumen in einer Spritze aufgezogen

worden.

2.3.2. Kulturmedium und Zellkulturbedingungen

Die isolierten Hepatozyten in der Fibrinmatrix wurden in Versorgung mit einem
Kulturmedium inkubiert. Fiir die Herstellung des Kulturmediums wurden in 500 ml
Williams-E-Medium ohne L-Glutamin (Gibco, BRL 22551-022), 11,0 ml
Hepespufferlosung (Sigma) und 5,5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco; Cat.No. 15140-
023) mit 5,5 ml L-Glutamin (Gibco; Cat.No. 15032-014) geldst. Weiterhin sind darin
11,0 ml Natriumpyruvat (Gibco), 100 pl Insulin (Sigma), 100 pul EGF (recomb. human
epidermal growth factor, Gibco) und 50 pl Dexamethason gelost worden. Alle

Zellrethen im Fibrin-Tropfen wurden auf Polystren-sechs-Well-Platten (Greiner,
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Frickenhausen, Germany) mit 2 ml Kulturmedium bei statischen Zellkulturbedingungen
von 37 °C, 95 %iger Feuchtigkeit und in 5 %iger CO,-Atmosphédre inkubiert. Der
Kulturmediumwechsel erfolgte tdglich. Die Mediumproben fiir Analysen der DNA-
Quantifikation, RNS Isolation, Histologie und Immunhistologie wurden aus den

Kulturen nach dem 1. Tag, nach dem 3. Tag und nach dem 7. Tag entnommen.

2.3.3. DNA Assay mit Standardkurve

Aus dem Fibringel wurde unter Anwendung des QI Amp DNA Mini Kit (Fa. Quiagen
Cat.-No.: 51306, Berlin, Germany) die DNA anhand folgender Bedingungen isoliert.
Als Geridt wurde ein Gene Quant pro mit Drucker DPU-414 Thermal Printer verwendet.
Ein tiefgefrorenes Probenpellet oder eine frische Probe wurde in 200 pl PBS mit 20 ul
Proteinase K gemischt. Diese Probe wurde fiir 15 Sekunden gemischt, dann bei 56 °C
fiir 10 Minuten im Heizblock mit Schiittelfunktion inkubiert und nun fiir 2-3 Minuten
zentrifugiert, wobei der Uberstand belassen wurde. Dieser Losung sind 200 ul 100 %
Ethanol zugegeben worden und es folgte eine erneute Durchmischung. Die Losung
wurde iiber die im Kit enthaltene Siule gegeben und fiir 2-3 Minuten bei 6000 min™ bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Die Sdule wurde auf einen Tubegestellt, mit 500 pl des
AWI Puffers aus dem Kit benetzt und bei 11000 min" zentrifugiert. Nun wurde die
Sdule auf einen zweiten Tube gestellt, mit 500 ul des Puffers AW 2 aus dem Kit
benetzt, und wie oben beschrieben zentrifugiert. Nachdem dass untere Tube entleert und
auf ein leeres Tube gestellt wurde, erfolgte eine erneute Zentrifugation. Nun ist die
Saule auf ein 1,5 ml groBes Eppendorf-Tube gesetzt worden, wobei 100 ul des AE
Puffers aus dem Kit zugegeben worden sind. Diese Losung ist fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und dann fiir 2 Minuten bei 6000 min™ zentrifugiert worden.
Das Eluat aus dem unteren Teil der Sdule wurde ebenfalls fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und dann fiir 2 Minuten mit 6000 min™ zentrifugiert. Der
isolierte DNA Anteil wurde unter Gebrauch des Photometer (Hoefer DNA Quant 200,
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) mit einer Wellenldnge von 365 nm und einer
Emission von 460 nm ausgemessen. Die Kalibrierung der DNA erfolgte mit Thymus
DNA (Pharmacia Biotech). Die Standardeichkurve wurde berechnet aus der DNA von

bekannten Hepatozytenanzahlen.
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DiNA-Kornzentralion
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Diagramm 1 - DNA-Assay zur Berechnung der Standardeichkurve -

Zur Zellzahl wurde eine Standardmenge DNA Menge pro Zelle im Verdiinnungsversuch
berechnet. Anhand dieser wurden die die DNA Mengen enthaltenen Zellen berechnet. Fiir jeden
Zeitpunkt wurden 4 Proben evaluiert.

2.3.4. RNS-Isolation

Zur RNS Extraktion wurde das Invisorb Spin Cell-RNA™ Mini-kit (Invitek, Berlin,
Germany) verwendet. Die Anwendung erfolgte laut folgendem Protokoll. Das Medium
wurde in einer Pipette (200 ul) resuspendiert, aus dem Well herausgenommen und in
das 1,5 ml Eppi-Rohrchen gegossen. Dann erfolgte eine Zentrifugation von 6.000 min™
fiir 5 Minuten. Es wurden 350 pl RLT-Puffer hinzugegeben, das Pellet gut resuspendiert
und flir eine Minute homogenisiert. Nun sind 350 pl 70 % Ethanol addiert worden.
Somit wurden ca. 700 pl ins Mini-Column pipettiert. Als néchster Schritt erfolgte eine
Zentrifugation bei 10.000 min™ fiir I Minute. Das Mini-Column ist in ein neues 2 ml
Eppendorftube gestellt und mit 700 ul RW1 vermischt worden. Wierderum erfolgt eine
Zentrifugation bei 10.000 min™ fiir 1 Minute. Das Rosa Mini-Column ist in ein zweites
neues 2 ml grofes Eppendorftube gestellt und mit 500 pul RPE vermischt worden.
Erneut erfolgte dann ein Zentrifugationsvorgang bei 10.000 min™ fiir 1 Minute und ein
Zusatz von 500 ul RPE. Nun schloss sich eine Zentrifugation bei 10.000 min™ fiir 2
Minuten an. Nachdem das Rosa Mini-Column in ein neues 1,5 ml grofles Eppendorf-
Tube hineingestellt wurde, sind 20 pul RNS-frei-Wasser (DEPC-Wasser) hinzugegeben

worden. Eine erneute Zentrifugation bei 10.000 min™ fiir 1 Minute schloss sich an. Das

11
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Mini-Column wurde verworfen und 2 pl der Probe, sowie 198 ul DEPC-Wasser zur
RNS-Bestimmung hinzugegeben. Die Probe wurde entweder sofort zur RT-PCR
genutzt oder bei —80 °C tiefgefroren. Die reverse Transkiptase der isolierten RNS wurde
unter Verwendung des First strand cDNA synthesis kit (Amersham, Freiburg, Germany)

hergestellt. Die cDNA ist bei -20 °C gelagert worden.

2.3.5. PCR und Gel-Elektrophorese

In der Polymerasekettenreaktion mit der isolierten cDNA wurden folgende Primer
hergestellt:

GAPDH, CK18, CK19 und Albumin. Die PCR Stringe wurden unter den statischen
Bedingungen (siehe Tabelle 1) in dem programmierbaren Biometra Uno-Thermobloc
(Biometra, Gottingen, Germany) in dem folgenden Programmablauf und der
angegebenen Zyklenzahl amplifiziert. Zundchst erfolgte der Start mit 94 °C fiir 10
Minuten und dann die Amplifizierung in den Zyklen (siche Tabelle 1), wobei jeweils
eine Denaturierung fiir 1 Minute bei 94 °C, ein Annealing fiir 1 Minute bei 60 °C und
die Elongation fiir 1 Minute bei 72 °C im Durchlauf integriert waren. Sobald die PCR
abgeschlossen war, wurden die Tubes fiir 4 Minuten bei 72 °C und dann bei 4 °C in

Ruhe gelagert. In jedem Durchgang wurde eine Negativkontrolle verwendet.

Primer Temp. | Zeit | Zyklus
(°C) | (sec) | -zahl
GAPDH 62 60 30

Strang: 5°- CCT TCA TTG ACC TCA ACT AC - 3’
Anti-Strang: 5'- GGA AGG CCA TGC CAG TGA GC -3

Albumin 60 60 25
Strang: 5'- GGA AGG CCA TGC CAG TGA GC -3°
Anti-Strang: 5'- CCA CGA TCT TAC GGG TAG TTG -3

CK-18 62 60 |30
Strang: 5'- ACC ATG CAG AAC CTG AAC GAT -3
Anti-Strang: CAC CTC CAG CTC GCC ATT AG-3°

CK-19 60 60 30
Strang: 5°- ATA CAC CCA GAA AGC ACCTC-3"
Anti-Strang: 5- CAC GAA TTG TGC GAA TGT CAC-3"

Tabelle 1 - Amplifizierte Primer in der Polymerasekettenreaktion -

Einzelne Stichproben der Amplifikation wurden in 1 % Agarose Gel (Agarose Eurogentec EP
0010-01 100 g) analysiert. Die Grossenbestimmung der PCR Fragmente erfolgte unter
Verwendung der 100-base-pare ladder (Gibco BRL).
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2.3.6. Histologie und Immunhistologie

Das isolierte Lebergewebe und das kulturgeziichtete Gewebe wurden in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Zur histologischen und
immunhistologischen = Untersuchung wurden Gefrierschnitte angefertigt. Die
Hiamatoxylin-Eosin Farbung wurde nach dem unter 2.4. aufgefiihrten Standardprotokoll
durchgefiihrt. Die Immunhistologie erfolgte unter Anwendung von folgenden

monoklonalen Mause Antikorpern (sieche Tabelle 2):

Antikorper | Technik-Firbung | Anti-Maus-AK Hersteller
Verdiinnung
CK-18 APAAP 1:10, 1:800, ICN Cappel, Aurora, USA
1:200
ED-1 APAAP 1:10, 1:800, Serotec, Wiesbaden,
1: 200 Gemany
Desmin APAAP 1:10, 1:800, DE-R-11, Dako, Glostrup,
1: 200 Denmark
Albumin Blockung durch 3% | 1:500, 1:100 FITC-markiertes anti-rat
Peroxidase, Albumin DPC,
Féarbung: Diamino- Wiesbaden, Germany,
benzidine DAB-plus, DAKO

Tabelle 2 - Antikorper zur Immunhistologie -
Immunhistochemische Techniken zum Nachweis und Identifikation der antigenen
Komponenten in Zellen und Gewebsschnitten durch spezifische Antikorper.

2.4. In-vivo Versuch

2.4.1. Vorversuch zur Etablierung der Firbemethode mit PKH26

Der fluoreszierende Farbstoff PKH26 wird zum Anfdarben von Membranen der Zelle
verwendet. Untersuchungen mit diesem Farbstoff zeigten, dass er in unterschiedlichen
Systemen verwendet werden kann. PKH26 eignet sich insbesondere fiir
Proliferationsstudien, da der Farbstoff sich in die Tochterpopulationen verteilt, wenn
diese sich teilen. Dieser Farbstoff hat keine gesittigte Farbreaktion, die fiir alle
Zelltypen gleichermaBBen gelten konnte. Aufgrund dieses Hintergrundes ist es sehr

wichtig, fiir den gewdhlten Versuch die beste Zusammensetzung des Farbstoffes und
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seiner Verdiinnungslosungen herauszufinden. In unserer Verdiinnungsreihe wurde die
Ausgangskonzentration mit 10° M PKH26 im Stock 100-mal verdiinnt, um die optimale
Leuchtintensitit zu erhalten. In hoheren Konzentrationen war die Erkennbarkeit der
Zellgrenzen untereinander und zur Fibrinmatrix undeutlich. Unspezifische
Leuchterscheinungen sind zur spéteren Detektion unter dem entsprechenden Filter
storend und somit unerwiinscht. Neben diesem Effekt war auch in unseren
Untersuchungen erkennbar, dass die Viabilitit in zu hohen PKH26 Konzentrationen
abnahm. So reagieren frisch isolierte Leberzellen mit einer Reduktion der Viabilitdt von
ca. 10-20 % bei einer Steigerung der PKH26 Konzentrationen um 20 — 30 uM. Zur
Detektion der Zellen ist ein Rhodaminfilter (Filtermodul BX 60, Olympus optical,

Europa) im Spektrumsbereich von 570 nm bis 590 nm verwendet worden.

2.4.2. Analysemethode: Firbung mit dem Fluoreszenzmarker PKH26

Die isolierten Hepatozyten wurden zur spiteren Detektion im Empfangertier mit dem
Fluoreszenzmarker PKH26-labeling kit (Sigma; USA) inkubiert. Dieser lagert sich in
der Lipid-Doppelschicht der Zellmembran ein. Die verwendete Ausgangskonzentration
im Stock betrug 10° M. Mit der Durchfiihrung der oben erlduterten Verdiinnungsreihe
wurde festgestellt, dass eine 100-fache Verdiinnung der Ausgangskonzentration die
optimale Leuchtintensitdt gewihrleistet, ohne die Vitalitit der Zellen zu schidigen. Zum
Ansetzen des Farbstoffes wurden 10 pl aus dem Stock mit 500 pl Dilutent C in einem
Eppendorfgefdll resuspendiert. AnschlieBend sind 500 pl des Zellpellett mit 500 pl
Williams-Puffer mehrmals im angesetzten Farbstoff resuspendiert worden. Diese
Suspension wurde fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit ist mit dem Reinungsvorgang begonnen worden. Mit 10 ml fetalem
Kélberserum (FCS) wurde der Inkubationsvorgang gestoppt. Die Suspension ist
zweimal im fetalen Kélberserum resuspendiert und zentrifugiert worden (500 g; 4 °C
fir 2 Minuten). Zur Eliminierung von FCS wurde das Zellpellet zweimal in 15 ml
Williams-Puffer resuspendiert und zentrifugiert (500 g; 4 °C fiir 4 Minuten). Bis zur

Transplantation wurden die Hepatozyten auf Eis gelagert.
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Abbildung 1 - Zytologischer Ausstrich isolierter Hepatozyten -
Der Inkubationsvorgang mit PKH26 macht die Zellgrenzen und das Zytoplasma erkennbar. Eine
Kernférbung ist nicht erfolgt.

2.4.3. Fibringel Matrix Injektion

Als Komponenten des Fibringels sind auch im in-vitro Versuch Fibrinogen (human,
Sigam F-CaCl, x 2H,0) und lyophilisiertes Thrombin (Tissucal-Kit 1.0, Baxter-Immuno,
Deutschland) verwendet worden. Das Fibrinogen hatte eine Endkonzentration von 20
mg/ml in 0,9 % NaCl und wurde bei -20 °C gelagert. Das Thrombin wurde mit CaCl,
40 mM auf eine Endkonzentration von 50 IE/ml eingestellt und bei 4 °C gelagert. Zur
Transplantation in das Leberparenchym verwendeten wir den 2-Wege-Applikator
(Tissuecol Duo S, Baxter, Vienna, Austria) mit einer integrierten Kaniile der Grosse 10.
Zunichst wurde 1,0 ml Thrombin aufgezogen und auf Eis gelagert. Nacheinander sind
das isolierte hepatozelluldre Pellet mit einem Volumen von mindestens 1,0 ml und das
hergestellte Fibrinogen von 1,0 ml Volumen in einer Spritze aufgezogen worden. Auch

diese Suspension wurde bis zur Transplantation auf Eis gelagert.
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2.4.4. Gruppen der Empfingertiere und Hepatozytentransplantation

Als Empféingertiere wurden weibliche Lewis-Ratten (200-250 g; Charles River,
Sulzfeld, Germany) verwendet. Alle Eingriffe wurden unter Athernarkose durchgefiihrt.
Die Leibeshohle wurde durch einen Langsschnitt eroffnet, die Leber weitrdumig und
leicht zugénglich dargestellt. Die Komponenten Thrombin und die Fibrinzell-
Suspension wurden in dem 2-Komponenten Applikator (Tissuecol Duo S, Baxter,
Vienna, Austria) zusammengefiihrt. AnschlieBend wurde die Zell-Matrix-Suspension
unter die Leberkapsel injiziert. Bereits kurz nach der Injektion ist jede Blutung gestoppt
worden. Nach Abschluss der Transplantation wurde die Leber in die anatomische
Lagerung zuriickgelegt, die Durchblutung tiberpriift und die Leibeshdhle des Tieres mit
einer fortlaufenden Naht verschlossen. Die Empfangertiere wurden sofort nach der
Transplantation mit 2 IE Cyclosporin A (Sandimmun®) intra muskuldr behandelt. Im
weiteren Verlauf erfolgte eine tagliche Injektion mit dem Immunsuppressivum. Keines

der Empfangertiere zeigte Symptome einer Beeintrichtigung der Vitalitét.

2.4.4.1. Gruppe 1: Vorversuch zur Etablierung der Methode ohne PKH26-
Farbung

Im Rahmen der Etablierung der Methode zum Erreichen von Zellzahlen mit einer
Viabilitdt von iiber 90 %, und zum Erhalt von Langzeitergebnissen von bis zu 18
Monaten wurden in weibliche Lewis-Ratten Hepatozyten nach der oben beschriebenen
Transplantationsmethode injiziert. Die in Versuchsgruppe 1 verwendeten Hepatozyten
waren jedoch nicht mit dem Fluoreszenzfarbstoff PKH26 inkubiert worden. In dieser
Gruppe bestand insbesondere die Fragestellung nach der Langzeitvertraglichkeit der
Methode fiir die Tiere und die Organe, wie Leber, Herz, Lunge und das Gefédsssystem.
Wir verwendeten zur Transplantation in die weiblichen Lewis-Ratten Hepatozyten von
minnlichen Ratten. Im Rahmen dieser Uberlegungen wurden folgende Tiere und
Langzeitstudientiere untersucht. Es wurden 30 Tiere in die Studie der Gruppe 1
einbezogen. Insgesamt sind in dieser Gruppe 4 Tiere an Komplikationen der

Athernarkose verstorben. Diese Tiere sind aus der Studie ausgeschlossen worden.
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Anzahl der Tiere in Gruppe 1

5 4
4 -
34
0 T T T T T T 1

Stunde 0 2 Tage 14 Tage 30 Tage 90 Tage 12 Monate 18 Monate
Uberlebenszeit der Tiere in Gruppe 1

N
1

1

Anzahl der Tiere zum Zeitpunkt

Diagramm 2 - Uberlebensdiagramm Versuchstiergruppe 1 - i
Verteilung der Anzahl der Tiere in Gruppe 1 beziiglich ihrer Uberlebenszeit innerhalb des
Analysenzeitraumes von 18 Monaten.

2.4.4.2. Gruppe 2: Empfangertiere mit PKH-Firbung

In dieser Studiengruppe sind 36 Tiere mit PKH26 markierten Hepatozyten transplantiert
worden. Die Methodik wurde durchgefiihrt wie oben beschrieben. In dieser Gruppe ist 1
Tier an den Komplikationen der Athernarkose verstorben, ein weiteres Tier entwickelte
eine unstillbare Blutung des oberen Gastrointestinaltraktes durch GefdaBBverletzung.

Diese Tiere sind ebenfalls aus der Studie ausgeschlossen worden.
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Anzahl der Tiere in Gruppe 2

Anzahl der Tiere
w
1

0 T T T T T T T T |
Stunde 0 2 Tage 7 Tage 14 Tage 4 Wochen 3 Monate
Uberlebenszeitraum der Tiere

Diagramm 3 - Uberlebensdiagramm Versuchstiergruppe 2 -
Verteilung der Anzahl der Tiere in Gruppe 2 beziiglich ihrer Uberlebenszeit innerhalb des
Analysenzeitraumes von 3 Monaten.

2.4.5. Leberexplantation und Priparatelagerung

Jedes der Empfangertiere hat bis zum Zeitpunkt der geplanten Explantation iiberlebt. Es
konnten auch keine Symptome einer Unvertriglichkeit gegeniiber der Matrix oder der
Operationsmethode festgestellt werden. Die Leberoberfliche war unauffillig und
minderdurchblutete Areale waren makroskopisch nicht erkennbar. In weiteren
entnommenen Organen, wie Herz und Lunge, gab es keine Hinweise auf
Embolusbildung. Das Empfangertier wurde narkotisiert, die Leibeshohle mit einem
Langsschnitt er6ffnet und die V. Cava sowie die Leber mobilisiert. Nach Durchtrennung
der V. Cava erfolgte das Herauspriparieren der einzelnen Leberlappen. Die Leberlappen
wurden in 3-4cm kleine Einzelpriparate zerteilt und bis zur histologischen
Aufarbeitung bei -80 °C tiefgefroren gelagert. Die Aufarbeitung erfolgte mit der
Gefrierschnitttechnik in die Schichtdicke von 6 um.
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2.4.6. Analysemethodenprotokoll: Himatoxylin-Eosin-Firbung

Der gewihlte Gefrierschnitt wurde fiir 5 Minuten in H&matoxylin gebadet. Dann
erfolgte eine Reinigung von iiberschiissigen Farbbestandteilen unter fliessendem Aqua
dest. fiir 5 Minuten. Nun folgte das Spiilen mit HCI. Eine erneute Neutralisierung wurde
mit fliessendem Aqua dest. fiir 5 Minuten durchgefiihrt. Nun ist der Objekttriager in
Eosin fiir 4 Minuten gebadet worden. AnschlieBend erfolgte das Spiilen in der
aufsteigenden Alkoholreihe. Zum Eindecken des Schnittes wurden Crystalmount und

Clarion verwendet.

2.4.7. Analysemethodenprotokolle: APAAP-Firbung

Zunichst wurde der Gefrierschnitt durch Aceton RT fiir 10 Minuten fixiert. Dann
erfolgte ein Neutralisierungsvorgang mit dem Puffer fiir 5 Minuten. Die anschliefende
Blockierung wurde mit Schweineserum 20 % (Dako Nr. XO901) durchgefiihrt. Als
Primédrantikdrper wurden verwendet CK 18 (ICN Cappel, Aurora, USA) 1: 10 fiir
30 Minuten, der polyclonale FITC-markierte anti-rat Albumin (DPC, Wiesbaden,
Germany), der Primérantikdrper Desmin (DE-R-11, Dako, Glostrup, Denmark) 1: 200
fiir 30 Minuten sowie der Primdrantikérper ED1 (Serotec, Wiesbaden, Germany) 1:800
ebenfalls fiir 30 Minuten. Nun erfolgte ein dreimaliger Waschvorgang fiir jeweils 5
Minuten. Der dann verwendete Briickenantikdrper wurde in 10 % rat Serum im
Verhiltnnis 1:50 verdiinnt (rabbit-anti-mouse Dako Nr. Z0456), Inkubation 30 Minuten.
Im Anschluss erfolgte ein erneuter dreimaliger Waschvorgang fiir jeweils 5 Minuten.
Der Sekundérantikdrper wurde in 10 % rat Serum verdiinnt (mouse APAAP-konjugiert,
Dako Nr. D0651) 1:100, Inkubation fiir 30 Minuten. Ein erneuter dreimaliger
Waschvorgang folgte filir jeweils 5 Minuten. Die Farbungen wurden mit Neufuchsin
(Dako Nr. K698) und Levamisole (Dako Nr. 3021) fiir 10 bis 30 Minuten nach
Vorschrift angesetzt. Ein kurzer Spiilvorgang in Aqua dest. wurde angeschlossen. Die
Gegenfiarbung erfolgte mit Gill’'s Hédmalaun fiir 5-10 Minuten. Nun wurde eine
Neutralisierung mit Aqua dest. und unter fliessendem Leitungswasser durchgefiihrt. Das
Eindecken des Schnittes erfolgte mit Crystelmount und Clarion (Biomeda Nr. M05).
Bei den Objekttragern zum Nachweis von Albumin wurde zundchst ein
Blockierungsvorgang mit 3 % H,O, Peroxidase duchgefiihrt. Nun schloss sich der

Inkubationsvorgang mit dem primdren Antikdrper in der Konzentration von 1:500 an.
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Fiir den Nachweis wurde ein HRP-konjugierter rabbit-anti-FITC (Dako) Antikérper
1:100 verwendet. Die Féarbung erfolgte mit Diamino-benzidine (DAB-plus, Dako). Die

Gegenfarbung erfolgte mit Himatoxylin.

2.5. Statistische Analysen:

Mittelwerte und Standardabweichungen der Zellzahlen (10° Zellen/ Matrix) wurden
berechnet. Statistische Analysen wurden mit MS-Windows system (Windows 98) unter
Gebrauch von ,,Exel 2000 software (Microsoft, Redmont, WA, USA) durchgefiihrt. P-

Mengen wurden zweigeteilt und p < 0,05 als signifikant angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1. Hepatozytenkultur in der Fibrinmatrix

Die Hepatozytenkultur in der Fibrinmatrix ermdglichte eine Darstellung der
Entwicklung und Differenzierung der Zellzahlen. Weiterhin konnte die
dreidimensionale Struktur des Neotissuegewebes in der Kultur sehr gut untersucht

werden.

Cells per Culture [x1000]

0 3 7
Culture Day

Diagramm 4 — Hepatozytenkultur in der Fibrinmatrix -

Die Graphik zeigt, dass die Zellzahl in der Kultur konstant war bis zum 3. Tag
(425.970+107.790 Zellen am 1. Tag und 407.790 + 44.810 Zellen am 3. Tag per Kultur).
Zwischen Tag 3 und Tag 7 zeigte sich ein kontinuierlicher Zellzahlverlust (Tag 7 mit 84. 420 +
44.810 Zellen per Kultur; p< 0.05).

3.2. Genexpression der Hepatozytenkultur in der Fibrinmatrix

Um die Zellzahlen und ihre Vitalitit zu verfolgen, erfolgte eine kontinuierliche
Darstellung von spezifischen Genen der Leberzellen. In unserem in-vitro Versuch
zeigten die Hepatozyten eine kontinuierliche Expression der leberspezifischen Gene

CK-18, Albumin und des bilidren epithelialen Marker CK-19. Wir haben iiber die
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gesamte Versuchsdauer eine Demonstration mit Hilfe von RT-PCR Analysen

durchgefiihrt, wie auf der Abbildung 2 erkennbar ist.

Gene-Expression (RT-PCR)

GAPDH

CK-18

CK-19

Albumin

D3 D7 C

Abbildung 2 — RT-PCR Analysen der spezifischen Genexpression in Kultur -
Hepatozyten in Kultur der dreidimensionalen Fibrinmatrix zeigen eine kontinuierliche
Genexpression von CK-18, CK-19 und Albumin iiber die gesamte Periode.
Legende: D3: 3 Tage in Kultur, D7: 7 Tage in Kultur, C: Kontrolle ohne RT-PCR Transplantate

3.3. Histologie und Immunhistologie der Hepatozytenkultur

Unter Verwendung der Histologie und Immunhistologie wurden die Formationen des
Neotissues und der darin formierten Hepatozyten untersucht und dargestellt. Es zeigt
sich, dass die 2-Phasen Matrix eine gleichméssige, wachstumsfordernde Ausbreitung
der kultivierten Hepatozyten in den Fibrinfibrillen ermdglicht. Einen Eindruck

vermittelt die Abbildung 3.
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Abbildung 3 — Isolierte Hepatozyten in Fibrinmatrix I -
Die isolierten Hepatozyten in der Fibrinmatrix sind sowohl singulédr als auch im Verband
angeordnet. Die Zellen sind vital.

Die Zellgrenzen sind sehr gut abgrenzbar und weisen eine Zellmembran ohne
Diskontinuitidtsmerkmale auf. Das Zytoplasma ist von homogener, vitaler Farbung. Es
wird somit deutlich, dass die Matrix in der ersten Phase des Kontakts mit der Zelle,
keinen stérenden Einfluss auf die Hepatozytenvitalitdt ausiibt. Weiterhin stellt sich der
Zellkern prominent und ohne pyknotische Lysezeichen dar (Abbildung 4). Im Verlauf
wird erkennbar, dass die Hepatozyten eine weit verzweigte, dreidimensionale
Gewebestruktur mit einer hohen Zellzahldichte und einem hohen Zell-Zellkontakt in der
Kultur formieren. Die Dreidimensionalitdt der Matrix ermdglicht somit eine Formation
der Zellen, die fiir den Zellzuwachs unerlésslich ist, wie in 1.3.2. erldutert wurde. Mit
Hilfe des leberspezifischen Markers CK-18 ist die Vitalitdt der kultivierten Hepatozyten

nachgewiesen worden.
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Abbildung 4 - Isolierte Hepatozyten in Fibrinmatrix I -
Die Hepatozyten bilden orthotop typische sinusoidale Formationen aus. Weiterhin abgrenzbar
die prominenten vitalen Zellkerne. Fiir synthetisierende Hepatozyten typisch, Ausbildung von
zwei Nukleuli in einer Zelle.

3.4. Hepatozytentransplantation mit Fibringel als Matrix

3.4.1. Allgemeine Komplikationen in beiden Gruppen

Insgesamt wurden 64 Tiere in Gruppe 1 und Gruppe 2 mit dem Hepatozyten-Fibrin-
Polymer transplantiert. 5 Tiere (7,8 %) starben unter der Andsthesie. Ein Tier (1,6 %)
verstarb nach GefdBverletzung an einer unstillbaren Blutung des oberen
Gastrointestinaltraktes. Die Autopsien aller Tiere zeigten keine Hinweise fiir
Komplikationen im Zusammenhang mit dem chirurgischen Eingriff. Die Tiere
iiberlebten die Transplantationstechnik und die Narkose ohne Komplikationen in der

postoperativen Phase.
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I Uberlebende Ratten
in Gruppe 1 und 2

H Gefassverletzung als
Todesursache

0 Anasthesie als
Todesursache

Diagramm 5 — Vergleichende Darstellung der Versuchstiere -
Verhiltnis der innerhalb der Studie untersuchten Tiere zu den nicht in die Studie einbezogenen
Tieren und deren Todesursachen.

3.4.2. Histologie und Immunbhistologie der Transplantationsstudie

Zwei Tieren wurde direkt nach der erfolgten Transplantation die Leber zur
Untersuchung explantiert (Tag 0). Zum Zeitpunkt der Explantation gab es keine
Hinweise fiir Nebeneffekte. Die Leber war gut durchblutet und erschien unauffillig.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Fibrinmatrix direkt nach der Injektion einen
blutstillenden ,,Pfropf* ausbildet. Dieser verhindert in ausreichendem Masse eine
Blutung in die Kapsel der Leber, die moglicherweise durch die Injektion hervorgerufen
werden konnte. Wie bereits im in-vitro Versuch deutlich geworden, zeigen die
transplantierten Zellen keine Zeichen eines Zelluntergangs. Die Hepatozyten sind durch
die PKH26 Markierung sehr gut vom ortsstindigen Lebergewebe abgrenzbar. In der
Abbildung 5 ist ein transplantiertes Areal kurz nach der Inkubation mit PKH26
erkennbar. Fiir frisch injizierte Hepatozyten bietet die Fibrinmatrix eine stimulierende
und schiitzende Matrix zur weiteren Differenzierung (Abbildung 6). Auch nach 2 Tagen
sind die markierten Hepatozyten gut erkennbar. Um die isolierten Hepatozyten wird
durch die Fibrinmatrix ein dreidimensionales Gitter gespannt, in das sie sich integrieren
(Abbildung 7). Die Zellmarker Desmin und CK-18 sind deutlich positiv bei den
transplantierten Zellen und der Umgebung. Diese Marker werden zur Vitalitdtskontrolle
verwendet (Abbildung 8 und Abbildung 9). Bereits am 2. Tag nach der Transplantation

kommt es zur Einwanderung von ED-1 positiven Makrophagen, die den Abbau der
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Marix fordern (Abbildung 10). Bei der Untersuchung der explantierten Lebern nach 7
Tagen war das Fibringitter weiterhin gut sichtbar (Abbildung 11). Mit Hilfe von
histologischen Markern wurde deutlich, dass sowohl Hepatozyten als auch nicht-
parenchymatdse Zellen innerhalb der Matrix iiberlebten und transplantiert wurden. Zum
einen konnten CK-18 angefirbte Spenderzellen im Empfangergewebe sichtbar gemacht
werden (Abbildung 12). Zum anderen waren Desmin positive transplantierte und
eingewanderte Ito- bzw. Sternzellen, die die Regeneration anregen, (HSC) erkennbar
(Abbildung 13). Auffillig war auch die Integration von ED-1 positiven Makrophagen
bzw. Kupfferzellen des Empfingertieres in das Fibrin-Gitter. Hiermit wird die
natiirliche Abbauweise der Matrix verdeutlicht. Es zeigten sich keine granulozytiren
oder lymphozytiren Zellreaktionen im Empfangergewebe, die auf einen
Entziindungsprozess hinweisen konnten. Das Muster der Abbaureaktion im
Lebergewebe erscheint mikroskopisch eher im Sinne eines Granuloms. Dieser Begriff
ist nicht einheitlich definiert, jedoch kommt es zu einer fokalen Konzentration der am
Aufbau beteiligten Entziindungszellen des Makrophagensystems (Makrophagen,
Epitheloidzellen und mehrkernige Riesenzellen). Man konnte annehmen, dass die
Fibrinmatrix eine Fremdkorperreaktion mit einer Ansammlung von mehrkernigen
Riesenzellen hervorruft. Jedoch ist diese Abbaureaktion nicht sehr stark ausgepragt und
die Verlaufskontrolle bestétigt einen vollstindigen Abbau der Matrix. Der Begriff
Fremdkorpergranulom ist fiir ein liber einen lidngeren Zeitraum sich vollstindig
organisierendes Granulom um einen nicht ziigig abbaubaren, kristallinen oder nicht-
kristallinen Fremdkorper definiert (Riede u. Schaefer 2001). Eine solche Reaktion ist in
unserem Versuch nicht erkennbar. Im Verlauf wurde deutlich, dass ab dem Tag 7 nach
Transplantation eine signifikante Reduktion des Fibringitters erfolgte. Wobei
hervorzuheben ist, dass die transplantierten Hepatozyten weiterhin durch ihre positive
PKH26 Farbung detektiert werden konnten. Auch hier wurden histologische Marker zur
Charakterisierung der integrierten transplantierten Zellen verwendet. CK-18 positive
Hepatozyten sind weiterhin ortsstindig in der Empfangerleber. Wir haben ebenfalls
Langzeittiere mit einer Untersuchung der Lebern nach 2 Wochen, 4 Wochen und
3 Monaten in unserem Versuchsdesign integriert. Leider war nach 2 Wochen die
fluoreszierende Wirkung des PKH26 zur Detektion stark zuriickgegangen. Nach
3 Monaten konnten wir keine deutlich fluoreszierenden Hepatozyten mehr entdecken.
Aus diesem Grund sind diese Versuchsgruppen aus dem Versuchdesign ausgeschlossen

worden. Fiir Langzeitstudien miissen andere Methoden wie z.B. FISH verwendet
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werden. Die Ergebnisse der Langzeituntersuchungen aus der Gruppe 1 iiber 90 Tage, 12
Monate und 18 Monate sind in Bezug auf die Komplikationen, die durch die
Transplantation entstehen konnten, interessant. Diese Tiere zeigten keine
pathologischen Verdnderungen in ihrem Korperkreislauf. Es wurden sowohl
makroskopisch als auch mikroskopisch keine morphologischen Verdnderungen im
Sinne einer Steatose der Leber, einer Leberfibrose oder sogar Leberzirrhose gefunden.
Die Segmente der Lunge waren beiderseits gut durchblutet, ohne Hinweise auf

abgelaufene Thrombembolien mit dem sogenannten ,,Strickleiterphdnomen®.

Abbildung 5 — Transplantierte Hepatozyten in der Leber des Empfdngertieres zur
Stunde null -

Inkubation der isolierten Hepatozyten mit PKH26 und Injektion in das Leberparenchym des
Empfingertieres. Das Zytoplasma der Zellen ist deutlich erkennbar und grenzt sich vom
Zellkern gut ab. Die Explantation erfolgte sofort (Stunde 0).
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Abbildung 6 — Transplantierte Hepatozyten in der Leber des Empfingertieres zur
Stunde null -

Morphologische Analysen der Hepatozyten in-vivo in HE Farbung. Darstellung von injizierten
Hepatozyten direkt nach der Transplantation in eine Empfangerleber (Mikroskopvergroferung
10x10). Die transplantierten Hepatozyten sind in der Fibrinmatrix erkennbar und von dem
ortsstindigen Lebergewebe des Empféngertieres abgrenzbar.
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Abbildung 7 - Transplantier
zwei -

Morphologische Analysen der Hepatozyten in-vivo. Explantiertes Lebergewebe zum Tag 2 nach
Transplantation. Das Fluoreszenzmikroskop zeigt mit PKH26 inkubierte Hepatozyten
(MikroskopvergroBerung 10 x 10). Die transplantierten Hepatozyten von dem ortsstindigen
Lebergewebe abgrenzbar. Die Zellen zeigen einen deutlichen Zusammenhalt in der
Fibrinmatrix.
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Abblldung 8 T ransplantzerte Hepatozyten in der Leber des Empfangertzeres am T ag
zwei -

Lebergewebe zum Tag 2 mnach Transplantation mit Hilfe der CK-18 Férbung
(MikroskopvergroBerung 10 x 10). Die in Abbildung 7 gezeigten transplantierten Hepatozyten
sind hier im Netz der Fibrinmatrix erkennbar. Zellkerne und Zell-Plasmagrenzen sind klar, so
dass die Zellen vital sind. Das origindre Lebergewebe ist abgrenzbar. Es zeigt ebenfalls vitale
CK-18 positive Zellen und normal weite Gefalie.
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Abbildung 9 - Transplantierte Hepatozyten in der Leber des Empfingertieres am Tag
zwei -

Morphologische Analysen der Hepatozyten in-vivo. Darstellung des explantierten
Lebergewebes zum Tag 2 nach Transplantation mit Hilfe der Desmin Firbung
(MikroskopvergroBBerung 10x10). Die nicht-parenchymatésen Zellen sind am 2. Tag nach der
Transplantation bereits vorhanden. So ist die Desminfarbung auf nicht-parenchymatdsen Zellen
positiv, z.B. in der Leberkapsel. Die transplantierten Hepatozyten sind noch teilweise von der
Fibrinmatrix umgeben und zeigen kaum Kontakt mit nicht-parenchymatdsen Desmin positiven
Zellen. Die Umgebungsreaktion wird sich erst in einem ldngeren Zeitraum nach der
Transplantation herausstellen.
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Abbildung 10 - Transplantierte Hepatozyten in der Leber des Empfiingertieres am Tag
zwei -

Morphologische Analysen der Hepatozyten in-vivo. Explantiertes Lebergewebe zwei Tage nach
Transplantation. Nachweis von ED-1 positiven Makrophagen (Mikroskopvergroflerung 10x10).
Die in Abbildung 7 gezeigten transplantierten Hepatozyten sind im Netz der Fibrinmatrix erneut
deutlich erkennbar. Zum Teil liegen die Zellen einzeln. Die Mehrzahl ist jedoch in einem
Cluster zusammengehalten. Diese Formation erhoht die Vitalititsdauer der Zellen. Die
Einwanderung der Makrophagen unterstiitzt den Abbau der Matrix. Die Fibrinmatrix begiinstigt
somit eine vitale physiologische Gewebsreaktion.
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Abbildung 11 - Transplantierte Hepatozyten in der Leber des Empfingertieres am Tag
sieben -

Morphologische Analysen der Hepatozyten in-vivo. Explantiertes Lebergewebe 7 Tage nach
Transplantation. Das Fluoreszenzmikroskop zeigt mit PKH26 inkubierte Hepatozyten in dem
ortsstindigen Lebergewebe (Mikroskopvergrofierung 10x10). Die transplantierten Hepatozyten
sind somit deutlich abgrenzbar von dem ortsstdndigen Lebergewebe. Die Zellformation konnte
einer Fremdkdrperreaktion entsprechen.
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Abbildung 12 - Transplantierte Hepatozyten in der Leber des Empfdngertieres am Tag
sieben -

Morphologische Analysen der Hepatozyten in-vivo. Explantiertes Lebergewebe 7 Tage nach
Transplantation. Nachweis der Vitalitdt durch eine CK-18 Féarbung (Mikroskopvergrofierung
10x10). Die in Abbildung 11 mit PKH26 detektierten Hepatozyten sind in der gezeigten
Zellformation erneut deutlich erkennbar. Diese Struktur entspricht einer Granulombildung mit
mehrkernigen Riesenzellen. Die Vitalitdt der transplantierten Hepatozyten ist durch das
Cytokeratin 18 nachgewiesen worden. Auch das umliegende Lebergewebe ist vital und durch
die Transplantation unbeeinflusst.
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Abbildung 13 - Transplantierte Hepatozyten in der Leber des Empfingertieres am Tag
sieben -

Morphologische Analysen der Hepatozyten in-vivo. Explantiertes Lebergewebe 7 Tage nach
Transplantation mit Hilfe der Desmin Farbung (MikroskopvergroBBerung 10x10). Die
Desminfarbung ldsst die unter Abbildung 11 erkennbare Granulomformation der
transplantierten Hepatozyten ebenfalls erkennen. Diese Farbung demonstriert, dass auch nicht-
parenchymatdse Sternzellen (Itozellen) am Einbau der transplantierten Leberzellen in die

orthotope Leber beteiligt sind.
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4. Diskussion

4.1. Uberblick

Die bisher zur Verfligung stehenden Therapiemdglichkeiten des akuten Leberversagens
sind unbefriedigend. Es besteht die Moglichkeit fehlende Syntheseleistungen der Leber
durch Substitution auszugleichen. Als Anwendungsbeispiele sind zu nennen die
Substitution von Albumin, Gerinnungsfaktoren, Vitamin K oder Vitamin B, (Holstege
et al. 1996). Diese Therapieoption ist aufwendig, kostenintensiv und teilweise
unspezifisch. Der Goldstandard bei angeborenen Enzymdefekten, ist jedoch die
orthotope Lebertransplantation. Folgende aus Enzymdefekten resultierenden
Stoffwechselerkrankungen sind fiir eine Hepatozytentransplantation interessant und in

Tabelle 3 zusammengestellt.
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Stoffwechselerkrankung

Enzymdefekt

Folgen und Therapie

Alpha-Anti-
Trypsinmangel
Inzidenz 1: 10.000

a,-Antitrypsinmangel
(Proteaseninhibitorenmang
el)

* bei der homozygoten
Form
Lungenemphysem und
Leberzirrhose

* Substitutionsbehandlung,
Transplantation der

Lunge/
Leber
Ahornsirupkrankheit Defekt der Dekarboxylase |  progrediente
(Leuzinose) der a-Ketoséduren der neurologische
Inzidenz 1: 200.000 verzweigten Aminosduren Symptomatik mit Tod in
Leuzin, Isoleuzin, Valin den

ersten Lebensmonaten
* Einschriankung der

Aufnahme

von verzweigtkettigen

Aminoséduren

Koagulopathien
(z.B. Himophphilie A)
Inzidenz 1: 10.000

Mangel an Faktor VIII
Protein C-Mangel

* unvollstaindigem
Wundverschluss fiihrt zu
Spontanblutungen

* Substitutionstherapie

Hepatolentikuldre Dysfunktion oder Fehlen | ¢ Leberzirrhose
Degeneration des Wilson-Gens (ATB7- | ¢ neurologische
(Morbus Wilson) B-Gen auf Chromosom Manifestation
13q14,3) * kupferarme Diit

* D-Penicillamineinnahme

* [_ebertransplantation
Hyperbilirubindmien Fehlen der UDP- * Kernikterus nach der
(z.B. Crigler-Najjar- Glukuronyltransferase Geburt
Syndrom Typ I) * ohne Transplantation

letal
Tabelle 3 -  Beispiele von  Enzymdefekten,  zugdnglich  fiir  eine

Hepatozytentransplantation —

Die ideale Indikation fiir eine Transplantation isolierter Hepatozyten ist die Korrektur
angeborener Stoffwechselerkrankungen. Das native Lebergewebe ist meist nicht vorgeschidigt
und eine geringe Anzahl an Hepatozyten wiirde ausreichen, um den Enzymdefekt zu
kompensieren (Nissen 2001).

Seit iiber 20 Jahren werden Versuche unternommen, Hepatozyten zu transplantieren. In
experimenteller Erforschung befinden sich Verfahren, die die extrakorporale Kultur der
Hepatozyten nutzen. Hepatozyten mit Gendefekten bei genetisch metabolischen
Lebererkrankungen werden gentechnisch verdndert, die Zellen reimplantiert, um die
angeborene Erkrankung zu therapieren (Raper u. Wilson 1993). Die Durchfiihrbarkeit
der Therapieansidtze konnte anhand der familiiren Hypercholesterindmie und am

Beispiel des Crigler-Najjar-Syndrom Typ I demonstriert werden (Fox et al.1998;
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Grossmann et al. 1994). Aufgrund der bereits beschriebenen enstehenden Nachteile
dieser Therapie werden vielversprechende Ansdtze mit implantierbaren
Leberersatzsystemen entwickelt. Die Idee ist, mit Hilfe der Transplantation von
isolierten Hepatozyten die Leberfunktion bis zur Regeneration des Leberparenchyms zu
substituieren (Bioreaktor) oder sogar eine neue funktionsfidhige Leber zu schaffen.
Besonders weit entwickelt sind daher die Zellkulturbedingungen, um Hepatozyten
langer am Leben zu erhalten (Koide et al. 1989; Landry et al. 1985; Olive u. Durand
1994).

Es existieren Tierversuchsmodelle entsprechend den Ursachen fiir einen Leberausfall.
Hierzu zdhlen das akute Leberversagen, die chronische Leberinsuffizienz durch
Leberzirrhose und der hereditire Enzymmangel (Abrahamse et al. 2002; Washizu et al.

2000). Ein Uberblick soll im Folgenden gegeben werden.

4.1.1. Hepatozytentransplantation in die Milz und das Pankreas

Die Funktionen und die Architektur der Milz gewéhrleisten Voraussetzungen zur
Hepatozytentransplantation (Ikebukuro et al. 1999; Pilichos et al.2004; Strohm et al.
1997). Die Milz wird kontinuierlich von Blut durchflossen und es besteht eine
Interaktion mit mesenchymalen Zellen. Diese Konstellation ist fiir die Differenzierung
von Hepatozyten nutzbar. Hepatozyten konnen nur in Organen iiberleben, die Sinusoide
in ihrer Architektur aufweisen. So konnte gezeigt werden, dass Hepatozyten in der Milz
von Ratten iiberleben, wihrend in der Milz von Méusen aufgrund des Fehlens der
Sinusoide die Hepatozyten nicht engraften (MacFee et al. 1988). Die transplantierten
Hepatozyten zeigten eine gute Integration in das Milzparenchym, wobei die weille
Pulpa ausgespart blieb. Diese Methode wurde durch die Transplantation von
Leberzellen in die Milz von Nagase Analbuminemic Ratten (NAR) untersucht (David et
al. 2001; Ikebukuro et al. 1999). 18 Monate nach der Transplantation wurde in
Héamatoxylin-Eosin Schnitten erkennbar, das ca. 35 % des Milzparenchyms durch
transplantierte Hepatozyten eingenommen wurden. Die Morphologie entsprach der
normalen sinusoidalen Leberstruktur, als auch der bilidren caniculdren Struktur.
Weiterhin konnte bewiesen werden, dass Hepatozyten unter anderem den
Serumalbuminspiegel erhohten, Glykogenspeicherung und Glykogenolyse durchfiihrten
und somit ihre Funktionsfihigkeit deutlich wurde (Ribel et al. 1992; Sigot et al. 2004).

Die Nachteile dieser Methode sind in der -eingeschrinkten Zellmenge zur
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Transplantation zu sehen. Es kann kein Ersatz fiir die gesamte Leberzellzahl und
Funktion erreicht werden. Die Hepatozyten machen 80 % des Lebervolumens aus
(Arias et al. 1988b). Man geht davon aus, dass in die Milz nur 0.1 - 0.7 % des
Leberkontingents transplantiert werden konnen. Die Limitation der transplantierten
Zellzahl ist erforderlich, um den negativen Begleiterscheinungen bei einer Injektion in
die Milz vorzubeugen. Im Tiermodell wurde deutlich gemacht, dass zu hohe Zellzahlen
bei einer Transplantation lebensbedrohliche, pathophysiologische
Durchblutungsstorungen im Sinne einer akuten portalen Hypertension verursachen. Die
resultierende Zyanose in der Leber und dem Gastrointestinaltrakt kann zum Tod des
Organismus flihren. Schlussfolgernd geht man im Tiermodell von einer sicheren
Transplantation bei 0.2x10° Zellen/ kg aus (Benedetti et al. 1997).

Ein weiterer Nachteil besteht in der Dynamik der Zellen und dem daraus resultierenden
prolongierenden Zeitfaktor. Eine Erweiterung des transplantierten Zellpools in der Milz
erfolgt nach Abwanderung der Hepatozyten aus dem Milzparenchym. Diese Zellen
wandern in die origindre Leber aus und werden in diese orthotope und stimulierende
Umgebung integriert (Mito et al. 1979b; Sigot et al. 2004). Es wird deutlich, dass
Methoden entwickelt werden sollten, die praktikabel, minimalinvasiv und mit einer
grofleren Proliferationsrate der Hepatozyten einhergehen.

Neben der Milz ist auch das Pankreas im Rattenmodel ein geeigneter
Transplantationsort. Auch hier findet sich ein Retikulingeriist, das fiir das Wachstum
von Hepatozyten wichtig ist. Als besonders giinstig fiir die Leberzellentwicklung erwies
sich der hohe Bestand an hepatotrophen Substanzen, wie Insulin und Glucagon im
Inselgewebe (Kneser et al. 1999).

Die Ergebnisse der heterotopen Hepatozytentransplantation in den Peritonealraum, die
bereits in der Einleitung diskutiert wurden, ergaben einen wichtigen Baustein fiir
Uberlegungen zur Weiterentwicklung unserer Transplantationsstudie. Dieses Modell
erlaubt Hepatozytentransplantationen, die der Anzahl einer ganzen Leber entsprechen.
Es ermoglicht die Transplantation von Zellen, die genetisch verdndert sind, und gibt den
Zellen die Moglichkeit eines Engraftment fiir einen ldngeren Zeitraum (Gilbert et al.
1993; Kneser et al. 1999; Uyama et al. 1993). Gerade die Weiterentwicklung der
dreidimensionalen Matrizes brachte diese Vorteile hervor. Doch anstatt eine Matrix
aullerhalb der Leber weiter zu entwickeln, wollten wir ein Transplantationsmodell
aufbauen, welches den entstehenden Nachteilen einer extrahepatischen Transplantation

entgegenwirkt. So konnen die Stimulantien und Wachstumsfaktoren der Leber fiir
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transplantierte Hepatozyten genutzt werden. Weiterhin ist ein nativer Anschluss an das

Gallengangsystem moglich.

4.1.2. Heterotope Hepatozytentransplantation in die Nierenkapsel

Als anatomisch relevanter Transplantationsort wurde auch die Nierenkapsel erforscht.
Das Modell der Co-Transplantation von Hepatozyten mit Langerhansinseln zur
Verbesserung der Hepatozyteniiberlebenszellrate ist auch fiir die heterotope
Transplantation in die Nierenkapsel von Bedeutung. In Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die subkapsuldre Transplantation von Hepatozyten und Inseln die
Mortalitét signifikant senkt. Bei einer Transplantation werden keine Zellpopulationen
entsprechend einer Leber implantiert. Es wird deutlich, dass die Nierenkapsel einen
Transplantationsort fiir Hepatozyten darstellt, jedoch ineffektiv ist (Papalois et al.
1994).

4.2. Verwendung dreidimensionaler Matrizes und Hepatozytenkultur

In der vergleichenden Darstellung der Transplantationsmethoden fiir Hepatozyten ist
deutlich geworden, welche verschiedenen Faktoren zur ausreichenden Differenzierung
und Funktionalitit von Hepatozyten untersucht werden miissen. Zur Entwicklung von
Leberzelltransplantationsmodellen muss man sich mit Wachstumsfaktoren, der
Oberfldchenbeschaffenheit und der Dimensionalitit von Matrizes beschiftigen. Alle
diese Komponenten bilden eine Einheit zur optimalen Hepatozytentransplantation. Die
ersten Arbeiten im Bereich Tissue Engineering basierten auf statischen Zellkulturen, um
Gewebe fiir die Implantation herzustellen. Bald stellte sich heraus, dass Flusssysteme
die Qualitit bestimmter Gewebearten, wie zum Beispiel Knorpel, verbessern koénnen
(Vunjak et al. 1996). Der Gebrauch von Flussbioreaktoren kann dazu beitragen, grofere
Mengen an Zellen im Vergleich zu statischen Systemen zu kultivieren. Die meisten
Materialen, die als Matrizes von Zellen genutzt werden, sind synthetisch hergestellt,
z.B. aus Polyglykolsdure oder natiirlich, wie Kollagen und Hydroxylapatit. Die
synthetisch hergestellten Materialien haben den Vorteil, dass ihre Materialeigenschaften
wie Stirke, Mikrostruktur und Permeabilitit gut beeinflusst werden kénnen. Auf der
anderen Seite sind natiirliche Materialen in der Zellinteraktion und im Adhésivverhalten

iiberlegen. In den aktuellen Forschungen wird versucht, die positiven Eigenschaften zu
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verbinden (Barrera et al. 1993; Mooney et al. 1995; Torok et al. 2001).

4.2.1. Hepatozytenkultur

Die Proliferation und Differenzierung einer Zelle ist von folgenden wesentlichen
Faktoren abhingig: Humorale Mediatoren und ihre Rezeptorwirkung, extrazelludre
Matrix und interzellulire Kontakte mit ihren Wechselwirkungen. Im Rahmen der
Forschung zur Leberregeneration stehen die Einfliisse der Wachstumsfaktoren im
Vordergrund.  Traditionell — unterscheidet man  humorale  Mediatoren in
Wachstumsfaktoren und Zytokine. Wachstumsfaktoren wirken mitogen (Mitogene,
Comitogene) oder inhibitorisch (Inhibitoren) auf den Zellzyklus (Michalopoulos 1990).
Komplette Mitogene bewirken bei kultivierten Zellen eine Zunahme der
Proliferationsrate. Fiir die Leberzellen sind EGF, TGFalpha, HGF, KGF, aFGF und HB-
EGF als Mitogene beschrieben (Housley et al. 1994; Ito u. Kawata et al. 1994;
Matsumoto u. Nakamura et al. 1992). Comitogene sind inkomplette Mitogene. Sie
alleine stimulieren nicht die Proliferation von kultivierten Zellen, verstarken aber den
Effekt von Mitogenen. Comitogene sind z.B. Insulin, Glukagon, Vasopressin,
Adrenalin, T; und Ts Cytokine aktivieren Effektorzellen und bewirken so eine
Verianderung der Immunitét, der Zelladhdsion, Migration und Chemoattraktion (Fausto
u. Laird et al. 1995). Bei der Organregeneration und Organogenese der Leber wirken
Wachstumsfaktoren und Zytokine zusammen. Die definitionsgemdBe Trennung ist hier
nicht sinnvoll, da beide Gruppen die Zellproliferation, Morphogenese, Angiogenese,
Zellmotilitit, Differenzierung und Zelliiberleben beeinflussen. Das Wissen iiber diese
Zusammenhinge gibt die Moglichkeit, Hepatozyten in Kultur zu halten. Die Zellen von
TGFalpha transgener Méuse konnen in serumfreiem Medium kultiviert werden. Nach
dreissig Tagen Kulturdauer bilden sich replizierende Kolonien. Durch Isolation der
Kolonien kann man Zelllinien etablieren, die alphal-Antitrypsin, Transferrin, Albumin
und Hepatozyten-Connexine bilden (Wu u. Merlino et al. 1994).

Neben den Wachstumsfaktoren ist die extrazellulire Matrix (ECM) ein entscheidender
Aspekt fiir die Kultur und Regeneration von Leberzellen. Die Matrix ermdglicht
einerseits die physikalische Stabilitdt (Stiitzgeriist), andererseits moduliert sie
biologische Vorginge wie Zelladhdsion, Migration, Differenzierung, Reparatur und
Entwicklung. Die extrazelluldre Matrix wirkt als Festphasenagonist fiir Zellrezeptoren

und aktiviert die Freisetzung und Bindung von Cytokinen. In der Leber ist die ECM in
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der Leberkapsel, den Septen und Portaltriaden lokalisiert. Sie besteht aus Kollagenen,
Laminin, Elastin, strukturellen Glykoproteinen und Proteoglykanen. Jeder einzelne
dieser Bestandteile ist ein weiterer Baustein fiir die Kultur und Transplantation von
Hepatozyten. Man kann eine Kontrolle der Morphogenese in-vitro durch die
extrazellulire Matrix erreichen. Matrixmolekiile kénnen durch den Wechsel
mechanischer Integritit die Zelldifferenzierung und das Zellwachstum beeinflussen. Am
Modell der Angiogenese in-vitro kann man die Effekte von Matrixmolekiilen studieren
(Folkman u. Haudenschild 1980). In Hinblick auf die Hepatozytenkultur bedeutet das
eine deutliche Verldngerung der Kulturdauer von Hepatozyten. Der Gebrauch von
Matrizes erlaubt in kultivierten Zellen eine Zunahme der Zellfunktion, aber auch die

Imitation von in-vivo Strukturen (Mooney et al. 1995).

4.2.2. Einfluss dreidimensionaler Matrizes auf die Hepatozytenkultur

Hepatozyten sind epitheliale Zellen, die einen selektiven Stoffaustausch auf der
apikalen einerseits und der basolateralen Seite andererseits aufweisen. In den tiblichen
Monolayerkulturen primdrer Hepatozyten auf Plastikunterlagen geht diese Selektivitét
teilweise verloren. Die Tatsache, dass Hepatozyten in-vivo auf der apikalen und
basolateralen Zellseite unterschiedliche zelluldre sowie nutritive Mikromilieus
vorfinden, wird nicht berticksichtigt. Die Zellen kdnnen durch extrazelluldre Faktoren
so gesteuert werden, dass sie dreidimensonale tubulidre Netzwerke ausbilden. Faktoren,
die eine Verdnderung der morphologischen Struktur bewirken, sind z.B. unl6sliche
Faktoren wie die ECM-Subtrate, Collagengele, Matrixgel oder Fibronectine. Diese
Faktoren wirken iiber die Bindung an Zelloberflachenrezeptoren. Sie aktivieren sowohl
second-messenger abhéngige Transduktion, wie auch Kaskaden, die durch Anordnung
des Zytoskeletts Signale vermitteln. Dieser Prozess wird als mechanochemische
Signaltransduktion bezeichnet. Die Erkenntnis, dass ECM induzierte, physikalische
Krifte die Zellmorphologie und Zellfunktion beeinflussen, nutzt man ebenfalls fiir die
Hepatozytenkultur.

Eine Reihe von Matrizes auf der Basis einer Kollagenpréparation, die in verschiedenen
Kulturmodellen Verwendung finden und gute Kultureigenschaften fiir Hepatozyten
bieten, sind die Biomatrix, das Matrigel®, das Vitrogen® und die Sandwichtechnik.

Die ,,Biomatrix‘ stellt eine komplexe Bindegewebsmatrix dar, die aus homogenisierter

Rattenleber hergestellt wird und alle bekannten Kollagentypen sowie Basalmembran
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enthdlt. Das Matrigel®, aus dem Engle-Holm-Swarm-Sarkom der Maus gewonnen, ist
als komplexe, extrazellulire Matrixzusammensetzung etabliert und kommerziell
erhdltlich (Orkin et al. 1977). Diese Matrix enthélt Laminin, Kollagen Typ IV und
Heparansulfatproteoglykan als Hauptbestandteile und wurde fiir die Anwendung in
Zellkultursystemen adaptiert. In diesem Milieu schaffen sich die Hepatozyten eine
dreidimensionale Ausrichtung, prisentieren eine intakte morphologische Ultrastruktur
und zeigen erhaltene Transkriptions- und Expressionsmuster von leberspezifischen
Genen.

Unter Verwendung von Vitrogen® (ein kommerziell erhéltliches, hydriertes Typ-I-
Kollagen) wird eine Kulturdauer von Rattenhepatozyten von bis zu fiinf Wochen unter
der Beibehaltung von biochemischen und morphologischen Charakteristika beschrieben.
Es ergeben sich bei den Rattenhepatozyten signifikant hohere transkriptionale
Aktivitdten fiir Albumin mRNS als in konventionellen Kulturen ohne Kollagendeckel.
Die Sandwichtechnik besteht in der Hinzufligung einer Kollagenschicht als so genannter
,Deckel“ zu einem  bestehenden  Hepatozytenmonolayer. Durch  solche
Sandwichkulturen konnten die Kulturdauern auf das doppelte erhoht werden
(Berthiaume et al. 1996). Auch andere leberspezifische Funktionen werden durch die
Sandwichkonfiguration im Vergleich zu normalen Monolayern gesteigert. Humane
Hepatozyten konnen iiber ein bis zwei Monate in einem Sandwichsystem kultiviert
werden und zeigen ihre typische polygonale Morphologie. Die extrazelluldre Matrix iibt
dabei einen groBen Effekt auf die Organisation und Expression des Zytoskeletts aus.
Mit der Ausbildung von Gallenkanalikuli in Sandwichkulturen tritt gleichzeitig eine
Verdnderung der Mikrotubuli — und Mikrofilamentverteilung auf. Hepatozyten in
Sandwichkulturen weisen eine physiologische Polaritét auf (Ezzel et al. 1993; Moghe et
al. 1996). Jedoch ergibt sich eine Limitierung bei der statischen Kultur durch die
Mangelversorgung der zentralen Zellen, da hier eine Versorgung durch Diffusion

erfolgt. Daraus resultiert unter anderem die Vorstellung, ein Neogewebe zu entwickeln.

4.2.3. Kiinstliche Gewebezucht von Lebergewebe (BIOREAKTOR)

Die ersten Arbeiten im Bereich Tissue Engineering basierten auf statischen
Zellkulturen, um Gewebe fiir eine Implantation herzustellen. Es wurde aber deutlich,
dass Flusssysteme die Qualitdt bestimmter Gewebearten, wie z.B. Knorpel, verbessern

konnen (Vunjak et al. 1996).
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Die Verwendung von Flussbioreaktoren ermoéglicht die Kultivierung einer gréferen
Menge an Zellen als bei statischen Systemen. Weiterhin kann die Steuerung von
Metaboliten und Gasen durch den Fluss wesentlich besser erfolgen (Torok et al. 2001).
Es ist gezeigt worden, dass Blutgefdf3e besser unter pulsatilem Fluss, als unter statischen
Bedingungen wachsen (Niklason et al. 1999). Ein Reaktorsystem, dass die
Hepatozytenkultur iiber lange Zeitrdume bei Erhalt der leberspezifischen Funktion
ermoglicht, muss somit die Adhérenz der Zellen auf der Oberflédche fordern, aber auch
einen kontinuierlichen Mediumsfluss fiir alle Zellen ermoglichen. Diese neuartigen
Zellzuchttechniken verbinden die Vorteile eines Festbettreaktors (hohe Zelldichte,
kontinuierlicher = Mediendurchfluss, leichte = Entnahme von Zellen und
Wiederverwendung der Polymertrdger) mit einer Rekonstruktion der Mikroumgebung
in-vivo (bipolarer Zellwuchs auf Collagenunterlagen). Ein Beispiel eines Bioreaktors ist
die Magnetisierung von Polyacrylamidpartikeln. Dieser Zellzuchtreaktor ist im
Labormassstab drei Wochen kontinuierlich einsetzbar. Auch in nanopordse
Keramikmaterialien als Zweikammer-Durchflussreaktor werden primére
Rattenhepatozyten kontinuierlich fiir vierzehn Tage kultiviert (Aurich et al. 2005).
Gezielte in-vitro Versuche mit Hepatozyten haben diese Uberlegungen bestitigt
(Kaufmann et al. 1997; Mooney et al. 1992). Tong et al. fiihrten einen Versuch mit einer
Langzeitkultur von Spheroiden aus adulten Rattenhepatozyten durch. Die Zellen
behielten ihre Funktionsfdhigkeit, wie Albuminproduktion, in der Kultur fiir zwei
Monate (Tong et al. 1992). Ebenfalls wird die Anwendung von Polymeren in
Transplantationsmodellen mit genetisch verdnderten Zellen untersucht (Gilbert et al.
1993).

Die neuesten Arbeiten beschéftigen sich intensiv mit der Weiterentwicklung der
,kinstlichen Leber*-,,Bioartificial Liver System (BAL) (Park u. Lee 2005). Prinzipiell
besteht ein BAL System aus isolierten Hepatozyten in einem Bioreaktor. Die Zellen
werden unbeweglich in Kultur gehalten und fiihren leberspezifische Funktionen aus. In
diesem BAL System besteht ein Durchfluss an Blut oder Plasma eines von akutem
Leberversagen betroffenen Patienten (Cao et al. 1998; Mito 1986). Das System soll dem
Patienten eine langere Wartezeit auf ein Spenderorgan ermdglichen, bzw. bis eine
Regeneration der eigenen Leber erfolgt ist (Strain u. Neuberger 2002). Es gibt einige
Ubersichtsarbeiten, die sich mit der Geschichte, der Technologie, den vorklinischen
sowie den klinischen Ergebnissen des BAL Systems beschiftigt haben (Allen et al.
2001; Busse et al. 1999; Chan et al. 2004; Hui et al. 2001; Legallias et al. 2001).
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Insgesamt sind bisher neun BAL Systeme getestet worden, wobei Unterschiede unter
anderem in der Form der Zellaggregate, der Art des Plasmas oder Blutflusses pro
Einheit und der klinischen Resultate, wie in der Riickresorption von Ammoniak und
Elimination von Bilirubin, bestehen. In den friihen BAL Systemen wurden dem
Kreislauf keine speziellen Hepatozytenkulturen beigefiigt, nur eine Zellsuspension ist
genutzt worden (Margulis et al. 1989; Matsumura et al. 1987). Spéter erfolgte eine
Anwendung von Mikrocarriern und Kollagenen in den Kulturen des Systems
(Demetriou et al. 1995; Patzer et al. 2002). Heute haben sich in BAL Systemen pordse
Matrizes, Spheroide, Kokulturen aus Kollagenen und Sandwichkulturen etabliert (Lee et
al. 2004; Washizu et al. 2001).

4.3. Bedeutung des in-vitro Versuches

Wir haben den in-vitro Versuch ganz bewusst vor die Transplantationsstudie gestellt,
um die Frage zu klédren, wie sich die Hepatozyten in der Fibringel Matrix verhalten. Im
in-vitro Versuch konnten wir die Effekte der Fibrinmatrix auf das Wachstum und die
Differenzierung von Hepatozyten in Kultur untersuchen. Eine gleichbleibende Zellzahl
bis zum 3. Tag in Kultur bestitigt die Annahme, dass eine Fibringel Matrix eine
adiquate Umgebung und Konditionen zum Uberleben von frisch isolierten Hepatozyten
bietet. Der Zellzahlverlust ab dem 3. Tag macht jedoch deutlich, dass eine in-vitro
Umgebung nur bis zu einem gewissen Grad ein Wachstum der Zellen und die
Formation des Neogewebes positiv beeinflussen kann. Als Begriindung sind sowohl die
Minderversorgung mit Wachstumsfaktoren bei ungleichmidfigem Mediumfluss durch
die gesamte Kultur, als auch eine mangelnde Sauerstoffversorgung der Kultur
anzunehmen. Die Problematik einer begrenzten Versorgung von Zellen im Mittelpunkt
von dreidimensionalen Kulturen unter statischen Konditionen ist bekannt und in der
Literatur beschrieben (Fiegel et al. 2004). Herauszuheben ist jedoch, dass die
Fibrinmatrix eine dreidimensionale Zellorientierung und die Entwicklung des
Neogewebes ausreichend unterstiitzt. Gerade die dreidimensionale Ausrichtung der
Zellen ist ein sehr wichtiger Parameter zur Orientierung des Zytoskeletts. In-vitro
Versuche mit Hepatozyten haben gezeigt, welche Auswirkungen die mechanisch-
chemische Signaltransduktion fiir die Anderung der Genexpression haben kann
(Mooney et al. 1992). Die Analysen der Genexpression und die Anwendung der

Immunhistologie fiir die isolierten Hepatozyten in der dreidimensionalen Kultur zeigte
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eine konstante Differenzierung der Zellen iiber den gesamten Zeitraum. Dieser umfasste
das Minimum von 7 Tagen. Mit dieser Zeitspanne sind wir, im Vergleich zu bisher
durchgefiihrten Studien, iiber die durchschnittliche Untersuchungsdauer von statischen
Kultursystemen gelangt. In den iiblichen zweidimensionalen Kultursystemen wurde ein
Riickgang der leberspezifischen Genexpression und Funktion der Zellen bereits nach
wenigen Tagen beobachtet. Diese Ergebnisse implizieren, Fibrin als injizierbare Matrix
zur Hepatozytentransplantation zu verwenden. Bereits andere Arbeitsgruppen konnten
zeigen, wie effektiv Fibrin als Transportermedium zur Gewebsentwicklung z.B. bei
Knorpel, Knochen, Urothelzellen und auch Hepatozyten verwendet werden kann
(Wechselberger et al. 2003; Xu et al. 2004). Die zwei Komponenten Thrombin und
Fibrinogen ermdglichen eine fluide Matrix, die injiziert werden kann und im Parenchym
des Transplantationsorgans eine solide Matrix zur Zellentwicklung bietet. Wir bauten

somit ein Modell der Matrix basierten Transplantation auf (Bruns et al. 2005).

4.4. Engraftment von Hepatozyten in das Empfingergewebe

In der Leber haben Hepatozyten eine ganz unverwechselbare epitheliale Polaritit und
Zell-Zell Kommunikationsstrukturen, die mit Hilfe von Gallenkaniculi, Tight juntions
und Gap junctions ermoglicht werden. Diese Polaritit ermdglicht eine besondere
Regenerationsfahigkeit und die sehr differenzierten Funktionen der Hepatozyten (Spray
et al. 1994; Steer 1995). In unserem in-vivo Versuch untersuchten wir die Anwendung
eines Fibringels als Injektionsmatrix fiir Hepatozyten direkt in die Leber. Unsere Daten
zeigen, dass diese Methode technisch durchfithrbar ist, ohne signifikante
Sicherheitsprobleme oder negative Nebenwirkungen. Besonders die
Untersuchungsergebnisse zur Versuchstiergruppe 1 iiber 12 Monate bis 18 Monate
konnten zeigen, dass das Transplantationsverfahren zu keiner pathologischen
Verdnderungen des Organismus, wie zum Beispiel einer Leberzirrhose oder
rezidivierenden Embolien in der Lunge bzw. zur Ausbildung eines portalen Hypertonus
fiihrt. Diese Ergebnisse gehen einher mit klinischen Studien, in denen Fibrin als
erfolgreiche Methode zur Blutstillung bei operativen Lebereingriffen oder
traumatischen Leberverletzungen verwendet wurde (Feinstein et al. 2001; Ochsner et al.
1990). Fibrin stellt eine addquate und stimulative Matrix fiir die
Hepatozytenentwicklung bei Transplantation dar. Dies konnten unsere histologischen

Aufarbeitungen zeigen. Bereits direkt nach Transplantation organisierte sich das
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Fibringel als dreidimensionales Netzwerk, um somit ein wichtiges stimulatives Gitter
fiir die Hepatozytenentwicklung aufzubauen. Welche entscheidende Rolle Matrizes fiir
die Gewebeformation und Funktionsfahigkeit von transplantierten Zellen darstellen, ist
auch in anderen Arbeitsgruppen bestitigt worden (Fiegel et al. 2004; Gwak et al. 2004).
In allen Transplantationsproben und in allen Gruppen zu jedem Zeitpunkt liessen sich
morphologisch unauffillige Hepatozyten nachweisen. In den immunhistochemischen
Untersuchungen wurde durch den Nachweis von Cytokeratin 18 deutlich, dass es sich
bei den transplantierten Zellen wirklich um Hepatozyten handelt (Moll et al. 1982). Die
immunhistologische Untersuchung mit Hilfe des Parenchymmarkers CK-18 zeigte die
hohe Anzahl an integrierten transplantierten Hepatozyten in das ortsstindige
Lebergewebe. Verantwortlich sind die folgenden, bereits erlduterten Faktoren. Zum
einen die Fibrinmatrix, die eine Vernetzung der Hepatozyten unterstiitzt, zum anderen
die stimulative Wirkung der orthotopen Umgebung. Unter Verwendung der Leber als
Transplantationsort ist die Versorgung mit essentiellen Erndhrungs- und
Wachstumsfaktoren gesichert. Dieser Faktor ist entscheidend und war in der Kultur des
in-vitro Versuches limitiert. Die transplantierten Zellen haben in dieser orthotopen
Umgebung auch einen nativen Anschluss an die Gallengénge, was bei einer
peritonealen Transplantation nicht gegeben ist.

Jedoch wollten wir eine eindeutigere Nachweismethode zur Erkennung der
transplantierten Hepatozyten, so dass zur Auswertung der fluoreszierende Farbstoff
PKH26 angewandt wurde. Der Gebrauch von PKH26 ist sinnvoll bei in-vitro
Versuchen, insbesondere bei in-vitro Proliferationsstudien von Zellen (Givan et al.
1999; von Mach et al. 2004). Auch in in-vivo Transplantationsmodellen wurde PKH26
verwendet, z.B. fiir den Nachweis von transplantierten Speicheldriisenzellen oder
Stammzellen (Hendrikx et al. 1996; Sugito et al. 2004). Andere Arbeiten zeigten eine
gute Kurz- und Langzeituntersuchung von hdmatopoetischen Zellreihen mit Hilfe der
Anfarbung von PKH26 (Lanzkron et al. 1999). PKH26 stellt eine einfach durchfiihrbare
Methode zur Zelldetektion dar. Es kann aber bei zu hoher Konzentration zytotoxisch
wirken. Die Intensitit der Firbung nimmt linear mit jeder Zellteilung ab. Wir
konstatieren, dass die hochste Intensitit der Fluoreszenz in den transplantierten
Hepatozyten in der Stunde Null und am Tag zwei nach der Transplantation vorlag.
Auch in anderen Arbeiten wird dieses Phdnomen beschrieben (Lanzkron et al. 1999).
Die lineare Abnahme in der Fluoreszenzintensitdt konnten wir ebenfalls nachvollziehen.

Wir konnten im Gegensatz zu anderen nach einem Transplantationszeitraum von bis zu
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drei Monaten keine einzelnen PKH26 markierten Hepatozyten mehr feststellen, die sich
in das orthotope Lebergewebe integrierten (Mach et al. 2004). Hier sehen wir einen
deutlichen Vorteil im Nachweis von cross-sex Genen mit Hilfe von FISH oder dem in

Saugetierzellen nachgewiesenen Fluorophoren EGFP.

4.5. Engraftment von nicht-parenchymatosen Leberzellen in das
Empfingergewebe

Eine besondere Bedeutung fiir die Leberfunktion haben die Lebersinoide. Sie sind 350-
500 um lang und unregelméissig weit (Durchmesser 4-15 pm). Dies bewirkt eine
Blutstromverlangsamung und eine Verbesserung des Stoffaustausches mit der
Umgebung. Die Winde der Lebersinusoide werden gebildet von den flachen
Endothelzellen, den Kupfferzellen und den Pit-Zellen. Die Kupfferzellen werden heute
als die Sinusmakrophagen der Leber bezeichnet. Zwischen den zelluldren Elementen
der Sinuswand und den Hepatozyten befindet sich der nach Dissé benannte
perisinusoidale Raum (Dissé 1890). Im Dissé-Raum liegen die Vitamin A-speichernden
Itozellen (Diillmann et al. 2000). Weitere Synonyma sind parasinusoidale Zellen oder
Sternzellen [hepatic stellate cells (HSC)]. Ein weitgestelltes ribosomales
endoplasmatisches Reticulum und ein aktiver Golgi-Apparat geben den Itozellen
Ahnlichkeit mit Fibroblasten. Wie Zellen mesenchymaler Herkunft bei Mensch und
Ratte enthalten auch sie Vimentin als Protein intermedidrer Filamente. Bei Ratten
kommt allerdings gleichzeitig das Zytoskelettprotein Desmin vor, welches einen
effektiveren Marker flir mesenchymale Itozellen bzw. HSC darstellt (Yokoi et al.
1984). Nicht-parenchymatdse Leberzellen sind signifikant proliferationsunterstiitzend
bei transplantierten Hepatozyten. Durch Nachweis des Markers Desmin ist der Verlauf
dieses Zelltypes am Transplantationsort genauer darstell- und untersuchbar (Malik et al.
2002). In aktuellen Studien konnte gezeigt werden, dass Zelltransplantation zu einer
Aktivierung der Sternzelle fiihrt, was wiederum das Engraftment der transplantierten
Hepatozyten fordert (Benten et al. 2005b). Die Proliferation der HSC wird ebenfalls
durch Signale der Kupfferzellen und der sinusoidalen Endothelzellen stark angeregt
(Pinzani u. Marra 2001). In wunserem in-vivo Versuch ist es in dem
Transplantationsgebiet zu einer Proliferation der Desmin positiven hepatischen
Stellatumzellen (HSC) gekommen. Diese Zellen sind in einer Leber zur Kontrolle der

extrazelluldren Matrix vorhanden und kontrollieren den sinusoidalen Blutfluss. HSC ist
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der fiihrende Zelltyp zur Entwicklung einer Leberzirrhose. Auch in anderen Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass die Zunahme der HSC am 3. Tag nach Transplantation der
Hepatozyten am hochsten ist (Benten et al. 2005a; Benten et al. 2005b). In unserem
Versuch kam es im Zeitraum von 3-18 Monaten nach der Transplantation bei keinem
der Tiere zur Zirrhosebildung. Die Leberoberfliche war glatt und spiegelnd, in der
Histologie kein Anhalt fiir einen zirrhosetypischen knotigen Parenchymumbau oder
Malignitit.

Wie bereits beschrieben ist die Kupfferzelle ebenfalls von Bedeutung bei einer
Transplantation von Hepatozyten. Die besondere Funktion der Kupfferzellen
(Sinusmakrophagen) besteht in der Aufnhahme und Eliminierung von geschidigten oder
iiberalterten Erythrozyten, apoptotischen Neutrophilen, Endotoxinen oder kolloidalem
Material (Diilllmann et al. 2000). Nach Kontakt und Aufnahme von bestimmten
Substanzen sezernieren Kupfferzellen Produkte des Arachidonsdurestoffwechsels, unter
anderem Prostaglandine, Thromboxan und geringe Mengen von Leukotrinen. Die
geannten Substanzen haben ein breites Spektrum von biologischen Aktivititen. Sie
regulieren den Gefdfltonus und haben einen protektiven Effekt auf Hepatozyten. So
konnten wir in unserem Transplantationsmodell ein Einwandern von ED-1 postiven
Kupfferzellen als auch anderen Makrophagen deutlich erkennen. Es lag eine massive
Einwanderung von Makrophagen in das Transplantationsgebiet vor. Es ist zu einer
Fremdkorperreaktion im Gewebe gekommen. Die nachgewiesenen mehrkernigen
Riesenzellen in der Abbaureaktion einer Granulombildung bestétigen dieses. Bereits am
7. Tag nach der Transplantation war das Gitter aus Fibrin nur noch spérlichst sichtbar.
Eine Erkldrung gibt die Taxsis der Makrophagen. Die Vitalidt der transplantierten
Zellen ist durch den ziigigen Abbau der Matrix nicht beeinflusst worden. Wahrend des
gesamten Untersuchungszeitraumes sind keine Verdnderungen beziiglich der
Differenzierung der Hepatozyten aufgetreten. Es ist sicherlich ein Merkmal des
Lebergewebes, eine gute Regenerationsfahigkeit zu besitzen. Daher behaupten wir, dass
Fibrin als injizierbare Matrix als Triager zur Hepatozytentransplantation genutzt werden
kann. Es kann sogar davon ausgegangen werden, dass die Matrix ein Einwandern von
ortsstindigen Kupfferzellen und Sternzellen fordert, was folgernd das Engraftment der
transplantierten Hepatozyten unterstiitzt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, Fibrin hat einen konzentrationsabhingigen,
adhidsions-und proliferationsfordernden Effekt auf Hepatozyten. Fibrinogen und Fibrin

bilden beziiglich der zelluldren Antwort nicht nur eine strukturelle, passiv wirkende
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Matrix, sondern ihre substanzspezifischen Interaktionen iiben {iber zelluldre Rezeptoren
Einfluss auf das Adhésions- und Proliferationsverhalten der transplantierten

Hepatozyten und nicht-parenchymatdsen Zellen aus.

4.6. Ausblick

Zunichst konnten wir im in-vitro Kulturmodell zeigen, dass Fibrin als unterstiitzende
Matrix zur Differenzierung und dem Engraftment von Hepatozyten beitrdgt. Die
Dreidimensionalitidt der Fibrinmatrix beinhaltet einen groBen Vorteil gegeniiber den
konventionellen Kulturmodellen. Auf der Basis dieser Ergebnisse haben wir mit dem
in-vivo Versuch ein Transplantationsmodell entwickelt. Es handelt sich hierbei natiirlich
nur um eine sehr kleine Transplantationsstudie mit wenigen Tieren. Wir konnten jedoch
die entscheidenden Vorteile gegeniiber bisherigen Hepatozytentransplantationen
herausarbeiten. Das intrahepatische Transplantationsverfahren ist wesentlich risikoloser
gegeniiber der Injektion von Hepatozyten in die Portalvene oder der Fremdkorper
assoziierten Transplantation in den Peritonealraum. Wichtig ist auch zu erkennen, dass
eine Transplantation in die physiologische Umgebung der Hepatozyten, eine
wesentliche Vereinfachung der Versorgung mit Stimulantien und Wachstumsfaktoren
darstellt. Wir konnten in dieser Studie keine Langzeitergebnisse untersuchen, da die
PKH26 Fluoreszenz nur auf ca. vier Wochen hinreichend nachweisbar ist. Hier sind die
Methoden, wie die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und die EGFP Methode zur
Beobachtung der Verteilung von Proteinen von Vorteil. Wir sind aber der Meinung,
dass es sich lohnt, diese Methode der Hepatozytentransplantation weiter zu entwickeln.
Sollte dies gelingen, so wiirde es eine Moglichkeit geben, verschiedene

Lebererkrankungen auf Dauer zu behandeln.
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5. Zusammenfassung

Einleitung: Zelltransplantation und Tissue Engineering der Leberzelle werden in
aktuellen Studien und Experimenten zur Therapie fiir bestimmte Lebererkrankungen
erforscht. In dieser Arbeit haben wir zwei Versuche durchgefiihrt. Zum einen haben wir
untersucht, in wieweit eine Fibringel Matrix zur Hepatozytenkultur verwendet werden
kann. Zum anderen haben wir im Rattenmodell eine Methode zur

Hepatozytentransplantation durch eine Fibrinmatrix evaluiert.

Material und Methoden: Es wurden Hepatozyten mittels einer Kollagenase

Verdauungstechnik aus ménnlichen Lewis-Ratten isoliert. Die Fibringel Matrix wurde
mit Hilfe der Komponenten Fibrinogen und Thrombin hergestellt. Die isolierten
Hepatozyten wurden in einem Tropfen der Matrix auf Plastikkulturplatten in einem
Medium mit EGF und Insulin gehalten. Die Zellzahlen wurden mit Hilfe einer DNA
Verdiinnungsreihe berechnet. Die Hepatozytendifferenzierung ist unter Anwendung der
RT-PCR und der Immunhistologie von CK-18 und Albumin kontrolliert worden. Im
Transplantationsmodell sind die Hepatozyten zur Detektion mit dem Marker PKH26
inkubiert und unter die Leberkapsel und in das Parenchym der Empfingerlebern
injiziert worden. Die Auswertung des Neogewebes erfolgte mikroskopisch durch ein
Fluoreszenzfiltersystem und in der Histologie mit den Markern CK-18, ED-1 und

Desmin.

Ergebnisse: Die Hepatozytenkultur in der Fibrinmatrix ermoéglichte eine stabile
Zellzahl und eine dreidimensionale Neogewebeformation. Mit der RT-PCR und der
Immunbhistologie liessen sich Vitalitdtsmarker wie CK-18 und Albumin nachweisen.
Die transplantierten Zellen konnten eindeutig nach 2 und 7 Tagen in der
Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden. CK-18 und Desmin liessen auf eine

Integration von Hepatozyten und Sternzellen in die Empfangerleber schliessen.

Diskussion: Die Fibringel Matrix stellt eine geeignete Umgebung fiir die
Hepatozytenkultur dar. Die direkte intrahepatische Injektion von Hepatozyten in eine
Matrix aus Fibringel ist technisch durchfiihrbar. Wir schlussfolgern, dass Fibringel eine

entwicklungsfahige Matrix fiir das Tissue Engineering der Leber darstellt.
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