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Abstract Deutsch

Die Arbeit befasst sich mit Methoden der Erfassung metabolischer Funktion einer dynamischen
Zellkultur in Bioreaktoren zur klinischen Verwendung als Leberunterstiitzungssystem. Der Fokus
liegt auf der Etablierung von Tests zur Qualitatssicherung als effiziente In- Prozess Kontrollen
wahrend der Bereitstellungsphase der Zellkulturen. Weitere Ziele sind ein Beitrag zu
Wirksamkeitsnachweis und zur Charakterisierung des Systems im Rahmen von Zulassungen als
"Biologic".

Bei der experimentellen Untersuchung unter Verwendung von Leberzellkulturen aus porcinen
Organen wurden der Lidocain- MEGX Test, die Elimination von Galaktose und Sorbitol sowie die
Elimination von Ammoniak und die Synthese von Harnstoff, Lactat und Albumin beriicksichtigt.
Dies erfolgte mittels Bolus- und Fliessgleichgewichtsuntersuchungen sowie
Konzentrationsbestimmungen.

Die Ergebnisse zeigten fir alle Parameter einen hochsignifikanten Unterschied zu Zellfreien
Bioreaktoren, sowie einen typischen Verlauf, der in eine initiale Adhasionsphase, eine stabile
Kulturphase und eine darauf folgende erweiterte Phase mit langsamer Abschwachung der
Zellleistungen gegliedert werden kann.

Die Parameter erwiesen sich prinzipiell alle geeignet fir den Einsatz in der Qualitatssicherung der
dynamischen Zellkultur. Ein kombiniertes Untersuchungsschema bestehend aus Parametern die
die Integritat der Zellmembranen reflektieren, wie die Freisetzung von Enzymen, sowie
metabolischen Parametern wie Lidocain, Galaktose, Sorbitol als auch Syntheseparameter, fiir
Proteine Albumin, als Hepatozyten typische Leistungen die Synthese von Harnstoff und der Abbau
von Lactat ist in der Lage einen ausreichend umfassenden Einblick in den Status der dynamischen
Zellkultur zu liefern.

Schlagworte: Leberunterstiizung, Zellkultur, Metabolismus, Bioreaktor, Lidocain, Megx,
Sorbitol, Galaktose



Abstract English

Objectives of this work were to find easy to handle every day quality assessment procedure for
bioreactors that are intended for clinical trials, further more usefulness of these parameters in
characterization and standardization of the Liver Support System.

Parameters for evaluation had been: Lidocaine, Megx, Sorbitol, Galactose, Urea, Albumin and
Lactate. Bolus and Continuous metabolic liver functions tests had been done, for synthesis and
detoxification parameters liberation was measured by concentration.

Highly significant difference between bioreactor with primary porcine liver cells and cell-free
devices was shown by t-tests. Differences to other groups like infected bioreactors had been
demonstrated with ANOVA. Results show typical course over the culture period that can be
categorized into a initial phase of cell reorganization, a stable culture phase and an extended
phase with slow decay. All parameter proved to be suitable for daily routine quality assessment in
dynamic cell culture systems. The combination of parameters reflecting different specific cellular
function is able to give more comprehensive insights in the status of the cell culture.

Keywords: Liver Support, Cell- Culture, Metabolism, Bioreactor, Lidocaine, Megx, Sorbitol,
Galactose
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1 Einleitung
1.1 Zellkulturmodelle

Das kultivieren von primaren Zellen auRerhalb ihrer physiologischen Umgebung, dem Organ und
dem lebenden Organismus als Ganzes, erfordert die Bereitstellung von einer nachempfundenen
kunstlichen Lebensumgebung, die der Situation in vivo so nahe wie mdglich kommt. Basale
Bedurfnisse der Zellen, beispielsweise die Deckung des Energiebedarf, der Aufrechterhaltung des
Membranpotentials und der Temperatur sind- zumindest fiir einen bestimmten Zeitraum bereits fir
viele Zellarten mit dem relativ einfachen Mittel der Kulturschale zu erreichen. Die Kulturschale als
statische Zellkultur unterliegt aber vielen Beschrankungen, deshalb wurden verschiedene andere
Kulturmodelle entwickelt. Die dynamische Zellkultur hat den Vorteil der kontinuierlichen,
steuerbaren Zufuhr von Kulturmedium und Gas. Eine dynamische Zellkultur hat das meiste
Potential fir die Entwicklung eines hybriden Leberunterstiitzungssystem (LUS), das dieser Arbeit
zugrunde liegt. Die Mdéglichkeit, der Perfusion der Zellkultur mit humanem, durch eine
vorgeschaltete Plasmaseperation gewonnenen Plasma, statt mit Kulturmedium macht einen
klinischen Einsatz als Leberunterstiitzungstherapie moglich.

1.1.1 Statische Zellkulturen

Zellkulturen von priméaren Leberzellen wurden als Technik zur einfacheren Analyse der
Leberfunktion entwickelt. Die ersten Hepatozytenkultursysteme bestanden nur aus isolierten
Leberzellen, die in Kulturschalen mit Serum oder wegen der besseren Reproduzierbarkeit und
Ausgangssituation fur viele Experimente, bald darauf mit definiertem Medium tberschichtet
wurden. In Suspensionskulturen, wo die Hepatozyten keine Moglichkeit zur Reorganisation oder
Adhésion haben, kommt es bereits nach wenigen Stunden zum Verlust der Zellfunktion. Der
Nutzen dieser einfachen Kultursysteme ist auf kurze Zeit begrenzt, morphologische und
funktionelle Anderungen der Zellen treten bereits wahrend der ersten Tage in Kultur auf* . Der
Verlust der spezifischen Funktion der Hepatozyten in einer so einfachen Kulturumgebung deutet
auf das Fehlen von Faktoren hin, die in vivo vorhanden sind und die hepatozellulare Funktion
unterstiitzen. Zahlreiche Wissenschaftler haben sich dieser Fragestellung angenommen und
versucht, die Kulturverhdltnisse der in vivo Situation naher zu bringen.

Dazu gehorte zuerst die Verbesserung des Mediums durch Zugabe von einer Vielzahl von
Substraten®, und der Zugabe von Hormonen wie Insulin® ®> oder Glukokortikoide® ” 8. Durch diese
Mediumzusatze konnte die Funktion der Zellen auf 1 bis 2 Wochen verlangert werden und
bestimmte Effekte wie die Steigerung der Albumin Synthese erreicht werden.

Um die Zellkultur noch langer in Funktion und Differenzierung zu halten wurde die Methode der
Anheftung der Zellen an eine Oberflache ahnlich dem Bindegewebe entwickelt. Geeigneter als
Kunststoff erwiesen sich Adhasionsflachen organischer Herkunft, wie Typ | Kollagen®. Kollagen
verbessert die initiale Adhasionsfahigkeit und verléngert die Funktion der Zellen in den Bereich von
Wochen. Dadurch wurde es zum ersten Mal méglich, Cytochrom P450 durch Phenobarbital in
kultivierten Zellen zu induzieren'. Durch die Verbesserung der organischen Adhéasionsflache in
eine komplexe Biomatrix, bestehend aus aufbereiteten Kollagen Fasern und sauren Proteinen wie
Fibronektin und kleine Mengen an Glycosaminoglykanen gelang es Hepatozyten von Ratten iber 5
Monate zu kultivieren®*. Der Nutzen von einer komplexen extrazellularen Matrix fiir die
parenchymalen Zellen zeigte sich sehr deutlich.

Fur die interzellulare Kommunikation via Gap- Junctions ist das Vorhandensein der Extrazellularen
Matrixkomponenten Glycosaminoglykane und Proteoglykane vor allem entscheidend. Die
Korrelation der Menge an mRNA die fiir Gap- Junction Protein kodiert (bestimmt mit Northern
Blots) und der Menge an 27-kD Gap Junction Polypeptid (bestimmt mit Western Blots) mit dem
Grad der Elektrischen- und intracellularer Farbstoff Kopplung zeigt, dass aktive
Glykosarlr;inoglykane und Proteoglykane die Expression und Synthese von Gap- Junctions
induziert™.

Ein weiterer Schritt in Richtung Phlysiologische Umgebung war das Bereitstellen von Zellen des
Bindegewebes als Co- Kultur'® ** ©> *°, die Zell- Zell- Kontakte ermdglichten. In herkémmlicher
Kultur verlieren die Hepatozyten rasch die fir sie typischen Gap- Junctions*?, mit Co- Kultur halten
die Gap- Junctions unbegrenzt. Ein weiteres wichtiges Funktionsmerkmal, die fiir parenchymale
Zellen tbliche kubischen Form wird durch die Co- Kultur erhalten'’. Gap- Junctions kénnen auch
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durch verschiedene Medienzusatze wie Hyaluronate langer erhalten werden *%, jedoch nur im
Bereich von Tagen, die Effizienz der Co- Kultur wird dabei bei weitem nicht erreicht.

Durch Co- Kultur lassen sich wichtige Mechanismen der zellularen Kommunikation erhalten. Zu
diesen Mechanismen gehort

1) direkter Kontakt durch Tight- Junctions und Desmosomen

2) elektrische und mechanische Kopplung

3) extrazellulare Matrix wie z.B. Basalmembran und Grundsubstanz
4) sekretorische Signale; Autokrin, Parakrin und Endokrin.

Die einzelnen Leistungen der Zellen sind zum Teil einzigartig fur eine Zellreihe wie viele
metabolische Funktionen von Hepatozyten, andere Leistungen wie die Kollagensynthese und
Sekretion finden in parenchymalen und nicht- parenchymalen Zellen statt wie Hepatozyten und
Sinusendothelzellen™®.

Mittels Zeitraffer- Mikroskopie ist es mdglich, die Migration, Mitose- und Absto3ungs- Verhalten
einer Zellart oder einer Co- Kultur tiber ein bestimmtes Zeitintervall zu messen .

Die raumlichen Ordnung der Zelle hat einen groRen EinfluR auf ihre Funktion®* % %%, Der beste
Weg, nach A. Guillouzo* diese Funktion zu erhalten scheint die Benutzung von Matrigel® in der
Sandwich Technik zu sein. Die Sandwich Technik, bei der die Leberzellen auf eine Schicht
Kollagen aufgebracht werden und dann mit einer weiteren Schicht bedeckt werden hat gegeniiber
der einfachen Kollagen Schicht mehrere Vorteile, wie die Vermeidung von physikalischen
Scherkraften beim Mediumwechsel und wesentlich langere Beibehaltung differenzierter Funktionen
%621 Objektiviert ausgedriickt mittels des Anteils der Albumin Transkriptions-Aktivitat: fur frisch
isolierte Zellen war die Transkriptions- Aktivitat verglichen mit intakten Leberzellen bei 40%, im
einfachen Kollagen Schicht S&/stem bei 5% an Tag 7, im Sandwich Schicht System bei 40%
zwischen Tag 7 und Tag 21 .

Andere erfolgreiche Modelle der Kultivierung von Hepatozyten beruhen auf Enzyminduktion.

Dimethylsulfoxid (DMSO) scheint den Effekt von beidem durch pharmakologische Induktion von
Differenzierung zu simulieren®. Die Albumin Sekretion ist bei diesem Modell bei 35% und bleibt
stabil, Gen Expression fiir Hepatozyten spezifische Funktionen ist auf hohem Niveau erhalten®.

Der Zusatz von Hepatocyte Growth Factor (HGF) reguliert die Expression von Cytochrom P450
Isoenzymen in der Zellkultur herunter®*, Cytochrom als Phase | Enzyme werden beeinflusst, jedoch
nicht Phase Il Enzyme wie UDP- Glucuronyltransferase oder Glutathione-S-Transferase (GST). Die
Suppression verringert auch stark die Effekte der Enzyminduktion durch Substrate an den
Cytochrom P450 Isoenzymen *. Auf der anderen Seite bewirkt HGF die Stimulation der Zellen in
die Mitose einzutreten. Nach 96 Stunden Inkubation mit HGF steigt die Anzahl der Hepatozyten die
den GO/G1 Status verlassen und in die S und G2 sowie M Phasen eintreten *.

Der Einfluss von Kohlendioxid und Sauerstoffgehalt in der Begasung der Zellkulturen auf den
Energiestoffwechsel ist ebenfalls bedeutsam®" und sollte den physiologischen Bedingungen so
nahe wie moglich kommen..

Landry et al* beschreibt Techniken, Leberzellkulturen zu raumlichen, gewebeéhnlichen
Aggregaten zu reorganisieren. Dabei ist die Oberflache poly-HEMA (poly-2-hydroxyethyl
methacrylate) beschichtet, so dass die verwendeten postnatalen Rattenleberzellen abgewiesen
werden und statt an der Oberflache zu aggregieren sich in Spharoide organisieren. In derselben
Studie wird auch semiquantitativ auf den Einfluss von Glucocorticoiden und Glucagon bezug
genommen, da der Anteil der Parenchymalen zu Nicht- Parenchymalen Zellen sich bei Mangel an
diesen Hormonen zugunsten der Nicht- Parenchymalen Zellen verschiebt.

Seit wenigen Jahren ist auch die gezielte Erforschung der rAumlichen Konfiguration von Co-
Kulturen durch Mikrofabrikations- Techniken®, beruhend auf photolithographische Verfahren,
maglich.

Die statische Zellkultur hat ihre Anwendung vor allem bei wissenschaftlichen Fragestellungen wie
Pharmakologischen Untersuchungen oder bei der Aufklarung von Stoffwechselwegen sowie
zunehmend zur Synthese von Proteinen und Antikdrpern. Das Verfahren der Wahl zur Zellkultur ist
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von der Fragestellung der geplanten Studie abhangig, Vor- und Nachteile der einzelnen Verfahren
sind- soweit bekannt- abzuwagen®’, pathologische und physiologische Effekte in vitro sind zu
differenzieren.

Die definierten Bedingungen der Kulturmethoden fur viele Zelltypen beinhalten eine Reihe von
I6slichen Regulatoren und Substrate von definierten Matrixkomponenten die durch den Zelltyp und
den zu regulierenden physiologischen Prozess bestimmt werden® und der Anpassung bediirfen.

Ein Nachteil der statischen Schalenkultur ist die geringe Substratmenge, die von der kleinen
Zellmenge bewaltigt werden kann.

1.1.2 Dynamische Zellkulturen

Die Technik der isoliert perfundierten Leber ist schon seit langem in Gebrauch. Dabei wird die
Leber, vor allem Rattenleber, kandliert und in einer Perfusionapparatur verbracht, wo sie dann mit
Vollblut durchstrdmt wird. Die wohl ausgereifteste und komplexeste PerfusionsaPparatur, die viele
Aspekte der in vivo Situation der Leber beriicksichtigt, ist die von Neuhaus® *° **, die
Schweinelebern verwendet und zur temporéren Therapie des Leberversagens gedacht ist. Die
hauptsachlichen Vorteile der isoliert perfundierten Leber sind die erhaltene Organstruktur und die
Moglichkeit den Gallenfluss separat zu sammeln und zu analysieren*’. Die Dauer der Nutzung ist
aber wegen Hadmodynamik und Immunokompatibilitdt auf kurze Zeit begrenzt. Die klinische
Anwendung als Leberunterstiitzung war jedoch bei den meisten Autoren wenig erfolg
versprechend42 oder eher zum kurzfristigen Bridging vor Transplantationen geeignet.

Um die Vorteile der Organperfusion und die Vorteile der statischen Kulturen zu verbinden
beziehungsweise zumindest zu einem grof3en Teil zu vereinen wurden hybride Zellkultursysteme
entwickelt, die sowohl aus kiinstlichen Materialien wie auch aus biologischen Komponenten
bestehen. Die hybriden dynamischen Leberzellkulturen wurden vor allem mit dem Ziel der
Leberunterstiitzung bei Patienten konzipiert. Laut Arkadopoulus*® wurden schon seit den Finfziger
Jahren des letzten Jahrhunderts Leberunterstiitzungssyteme konstruiert, welche isolierte oder
gezlchtete Leberzellen und Leberscheiben in verschiedenen Bioreaktoren perfundierten. Der wohl
erste Versuch auf diesem Gebiet war von Nose et al** in den 60er Jahren. Sie fiillten eine
kryokonservierte Hasen-Leberzellsuspension in einen Dialysator, der mit Cellulose Membranen
ausgestattet war, die fur Molekile mittlerer Grof3e durchlassig waren. Das System eines
modifizierten Dialysators haben viele Arbeitsgruppen beibehalten, darunter Mikami und
Matsumura. Der Ansatz von Brunner et al*® bestand aus zelluldren Komponenten und
immobilisierten Leberenzymen, dieser Ansatz leistete aber nur Detoxifikation, komplexe
Regulationsmechanismen und Syntheseleistung stehen dabei auf3en vor. Ein auf Leberscheiben
basierendes Gerat entwarf Soyer et al*®, Eiseman et al*’ experimentierte mit isolierten Hepatocyten
in verschiedenen Geraten, darunter eine Zentrifuge, einem Dialysator und einer
Perfusionskammer. Basierend auf vielen parallel geschalteten Monolayerkulturen entwickelte
Uchino et al*® ein Gerat, welches aber nie seinen Weg in die klinische Erprobung fand.

Als Zellquelle dienten den meisten Wissenschaftlern primare xenogene Hepatocyten oder
Hepatom-Zelllinien. Primare Humanhepatozyten, die bei Split-Liver-Transplantationen oder nicht
zur Transplantation geeigneten Organen anfallen stehen nur gelegentlich und begrenzt zur
Verflgung. Hepatomzelllinien bereiten Schwierigkeiten im Hinblick auf die Biologische Sicherheit,
insbesondere bei immunsupprimierten Patienten nach der Lebertransplantation. AuRerdem scheint
die hepatocytenspezifischen Funktionen nur teilweise erhalten zu sein. Sussman et al*®
konstruierte als erster ein hybrides Leberunterstiitzungssystem mit C3A Zellen, Abkdmmlinge einer
Hepatoblastomzelllinie. In einer randomisierten klinischen Studie® des King's College Hospital,
London, UK, wurde bei der Uberlebensrate in der Therapie des akuten Leberversagens fast kein
Unterschied zwischen intensivierter konventioneller Intensivtherapie und
Leberunterstitzungstherapie mit dem Geréat von Sussman festgestellt. Versuche mit Hepatoma
Zellen der HepG2 Zelllinie ergaben auf3erdem eine verkiirzte Lebensdauer der Zellen unter
Toxinbelastung, ein erhéhten Glukose Verbrauch verbunden mit gesteigerter Laktat Bildung,
geringere Urea Synthese, geringere Protein Synthese sowie ein nicht induzierbares Cytochrom
P450 System®. In der gleichen Studie von Stange et al wurden neben HepG2 Zellen auch
Immortalisierte Hepatozyten von Transgenen Mausen und primare Hepatozyten von Ratten
verglichen. Die Immortalisierten Zellen hatten ebenfalls einen erhdhten Verbrauch von Glucose
und eine gesteigerte Produktion von Laktat, sowie eine mittelmafige Harnstoffsynthese und die
P450 Induktion war bei weitem nicht so effektiv wie in primaren Zellen, die in allen gemessenen
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Bereichen die besten Ergebnisse zeigten.

Die Isolation von grof3en Mengen Leberzellen wurde kontinuierlich verbessert. Es ist auch méglich,
einzelne Zellarten fur bestimmte Fragestellungen zu gewinnen %,

Xenogene primare Zellquellen, vor allem von Schweinen sind von den meisten Arbeitsgruppen
bevorzugt. Sie sind wegen ihren bemerkenswerten morphologischen und funktionellen
Homologenitat mit humanen Leberzellen beliebt. Die Biokompatibilitét ist allerdings noch nicht
vollig geklart.

Obwohl die Zellen in dem von Gerlach konstruierten Bioreaktor>® -der dieser Arbeit zugrunde liegt-
in separaten, durch Membranen abgeschirmten Kompartimenten residieren und von besonderen
SPF- Tieren stammen ist die im Zusammenhang mit der Xenotransplantation gefihrte Diskussion
tiber Xenoinfektionen>* % * ** insbesondere die Entwicklungen iiber den Porcinen Endogenen
Retrovirus (PERV)*® *° zu beachten. Der von Gerlach konstruierte Bioreaktor ® erlaubt durch seine
Bauweise dezentralisierten Stoffaustausch, separate Gasversorgung Uber spezielle
Oxygenierungsmembranen sowie verschiedene Betriebsmodi. Eine Tierexperimentelle Erprobung
als hybrides Leberunterstiitzungssystem fand bereits erfolgreich statt®'. Auch eine klinische
Erprobung mit 8 Patienten erfolgte bereits, eine xenogene PERV Infektion konnte nicht
nachgewiesen werden®. Fiir die weitere Entwicklung und Nutzung von xenogenen Zellen ist ein
Modell zur Testung der Immunbarriere mittels praparierten Lymphozyten mit Hepatozyten in
Alginate Beads beschrieben ®.

Dynamische Zellkulturen in Bioreaktoren mit drei Dimensionaler Co- Kultur eignen sich auch- in
Labor Skalierung- zu Pharmazeutischen Untersuchungen in vitro. Durch Methylcholanthren
Induktion konnte die Aktivitat der 7-Ethoxyresofurin O-deethylase um das 20 fache gesteigert
werden, sowie weitere Funktionen auf hohem Niveau nachgewiesen werden®.

1.2 Moglichkeiten der Bewertung der Zellfunktion

Die Kriterien zur Bewertung der Viabilitdt von Zellen in Kultur lassen sich in drei systematische
Kategorien einteilen®: (1) Morphologisches Erscheinungsbild, (2) Integritat der Plasmamembran
und (3) funktionelle Kapazitat. Einheitliche Standards haben sich fiir die Evaluation von
Leberzellkulturen noch nicht herausgebildet. Um eine moglichst umfassende Aussage treffen zu
konnen ist der Einsatz von mehreren Tests, die unterschiedliche Bereiche der Zellviabilitat
abdecken, wiinschenswert. Viele Techniken aus dem Bereich der Gewebe- und Organ
Viabilitatstests sind mit Zellkulturen nicht brauchbar®, andere wie z.B. Mikroskopie sind geeignet.

1.2.1 Morphologisches Erscheinungsbild

Eine einfache und effektive Methode ist die Lichtmikroskopie, mit oder auch ohne Farbung. Mit der
Durchstrahlelektronenmikroskopie (TEM) und der Rasterelektronenmikrioskopie (SEM) kann die
interne Struktur der Zelle und die raumliche Zellorganisation dargestellt werden. Wahrend die
Lichtmikroskopie schnell und einfach durchzufiihren ist kommt die Elektronenmikroskopie fir die
Routine der Zellevaluation wegen des Aufwands nicht in Frage. Ergebnisse einer Studie liegen fir
den von Gerlach entwickelten Bioreaktor bereits vor®” ®® ®, weitere systematische Arbeit ist im
Gange.

Die morphologische Bewertung ist jedoch bei Zellkulturen in Bioreaktoren nur vor der Zelleinfiillung
und nach Versuchsende, wenn der Bioreaktor getffnet werden kann, moglich. Biopsien, die eine
representative Gewebe- Probe liefern sind aus Grinden der besonderen Konstruktion und wegen
der Notwendigkeit der Erhaltung der keimfreien Umgebung wahrend der Kulturphase gegenwaértig
fast nicht realisierbar. Deshalb eignet sich die Mikroskopie nicht als Routine Parameter in der
taglichen Qualitatssicherung der Leberzellkultur fir den klinischen Einsatz.

1.2.1.1 Lichtmikroskopie

Mit dem Lichtmikroskop sieht man wie viele Zellen einzeln, manche als Doublet oder in Aggregaten
vorliegen. Die Phasenkontrastmikroskopie ist wesentlich besser geeignet um die Zellen zu
bewerten. Unzerstorte Hepatozyten sind oval oder kugelférmig, haben einen Helligkeitskontrast
zwischen Zellkern und Zytoplasma und einen Refraktionsbedingten Ring um die Zellmembran. Bei
geschadigten Hepatocyten muss man zwischen irreversiblen und reversiblen Schaden
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unterscheiden. Herman et al " unterscheidet drei Stufen der Schadigung. Die erste Stufe ist
charakterisiert durch zahlreiche schmale Blasen, in der zweiten Stufe konfluieren die schmalen
Blasen und bilden eine oder mehrere gréf3ere Blasen, die sich aus der Zellmembran stiilpen. In der
dritten Stufe verschwinden die Blasen, die Plasmamembran wird diskontinuierlich und ein
genereller Einstrom in die Zelle findet statt. Im Phasenkontrast zeigen sich Zellen der
Schadigungsstufe drei hochgranular, der Kontrast zwischen Medium und Zellen sowie zwischen
Zellkern und Zellplasma geht verloren. Wahrend Stufe eins und zwei noch reversibel sind ist Stufe
drei irreversibel. Bei gekihlten Hepatozyten findet sich oft eine generelle leichte Schwellung an
Stelle der Blasenbildung.

Das morphologische Erscheinungsbild der Zellen vor der Einfllung in den Bioreaktor ist ein
wichtiges Kriterium. Nur eine Zellsuspension mit geringem Grad an Schadigung sollte ihren Weg in
den Bioreaktor finden.

1.2.1.2 Trypan Blau

Der Standard zur Identifizierung defekter Zellen und seit langem gebrauchlich ist der organische
Farbstoff Trypan Blau. In vielen Publikationen tber priméare Zellkulturen wird er fur die Angabe der
initialen Viabilitat nach der Isolierung der Zellen verwendet.

Der Test ermoglicht eine Aussage lber die Aufrechterhaltung des negativen inneren
Plasmamembranpotentials’ ". Durch die negative Ladung von Trypan Blau kann der Farbstoff nur
in die Zellen penetrieren wenn das aktiv aufrechterhaltene innere Membranpotential
zusammengebrochen ist. Eine weiterfiihrende Aussage Uber andere metabolischen Funktionen
und die zu erwartende Qualitat der Zellen lasst der Test nicht zu. Manche Autoren verknipfen mit
dem Trypan Blau Test auch die Integritat der Plasmamembran. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen beweisen aber, dass auch Zellen mit morphologisch intakter Plasmamembran Trypan
Blau aufnehmen kénnen, ein Indiz, dass das Membranpotential das wesentliche Kriterium ist. Man
kann aber dennoch davon ausgehen, dass Zellen die Trypan Blau aufnehmen irreversibel
geschadigt sind. Eine Schadigung von mehr als 10% der Zellen bei der initialen Prifung mit Trypan
Blau gibt Berry™ als bedenkenswerte Grenze bei Hepatozyten von Ratten fir die weitere
Verwendung der Zellsuspension an. Dieses Kriterium sollte als Freigabekriterium fiir eine
Zellsuspension gelten. Es wurde in dieser Form auch in die Routineprotokolle als In Prozess
Kontrolle vor der Zelleinfiillung in den Bioreaktor integriert.

1.3 Biochemische Untersuchungen - Integritat der Plasmamembran
Enzymliberation

Im klinischen Alltag hat die Bestimmung der Enzyme im Serum einen wichtigen Stellenwert. Auch
in der Zellkultur ist die Bestimmung der freigesetzten Enzyme wegen der etablierten und einfachen
Tests ein sehr hilfreiches Werkzeug um Zellschaden und ihre AusmalRe zu beurteilen. Enzyme
verlassen Uber physiologische Exportmechanismen die Zellen oder werden bei einem Zellschaden
freigesetzt’. Bei einem Zellschaden werden zuerst die Enzyme des Zytoplasma freigesetzt, dann
die Mitochondrialen und als letztes die membrangebundenen Enzyme, damit kann man aus dem
Enzymmuster auf die schwere des Schadens schliel3en.

In der klinischen Diagnostik verwendet man verschiedene Quotienten fiir eine enzymologische
Differentialdiagnose von Lebererkrankungen durchzufiihren. Der de Ritis- Quotient (AST/ALT) ist
bei akuten Virushepatitiden typischerweise kleiner als 0,7. Fur andere Erkrankungen sind typische
Bereiche beschrieben.

Der Quotient dient klinisch der Abschatzung des Schweregrads der Einzelzellschéadigung. Hohe
Werte zeigen eine relativ geringe, kleine Werte dagegen eine tief greifende Zerstérung des
Parenchyms der Leber an.

Der Quotient ist bei den meisten Erkrankungen zwischen 1 und 6, bei Metastasenlebern
typischerweise Uber 20.

Die Verwendung der einzelnen Parameter der Enzymliberation in der taglichen Routine der
Zellkultur wird in einer eigenstandigen Arbeit dargestellt und ist eine wichtiger Beitrag zur
laufenden Qualitatskontrolle und ein einfaches Mittel zur taglichen In-Prozess Kontrolle. Die
Bedeutung der einzelnen Enzyme wird nachfolgend kurz skizziert:
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AST

Die Messung der Aktivitat der Aspartat- Aminotransferase erfolgt im zusammengesetzten
optischen Test, bei dem L- Aspartat und a- Ketoglutarat durch die AST zu Oxalacetat und L-
Glutamat umgesetzt werden. Im nachsten Schritt, einer Malat- Dehydrogenase katalysierten
Indikatorreaktion reagieren Oxalacetat und NADH + H+ zu Malat und NAD+.

Die AST ist eine Zellstdndiges Enzym, das nur bei Zellschadigung freigesetzt wird, und bei fast
allen Erkrankungen der Leber und der Gallenwege erhdht ist.

ALT

Die Bestimmung der Alanin- Aminotransferase erfolgt im zusammengesetzten optischen Test, bei
dem L- Alanin und a- Ketoglutarat zu Pyruvat und L-Glutamat umgesetzt werden. In einer LDH
Katalysierten Indikatorreaktion reagieren Pyruvat und NADH + H+ zu Laktat und NAD+.

Erhéhung der ALT- Aktivitat sind klinisch ein Indiz fir Schaden des Parenchyms der Leber mit
Membranpermeabilitétsstorung.

GLDH

Die Glutamat- Dehydrogenase ist in den Hepatozyten ausschlie3lich in den Mitochondrien
lokalisiert. Die GLDH Aktivitat wird optisch gemessen, unter der katalytischen Wirkung der GLDH
werden 2-Ketoglutarat und NADH + NH4+ zu L-Glutamat und NAD+ umgesetzt.

GLDH wird bei schwerwiegenden Schaden des Parenchyms der Leber verstarkt freigesetzt.
LDH

Die Lactat- Dehydrogenase wird nach der Reaktion

Pyruvat + NADH + H+ — Laktat + NAD+

Photometrisch tber die Abnahme der Extinktion des NADH quantitativ bestimmit.

Wegen des ubiquitaren Vorkommens der LDH spielt dieses Enzym in der klinischen
Leberdiagnostik keine besondere Rolle. Da die Enzyme in der Ko- Kultur der Zellen jedoch
vorwiegend aus den Hepatozyten stammen ist die Lactat- Dehydrogenase zur Bestimmung von
Zellschaden prinzipiell interessant.

y-GT

Die y- Glutamyl- Transpeptidase ist in den Epithelien der intrahepatischen Gallenwege in hoher
Aktivitat nachweisbar. Es katalysiert die Reaktion

y-Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilid + Glycylglycin — y-Glutamyl-glycinglycid + 3-Carboxy-4-
nitroanilin

Die Enzymatische Reaktion wird durch kontinuierliche Messung der Extinktionszunahme bei 405
nm verfolgt. In der Klinik ist die y-GT das Leitenzym flr pathologische cholestatische Prozesse
oder durch Enzyminduktion fur Alkoholabusus.

1.4 Metabolische Untersuchungen

Die Testung der metabolischen Funktionen der Zellkultur hat einen wichtigen Stellenwert, da auf
die klinisch etablierten Punkte Scores, die auf vor allem auf Anamnese und Befund basieren, nicht
zurlckgegriffen werden kann. Auch erfassen die quantitativen Leberfunktionstests physiologische
Funktionen direkt, was die Chance fur ein besseres Verstandnis der pathophysiologischen
Prozesse gibt".

Das Profil fur Tests fur Dynamische Zellkulturen weicht durch die komplexe Massenverteilung in
groBem Mal3e von statischen Kulturen ab. Deshalb ist eine Orientierung an klinischen
Leberfunktionstest (LFT) sinnvoll, die bei vielen Autoren bereits fir die in vitro Leberperfusion
herangezogen wurden. Die Eliminationskinetik der Testsubstanzen muss bekannt sein und um
unabhé&ngig von der Konzentration zu messen muss sie einer Kinetik erster Ordnung folgen.
AuRerdem gelten in Bezug auf die Sicherheit die gleichen Anforderungen wie in der klinischen
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Verwendung, da die getesteten Reaktoren fiir die Therapie von Patienten im akuten
Leberversagen genutzt werden sollten und somit der Sicherheit die hdchste Prioritat eingerdumt
werden muss.

1.4.1 Grundlagen der Leberfunktionsteste (LFT) in vivo

Metabolische Leberfunktionsteste funktionieren auf der Basis der Bestimmung der Clearance.
Dabei wird die eliminierte Stoffmenge pro Zeiteinheit durch die Blutkonzentration geteilt, man erhalt
so eine von der Konzentration unabhangige Aussage Uber die Aktivitdt eines Enzyms oder eines
physiologischen Transport- Vorgangs.

Winkler et al “® haben die LFTs nach ihren Perfusions- Eliminations- Beziehung und der damit
verbundenen diagnostischen Aussage kategorisiert. Sie teilen die Testsubstanzen nach ihren
kinetischen Eliminations Konstanten (Vmax, Km) und des hepatischen Blutflusses in drei Kategorien
ein, das (1) Flussbegrenzte Schema, das (2) Generelle Schema und das (3) Enzymbegrenzte
Schema. Die Grundlage der Schematisierung bildet die Voraussetzung des Zutreffens der
Michaelis- Menten Gleichung bei den getesteten Enzymsystemen. Die Michaelis- Menten
Gleichung beschreibt im FlieRgleichgewicht den Zusammenhang der Reaktionsgeschwindigkeit
und der Substratkonzentration mit zwei Parametern, der Enzymatischen Aktivitat (V,ax) und der
Affinitdtskonstanten (K,).

Die direkte Messung von V.« durch hohe Konzentrationen der Testsubstanz, welche das

Enzymsystem absattigt, ist wegen der durch die erforderliche hohe Konzentration zu

Befiirchtenden unerwiinschter Effekte toxischer, osmotischer oder hamodynamischer Art nur mit

den wenigsten Substanzen mdglich. Die Clearance Bestimmung mit geringeren Konzentrationen

kann aus der Michaelis- Menten Gleichung abgeleitet werden:
V. . *C

max
\"

B K, +¢C ]

v = Eliminationsgeschwindigkeit, ¢ = Konzentration, Vo« und K, kinetische Konstanten des
Enzyms.

Wenn die Konzentration sehr gering ist (c << K,) kann Formel [1] in

V__*cC
V= 2]
m
oder durch umstellen in
v V
cTK .

umgewandelt werden. Der Ausdruck auf der linken Seite ist per Definition die Clearance, mit der
Dimension Volumen / Zeit. Unter der Voraussetzung, K, ist ein konstanter Parameter, der von den
physiochemischen Eigenschaften des Enzyms bestimmt wird, zeigt die Formel [2a], dass die
Clearance proportional zu V. ist. Wird in vivo eine Substanz als Bolus Injektion in einer
Konzentration verabreicht, die so niedrig ist, das der Abbau proportional zur Konzentration ist, so
folgt nach einer initialen Verteilungsphase der Substanzabbau einer einfachen Exponentialfunktion
(Funktion 1. Ordnung), von welcher die Clearance dann berechnet werden kann. Die Konzentration
kann in vivo nicht unmittelbar homogen an den metabolisch aktiven Orten gemessen werden, was
der komplexe Aufbau der Leber mit sich bringt. Praktisch messbar sind die Konzentrationen die in
die Leber einflieRen und die wieder aus der Leber herausflieen. Die Auflésung einer
Differentialgleichung, die den Konzentrationsgradienten in der Leber beschreibt ergibt folgende
Formel:

C
v=F*K, *In=2L 4V 3]
in
Cout= Konzentration nach der Leberpassage, Cj,= Konzentration vor der Leberpassage, v=
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Eliminationsgeschwindigkeit, F= hepatischer Blutfluss.

Die posthepatische Konzentration C, ist bei einem Patienten nur mit gré3erem apparativem
Aufwand (Katheterisierung der V. Hepatica) bestimmbar und bei kleinen Konzentrationen meist
schwierig zu analysieren, aber nach dem Fickschen Prinzip

v=F (Cin - Cout) [4a]

kann man C,; aus der Formel [3] herausldsen:

_(V max-v)

V=F*Cin*(1—e F*Km ) [4b]

Die Formel [4b] ist giiltig fur C;, von Null bis Unendlich. Sie bietet damit eine generelle Losung,
welche aber die Eliminationsrate in einer komplizierten Weise in Relation zur Konzentration der
Testsubstanz setzt.

Von dieser generellen Losung lasst sich mit bestimmten Beschrankungen ein generelles Clearance
Schema ableiten. Wenn die Eliminationsrate v klein ist (v/(F * K,,) << 1, oder v/V . << 1) lasst sich
die Clearance einfacher ausdriicken:

V max

V - *
—=F*@0-e Fm) [5] generelles Clearance Schema

in

Diese Formel weicht von der Michaelis- Menten- Gleichung fir kleine Konzentrationen, der Formel
[2] durch die Implementierung des hepatischen Blutflusses ab. Die Abhangigkeit der Clearance
vom hepatischen Fluss ist- wie bereits erwéhnt- durch die Organarchitektur der Leber bedingt. Mit
Substanzen des generellen Clearance Schemas kann man zwischen Leberperfusion und
Leberfunktion nicht unterscheiden, um die Perfusion von der Funktion zu Differenzieren bedarf es
speziellen Clearance Schemen, fiir Flussbegrenzte Clearance und fiir Enzymbegrenzte Clearance,
die sich vom generellen Clearance Schema durch die kinetischen Eigenschaften der
Testsubstanzen ableiten.

Bei niedriger first- pass Elimination einer Substanz, wenn V. einer gegebenen Substanz klein im
Verhaltnis zum Produkt von F * K, ist, dann kann die generelle Clearance Formel [5] zum
Enzymbegrenzten Clearance Schema naherungsweise umgewandelt werden:

Vo Vi
= [6] Enzymbegrenztes Clearance Schema
Cin Km
Diese Formel ist identisch mit der Gleichung [2a]. Die Enzymbegrenzte Clearance variiert nicht mit
dem hepatischen Blutfluss, sie ist somit ein Test der metabolischen Funktion unabhangig von der

Kinetik.

Wenn bei der ersten Leberpassage fast das gesamte Substrat metabolisiert wird, wenn also
Vimaxd/(F * Kin) >>1, dann kann das generelle Clearance Schema [5] zu

v=F*C, [7] Flussbegrenztes Clearance Schema

reduziert werden. Das Flussbegrenzte Schema kann fiir die Bestimmung des hepatischen
Blutflusses herangezogen werden, nicht jedoch fiir die Funktion, da K, und Vo« komplett aus der
Gleichung verschwinden. Die Klassifizierung der Testsubstanzen hangt somit von der Kenntnis
Ihrer Kinetik ab.

Im Bioreaktor ist die Kinetik unterschiedlich zur Leber in vivo. Statt Arterie, Portalvene und lobulére
Ultrastruktur und Vena Hepatica als ableitendes Gefal} gibt es einen rezirkulierenden Kreislauf, der
kontinuierlich mit frischem Medium versorgt wird und in gleichem Mal3e altes Medium abflief3t. Der
Bioreaktor befindet sich im rezirkulierenden Kreislauf, innerhalb des Bioreaktors verteilt sich das
Medium Uber verschiedene Kompartimente fir Flussigkeit, das Intrakapillare- und das
Zellkompartiment. Das Diffusionsverhalten ist abhéngig von der Substanz, dem Molekulargewicht
und der spezifischen Dichte. Die Kinetik einer Bolusgabe einer Substanz in eine dynamische
Zellkultur kann weitgehend in zwei Phasen unterteilt werden, der initialen Distributions- Phase und
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der darauf folgenden Eliminations- Phase’’.

1.4.2 Lidocain und MEGX

Lidocain wird als Medikament in der Therapie von Herzrhythmusstérungen und als
Lokalanasthetikum weit verbreitet eingesetzt. Die Kinetik von Lidocain in vivo ist gut beschrieben
"8 die therapeutische Breite ist gering, Nebenwirkungen, insbesondere unerwiinschte Effekte auf
das zentrale Nervensystem sind haufig. Die terminale Halbwertszeit in gesunden Personen liegt
bei ca. 90 min, abhangig von Autor und Studienkollektiv.

Der hepatische Metabolismus von Medikamenten und Umweltgiften wird von zwei Klassen von
Enzymen katalysiert: den Oxidoreduktasen und Hydrolasen sowie den Transaminasen. Die
Reaktionen katalysiert von den Oxydoreduktasen und Hydrolasen wird als Phase | bezeichnet, die
Synthesereaktionen katalysiert von den Transaminasen wird als Phase Il Metabolismus
bezeichnet. Die meisten Reaktionen finden an mehr als einem Typ dieser Phasen statt, ein
Synergistischer Effekt ist die Regel. Phase | Reaktionen erh6hen die Polaritat eines Molekils,
somit die Wasserldslichkeit und damit die Fahigkeit des Organismus die Substanz auszuscheiden.
Gelegentlich entstehen dabei auch toxische Metaboliten. Die Produkte der Phase Il Reaktionen
sind generell weniger toxisch oder biologisch aktiv, verglichen mit der Ausgangssubstanz. In den
meisten Féallen wird durch die Phase Il Reaktion die Wasserldslichkeit eines Substrats weiter
erhoht, sogar jenseits von dem durch die Phase | Reaktion erreichten Metaboliten. Das wichtigste
Enzym zum Metabolismus von Medikamenten ist das Cytochrom P450 System. Mehr als die Halfte
aller in der Leber metabolisierten Medikamente werden vom Cytochrom P450 System
verstoffwechselt. Eine Menge offensichtlich unterschiedlicher Reaktionen werden vom Cytochrom
P450 System katalysiert. Grundsatzlich handelt es sich dabei um eine Monooxygenierung des
Substrats. Deshalb werden diese Enzyme auch Monooxygenasen oder ,,mixed-function oxydases*
genannt.

Im Stoffwechsel von Lidocain sind verschiedene Metaboliten bekannt. Je nach Spezies werden die
einzelnen Metaboliten unterschiedlich stark erzeugt. Nach Kennaghan et al’® erscheint im 24
Stunden Sammel- Urin von Schweinen MEGX zu 14,9% der Ausgangsdosis, im Mensch nur 3,9%.
Daten fir die Intravendsen Konzentrationen im Schwein sind nicht verfiigbar. Da MEGX als
intermediarer Metabolit weiterverstoffwechselt wird eignet sich diese Substanz nicht fur
Bilanzierungen.
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Abbildung 1: Lidocain Stoffwechselwege nach Keenaghan

Der Metabolismus von Lidocain hat sich als guter Marker fiir die Cytochrom P450 Isoenzym
Funktion erwiesen. Im Mensch ist vor allem C4P3A4 das verantwortllche P450 Enzym fir die
Umwandlung von Lidocain zu Monoethylglycinxylidid (MEGX) dem wichtigsten Phase |
Metaboliten. Die gleiche Studie berichtet auch von beachtllchen interindividuellen Unterschieden.

Die L|doca|n Elimination und die Synthese von Megx ist von der Konzentration von Insulin
abhanglg , die in der dynamischen Zellkultur aber konstant ist.

Im porcinen Tiermodell, dem Vergleich von in vivo Leberfunktion mit ex vivo perfundierten Leber
ergab sich eine grof3e Ahnlichkeit im Metabolismus, so dass Mets et al die perfundierte
Schweineleber als Modell fiir Metabolische Untersuchungen suggerieren 8

1.4.3 Galaktose

Galaktose ist im klinischen Gebrauch eine sichere Substanz, mit physiologischem Vorkommen.
Nur bei Menschen die an der seltenen Galaktoséamie leiden ist Unvertraglichkeit zu erwarten. Beim
Saugling und Kleinkind fallt Galaktose in gréReren Mengen als Produkt der im Dinndarm
stattfindenden Hydrolyse von Lactose an. Beim Erwachsenen muss fiir die Biosynthese von
Glycoproteinen sowie- wahrend der Lactationsphase- von Lactose benétigte Galaktose aus
Glucose synthetisiert werden.

In vivo findet der Abbau von Galaktose vor allem in der Leber statt®. Galaktose und ein ATP wird
dabei von der Galaktokinase zu Galaktose-1-Phosphat phosphoryliert. Dieses reagiert mit
Uridindiphosphatglucose (UDPG) unter Bildung von Uridindiphosphatgalaktose (UDPGal) und
Glucose-1-Phosphat. Diese durch das Enzym Galaktose-1-Phosphat-uridyltranspherase vermittelte
Reaktion besteht also in einem Austausch von Galaktose und Glucose am Uridindiphosphat. Die
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Folgereaktion ist eine Epimerisierung der aktivierten Galaktose. Durch die UDP-Galaktose-4-
epimerase entsteht UDP-Glucose®.

Beim Abbau von Galaktose ist die Galaktokinase das geschwindigkeitsbestimmende Enzym® .

Die kinetischen Konstanten fiir diesen Stoffwechselweg im Schwein sind bekannt: Vmax= 585
pmol/min, Km= 0,24 mmol/l (Mittelwerte n=20), daraus resultiert der Quotient der Clearance
Vmax/Km= 2,44 l/min ®%. Daraus erfolgt eine Einordnung nach Winkler et al in das generelle
Clearance Schema’®. Dieses Schema gilt aber nur fiir kleine Testdosen ohne Abséttigung des
Enzymsystems.

Im allgemeinen klinischen Gebrauch wird die Galaktose- Eliminationskapazitat(GEK) bestimmt. Die
Standard Prozedur fir die Bestimmung beginnt mit der intravendsen Injektion von 0,5 g/KG
Kdrpergewicht. Nach der initialen Verteilungsphase von 20 Minuten liegt eine abgesattigte
Michaelis-Menten-Kinetik vor, also eine Abbau-Kinetik nullter Ordnung, die durch eine lineare
Beziehung zwischen Konzentration und Zeit gekennzeichnet ist. Zwischen der zwanzigsten und
der sechzigsten Minute nach der Injektion wird mehrmals die Plasmakonzentration bestimmt. Diese
Werte werden extrapoliert und die Eliminationszeit auf der Absissenachse abgelesen. Die GEK
wird dann berechnet®”:

D-E
GEK = " +5r Galaktose Eliminationskapazitat (GEK)

e

D= initiale Dosis i.v., E;= renale Eliminatin, t.= extrapolierte Eliminationszeit, k= Korrekturfaktor fir
Fehler durch Verteilung (5 min). Die GEK bei Lebergesunden liegt im Bereich von 59 min®’.

Die Aussage der GEK wird vor allem fiir die Prognosestellung nach wiederholter intraindividueller
Durchfiihrung geschatzt. In der Akutdiagnostik und der klinischen Entscheidungsfindung ist der
Test meist den klinischen Scores unterlegen. Auch korreliert er nicht zwingend mit einem
Leberschaden oder mit anderen Parametern wie der Albuminsynthese und der Synthese von
Gerinnungsparametern .

Im kliniscpéen Gebrauch gibt es auch die Mdglichkeit die Leberfunktion mit Galaktose als Atemtest
zu prufen™™.

1.4.4 Sorbitol

Sorbit ist ein physiologisch Vorkommender Zucker, der vor allem als Zuckeraustauschstoff
Verwendung gefunden hat. Die Insulinunabhéngige Verwendung prédestiniert Sorbitol fur die
diabetisgerechte Ernahrung.

Der hauptsachliche biochemische Stoffwechselweg ist die Umwandlung von Sorbitol zu Fructose,
die von der Sorbitoldehydrogenase unter Umwandlung von NAD+ zu NADH und H+ katalysiert
wird. Sorbitol kann durch die Aldosereduktase auch in Glucose umgewandelt werden, dabei wird
NADPH und H+ zu NADP+ umgewandelt®*,

Sorbitol ist eine sehr sichere Testsubstanz, nur bei der sehr seltenen angeborenen
Fructoseintoleranz kann es zu unerwiinschten Wirkungen, vor allem Hypoglykéamie, kommen.

Die Elimination von Sorbitol findet in vivo vor allem in der Leber statt, aber ungeféhr ein sechstel
wird Uber die Niere ausgeschieden. Die Elimination ist dabei von der Di&t und der kérperlichen
Belastung wihrend des Testvorgangs abhangig®. Sorbitol folgt einer Kinetik erster Ordnung tiber
einen weiten Bereich sicherer Dosen®. Nach Winkler et al erfolgt eine Einordnung in das
flusslimitierte Clearance Schema’®, da die Extraktionsrate bei der Erstpassage durch die Leber bei
gesunden Probanden bei 93% liegt®.

Die Formel fur die Berechnung der Clearance ist deshalb Formel [7] aus Abschnitt 1.4.1:

v=F*C, Flussbegrenztes Clearance Schema

Der Test kann im klinischen Gebrauch kann als Bolus- Injektion wie von Molino et al®* angewandt
oder als Dauerinfusion mit Bestimmung des FlieRgleichgewichtes wie von Zeeh et al®® durchgefiihrt

werden.
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1.4.5 Antipyrin

Antipyrin wurde erstmals Mitte der 70er Jahre als Leberfunktionstest eingesetzt®, es wird heute
gelegentlich in der Evaluation der Leberfunktion fur Transplantationen verwendet. Durch orale
Gabe der Testsubstanz und durch Bestimmung der Konzentration im Speichel, die der
Plasmakonzentration gleicht, ist der Test non- invasiv durchfiihrbar. Die Clearance lasst sich
einfach errechnen®.

Antipyrin wird durch Cytochrom (beteiligt sind folgende Cytochrom P450 Enzyme: CYP1A2,
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 und CYP3A4) in den Microsomen in die Hauptmetaboliten
4-Hydroxyantipyrin, 3-Hydroxymethylantipyrin und Norantipyrin verstoffwechselt®®. Ein Vorteil des
Antipyrin Tests ist die Unabhangigkeit der Clearance von der Leberdurchblutung, da diese
Substanz keinem nennenswerten First-Pass-Effekt unterliegt.

Ein Nachteil von Antipyrin ist die vergleichsweise Aufwendige Analytik mittels HPLC, die in der
taglichen Routine der Qualitatssicherung der Bioreaktoren bei angestrebten Stand- By Betrieb des
Leberunterstitzungssystems nur schwer zu realisieren sind. In Voruntersuchungen dieser Arbeit
zeigte sich Antipyrin auch als schwerfallig in der Handhabung, da es von der Testzeit mit den
anderen Substanzen im Cocktail- Bolus- Ansatz im Rezirkulationsmodus des Bioreaktors abweicht.

Im Tiermodell von Gross et al *® ergab der Vergleich des Aminopyrin Atemtests mit dem Galaktose
Atemtest eine héhere Spezifitét des Galaktose Tests. Der Galaktose Test korrelierte auch besser
mit dem Umfang der intakten Leberzellmasse. Bei den Atemtest wird Di-**C-Methylaminoantipyrin
bzw. 1-'*C-Galaktose intravends oder intraperitoneal verabreicht und **CO, im Atem gemessen.

Das Hauptargument gegen die Verwendung von Antipyrin war die Abdeckung der Cytochrom P450
Enzymfamilie durch das verwendete Lidocain und seinem Metaboliten MEGX. Kompetitive
hemmende Effekte sind zu vermeiden.

15 Syntheseparameter
1.5.1 Ammoniak und Harnstoffsynthese

Der qualitative Nachweis der Harnstoffsynthese ist in einer Leberzellkultur ein wichtiger
Funktionsparameter, der auf die Erhaltung metabolischer Kompetenz hinweist.

Ammoniak entsteht physiologisch vorwiegend durch den Abbau von Aminoséuren im Rahmen des
Proteinstoffwechsels. Beim Abbauprozess der Aminosduren wird der Aminostickstoff als
Ammoniak unter Bildung von Ketosauren abgespalten *’. Ammoniak hat einen pK’- Wert von 9,1,
es liegt bei einem pH Wert von 7,40 zu etwa 99% als Ammoniumion (NH,") vor. Die Ausscheidung
von Ammoniak erfolgt zu ca. 70% als Harnstoff durch die Harnstoffbiosynthese im periportalen
Bereich der Leber®’. Die restlichen 30% werden durch die Glutaminsynthethasereaktion in der
perivendsen Leberzellpopulation.

Die Enzyme des Harnstoffzyklus sind auf zwei Kompartimente der Zellen, den Mitochondrien und
dem Cytosol verteilt. Der erste Schritt des Harnstoffzyklus findet in den Mitochondrien statt. Dabei
reagiert Ammonium mit Hydrogencarbonat und ATP zu Carbamoylphosphat. Das katalysierende
Enzym ist die Carbamoylphosphat-Synthetase. Das Carbamoylphosphat reagiert mit Ornithin
weiter zu Citrullin mit Hilfe der Ornithintranscarbamoylase. Ornithin ist eine nicht- proteinogene
Aminosaure. Citrullin wird nun aus den Mitochondrien in das Cytosol transportiert, wo der Zyklus
seinen Fortgang findet. Im Cytosol reagiert Citrullin mit Aspartat zu Arginosuccinat. Katalysiert wird
dieser Schritt durch die Arginosuccinat-Synthetase. Aus Arginosuccinat spaltet sich Fumarat ab.
Ubrig bleibt die Aminosaure Arginin. Das katalysierende Enzym ist die Arginosuccinase. Fumarat
wird im Zitronenséaurecyclus zu Oxalacetat weiterverarbeitet. Oxalacetat wird durch
Transaminierung zu Aspartat umgewandelt und steht wieder fir den Harnstoffzyklus zur
Verfligung. Im nachsten Schritt hydrolysiert Arginase Arginin zu Harnstoff und Ornithin. Das
Ornithin steht fur einen neuen Zyklus zur Verfiigung, der Harnstoff wird abgegeben ins Blut und
Uber die Nieren und den Harn ausgeschieden.
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Abbildung 2: Harnstoffzyklus, aus Lehninger: Principles of Biochemistry®®

Im menschlichen Organismus erfolgt die Regulation und Verstoffwechselung von Ammoniak und
Aminosauren hauptsachlich durch die Leber. Die normale Konzentration von Ammoniak im Blut
betragt 10-50 pmol/l. Die tagliche Bildung von Harnstoff einer 70 kg schweren Normalperson liegt
bei etwa 0,5 mol (30 g). Bei Stérungen des Ammoniak Stoffwechsels, insbesondere grol3er
Uberschuss im extrazellularen Kompartement sind schwere cerebrale Schaden zu befiirchten. Bei
der hepatischen Enzephalopathie, ein komplexes multifaktorielles Krankheitsbild, spielt Ammoniak
eine wichtige Rolle.

In der klinischen Diagnostik wird der Ammoniak Toleranz Test angewendet um den Grad des
Portal- Systemischen- Kolateralkreislaufs bei Patienten mit Leberzirrhose abzuschatzen. Dabei
wird dem Patienten eine orale Dosis Ammoniumacetat verabreicht und nach 30 und 60 Minuten die
Konzentration im peripheren Blutkreislauf gemessen. Der Test korreliert nicht nur mit dem
Auspragungs- Grad des Kolateralkreislaufs, sondern auch mit der portalen Hypertension®. Der
Ammoniak Toleranz Test ist in modifizierter Variante auch geeignet um die Ursache von Aszitis,
zirrhotische versus maligne Genese, zu Differenzieren 10

Die Abhangigkeit des Harnstoffzyklus von der Aminosaurenzufuhr ist zu beachten. Schnellste
Umsatzraten werden bei der Zufuhr von Supraphysiologischen AS- Konzentrationen erreicht'®.
Dies kann man sich fur einen Stimulationstest zu Nutze machen.

1.5.2 Aminosaurenstoffwechsel

Der gesamte Aminosauren- und Ketosaurenstoffwechsel und Proteinbiosynthese ist ein
interessanter Ansatz die Funktion von Leberzellen zu Prifen. Aufgrund der aufwendigen
umfassenden Analytlk liegen Ergebnisse bis jetzt jedoch nur zu einem Teil vor. Die bisherigen
Ergebmsse zelgten dass die Harnstoffzyklus Aminosauren Argenin und Ornithin
aufgenommen und freigesetzt werden geman ihrer normalen Funktion im Zyklus. Putrescin wird
synthetisiert und folgt Ornithin im Polyamin- Metabolismus. Die Synthese und Freisetzung von a-
Ketosauren von verzweigtkettigen Aminosauren reflektiert die Transaminierungs- Kapazitat des
Kultursystems. Die a-Keto- und Aminosaure Pyruvat und Alanin werden abgegeben als folge der
Degradierung von Zucker zu Pyruvat im Rahmen der Glykolyse.

1.5.3 Albumin

Albumin ist das wichtigste Protein im Blut. Es wird in der Leber synthetisiert und ins Blut
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freigesetzt. Die Funktionen von Albumin sind vor allem erhalt des osmotischen Druckgradienten
zwischen intravasalem und extravasalem Kompartiment. Auerdem ist es ein bedeutsames
Transportprotein.

Die Albumin- Liberation summiert sich aus der Syntheseleistung gesunder Zellen und Freisetzung
durch apoptotische Zellen zusammen.

In statischen Monolayer- Leberzellkulturen ist die Liberation von Albumin im gewechselten Medium
alle z.B. 24 Stunden einfach zu bestimmen. Der Verlauf, der unter sophistikierten
Kulturbedingungen, d.h. modifiziertes Williams E Medium mit zusétzlichen Aminosauren und
verschiedenen Hormonen, erzielt wird ist ein geringer Wert initial an Tag 0 und ein Anstieg im
Verlauf der Kulturdauer tiber eine Woche?. Andere Arbeitsgruppen® mit weniger anspruchsvollen
Kulturbedingungen berichten von einer ,stabilen“ Produktion von Albumin tUber den Kulturzeitraum.
Die Synthese von Albumin ist von Insulin und Glukokortikoiden sowie anderen Hormonen
beeinflusst '%.

In der Zellkultur spielt Albumin vor allem eine Rolle als Parameter fiir die Synthese Leistung der
Zellen. Von porcinen Zellen wird Pig- Albumin freigesetzt, das in Leberunterstiitzungssystemen
lediglich zur Charakterisierung der Leistung und zur Qualitatssicherung nitzlich ist, aber im

therapeutischen Einsatz wegen seiner potentiell antigenen Eigenschaften eher unerwiinscht ist.

1.5.4 Lactat

Lactat entsteht im Stoffwechsel der Glucose. Der wichtigste Stoffwechselweg ist der glykolytische
Abbau, eine weitere Abbaumdglichkeit fir Glucose besteht im Abbau tber den
Pentosephosphatweg. Die glykolytische Zerlegung von Glucosemolekiilen, die auch unter aeroben
Stoffwechselbedingungen stattfindet, ist entwicklungsgeschichtlich wahrscheinlich eines der
altesten Stoffwechselwege. Die Reaktionsfolge der Glykolyse ist bei allen eukaryonten Lebewesen
identisch, das Prinzip ist die Umwandlung von Glucose in 9 Schritten zu Pyruvat, dabei werden
netto zwei Adenosintriphosphat (ATP) gewonnen .

Pyruvat wird dann im Mitochondrium komplett zu CO, und H,O oxydiert oder- unter anabolen
Bedingungen durch die Lactatdehydrogenase zu Lactat reduziert und aus der Zelle freigesetzt.

1.5.5 Gluconeogenese

Die Bestimmung der Gluconeogenese in Zellkulturen beruht auf einem einfachen Prinzip: die
Zellen werden in glucosefreien Medium kultiviert und die Rate der Gluconeogenese Uber die
gemessene Glucosekonzentration bestimmt. Da eine Ausgewogene Versorgung der Zellkultur als
wichtiger angesehen werden muss kommt diese Bestimmung bei einer Zellkultur die auf Funktion
optimiert ist nicht zur Anwendung.

1.6 Ziele der eigenen Arbeit

Diese Arbeit wird im Rahmen der Entwicklung eines hybriden Leberunterstiitzungssystems
durchgefiihrt, dessen Kernstiick die Entwicklung eines Bioreaktors ist, der fir Leberzellen in
klinisch relevanten Mengen ausgelegt ist und fur die Leberzellen méglichst nahe an die in vivo
Bedingungen herankommen soll. Um das Projekt tiber tierexperimentelle Erprobung zu klinischen
Phase | Studien zu fihren ist die Untersuchung der Zellleistung wesentlich.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der Funktion des verwendeten dynamischen
Zellkulturmodells und die Etablierung von Funktionstests. Dabei sind folgende Fragen zu
beantworten:

1) Evaluierung und Diskussion von Methoden zur Bewertung der Leberzell- Funktion, welche eine
Routine Diagnostik der Funktion der Zellen im verwendeten 3D- Kulturmodell zulassen,

2) Empfehlungen fir Untersuchungsschemata, welche Veranderungen rechtzeitig aufzeichnen und
gleichzeitig aufwendige oder Uberflissige Diagnostik vermeiden.

3) Nutzbarkeit von Funktionstests hinsichtlich Qualitatssicherung in der Routine Bereitstellung von
Leberunterstitzungssystemen.
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4) Beitrag zum Wirksamkeitsnachweis des Bioreaktors, Hypothese: ,der Bioreaktor ermdglicht

Lebertypische Leistung” oder zum Zuriickweisen der Nullhypothese ,der Bioreaktor ermdglicht
keine Lebertypische Leistung".

5) Beurteilung einer fir den therapeutischen Bereich nutzbaren Kulturdauer des aktuellen Systems.

6) Aussagekraft der einzelnen untersuchten Parameter und deren Nutzbarkeit im Hinblick auf eine
Standardisierung des Systems fur klinische Studien.
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2 Material und Methoden

2.1 Das dynamische Kulturmodell

Das Kulturmodell ist als hybrides Leberuntersiitzungssystem (LSS) entwickelt worden. Es besteht
an zentraler Stelle aus einem Bioreaktor, der die Leberzellen beherbergt und Stoffaustausch tber
synthetische Membranen erméglicht. Zur mechanischen Unterbringung des Bioreaktors, Steuerung
des Stoffwechsels und der Reaktortemperatur wurde ein Bioreaktormonitor entwickelt, der alle zur
Versorgung des Bioreaktors benétigten Aggregate in einem mobilen Geh&use bietet.

2.1.1 Bioreaktor

Der Bioreaktor besteht aus einem Gehéuse aus Polyurethan (PU-R 725 A/B, Rohm & Haas GmbH,
Bremen). Das Innere des Bioreaktors besteht aus einem Geflecht von Kapillarhohlfaser-
membranen, die den Reaktor in intra- und extrakapillare Kompartimente aufteilen. Die kultivierten
Leberzellen sind im extrakapillaren Kompartiment angesiedelt und adhérieren auf der &uf3eren
Oberflache der Kapillaren. Durch Wahl der Membraneigenschaften und durch jeweils unabhéngige
externe Ansteuerung eines Kapillarbiindels kénnen den Membranen unterschiedliche Funktionen
zugewiesen werden. Hydrophile Membranen kénnen tiber den Anschluss zum Bioreaktorkreislauf
fur die Zufuhr oder Ausfuhr von Flissigkeiten genutzt werden. Verwendet wurden Membranen aus
Polyethersulfon (Micro PES TF 10® Capillary Membranes, Membrana GmbH, Wuppertal).
Hydrophobe, gaspermeable Membranen werden zur Oxygenierung und zur Ver- und Entsorgung
von Kohlendioxid verwendet. Eingesetzt wurden Kapillaren aus Doppelschichtmembranen
bestehend aus Polypropylen und Polyamid (MHF 200TL Hollow Fiber, Mitsubishi Corporation,
Tokyo, Japan). Als weitere Membran zur Oxygenierung wurden alternativ Oxy Plus Membranen
(Oxy Plus®, Membrana GmbH, Wuppertal) erprobt. Diese Membranen wurden direkt mit Gas
beschickt. Die folgende Tabelle gibt die Eigenschaften der unterschiedlichen Kapillarbiindel wieder.

Tabelle 1: Eigenschaften Kapillarbiindel

Membran Verwendung Cut-off Kapillarzahl | Austausch-
oberflache

Micro PES TF | Stoffaustausch | 200 * 10° MW 6000 1,5 m2

10® Zelladhédsion

MHF 200TL Gasaustausch | impermeabel 640 0,075 m2

Hollow Fiber®

Oxy Plus® Gasaustausch | impermeabel 600 1,07 mz

Ein Bioreaktor kann nur einmal benutzt werden.

Abbildung 3: Kapillarhohlfaserbioreaktor
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2.1.2 Bioreaktormonitor

Der Bioreaktor als ,Herzstlick” des dynamischen Zellkultursystems wird von in einem beheizten
Gehause wahrend des Betriebs gehalten. Die Regulation der Mediumzirkulation und der
Frischmedium- und Gasversorgung Ubernimmt das speziell angefertigte Steuergerat, der
Bioreaktormonitor.

a) b)
Abbildung 4: a) Bioreaktormonitor und b) Bioreaktormonitor in Betrieb

Zur Aufrechterhaltung der Zellfunktion und pH- Regulation im Kulturmedium wird das Zell-
kompartiment im Bioreaktor mit trockenen Gasen (Sauerstoff, Kohlendioxid und Druckluft) begast.
Die Entnahme der Gase erfolgt Uber Hausanschliisse, wobei in Abhéngigkeit zum aktuellen pH-
Wert die Gasmischung Uber geeichte Klein- Durchflussmesser DK 800 R (Krohne Messtechnik,
Duisburg) anteilig reguliert wird.

Die Basismischung der Gase betragt durchschnittlich 95 % Druckluft (Hausanlage) mit 21 %
Sauerstoff und 5 % Kohlendioxid (AGA 5.0, AGA Gas GmbH Hamburg).

Um der Zellkultur physiologische Temperaturen zu gewahrleisten, ist der Bioreaktor von einem
Gehause aus 8 mm Acrylglas umgeben, das mittels eines Tangentialheizgeblases (230 V / 50 Hz),
mit ca. 80 m® * h™* Luft nach dem Umwalzprinzip beheizt wird. Die Heizleistung von max. 1000 W
ist Uber ein Leistungsmodul (Kemo, Berlin) regelbar.

Die Messung der Ist-/Soll-Temperatur erfolgt Gber eine im Gehause montierte Messsonde (Typ PT
100, RS Components, Morfelden-Walldorf), deren Werte Uiber einen im Liftergehduse
eingebauten, digitalen, selbstoptimierenden Regler (CAL 9900, RS Components, Morfelden-
Walldorf) angezeigt und reguliert werden.

Die Basis der Perfusionseinrichtung bilden zwei miteinander gekoppelte Dialysemonitorrohlinge
(HD-Secura, B .Braun Melsungen AG, Melsungen), die aufgabenspezifisch modifiziert sind und als
Apparatetrager fur Pumpen, Klemmventile, Druckanzeigen, Steuerelektronik sowie alle weiteren
Systemkomponenten dienen. Die Gesamtapparatur kann auf Rollen bewegt werden und unterteilt
sich in einen Patienten- und Bioreaktormonitor (siehe Abbildung).

Um das System stabil und sicher, auch fur den klinischen Betrieb zu haben wurden verschiedene
Sicherheitsfunktionen in das System integriert. Um physiologisch angepasste Driicke und
Volumenstréme zu erreichen, finden Schlauchpumpen mit Zahnriemengetriebe (Typ 49 V 437, 348
und 260 B, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) Verwendung. Unter Beriicksichtigung der in den
einzelnen Zirkulationskreislaufen maximal notwendigen Volumenstréme sind fiir Blutzufiihrung und
Reaktorkreislauf die Pumpen mit einer Férderleistung von maximal 600 ml/min, beziehungsweise
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fur die Mediumzufuhr bzw. den Mediumablauf, Pumpen mit einer Maximalleistung von jeweils 200
ml/min dimensioniert. Der Forderfluss aller Pumpen ist von Null bis zum jeweiligen Maximalfluss
stufenlos manuell regulierbar und Uber einzelne LCD-Displays ablesbar.

Zur Vermeidung von Druckspitzen und unphysiologischen Strdmungsverhaltnissen, die unter
Umstanden zu Schadigung der Zellen und zur Berstung des Bioreaktors und der
Perfusionsleitungen fihren kénnten, sind in den einzelnen Kreislaufen Druckaufnehmer (Typ BV 49
B 90, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) vorhanden. Mit ihnen ist es méglich, durch die
Sensoren gemessene Werte die einzelnen Arbeitszustadnde der Pumpen riick- gekoppelt
aufeinander abzustimmen, und bei Uberschreitung definierbarer Grenzwerte gegebenenfalls sofort
zu stoppen. Ablesung des Ist-Wertes und Einstellung der Schaltgrenzwerte erfolgt Giber separate
Druckanzeiger (Typ 49 V 189, B. Braun Melsungen AG, Melsungen), die in den jeweiligen
Monitoren installiert sind. Als druckstabile Leitungen werden Combidynschlauche (B. Braun
Melsungen AG, Melsungen) verwendet, die ausgehend von Expansionskammern (B. Braun
Melsungen AG, Melsungen) in den Schlauchleitungssystemen mit den einzelnen Sterilfilter
(Minisart, Sartorius AG, Gottingen) geschiitzten, und in den jeweiligen Monitorplatten montierten
Druckaufnehmern verbunden sind.

Um eine Berstung der Leitungssysteme und Bioreaktoren zu vermeiden, ist der Grenzwert fiir den
Pré- Reaktordruck bei 250 mmHg, fur den inneren Reaktordruck mit 120 mmHg definiert. Bei
Uberschreitung dieser Grenzwerte stoppt die Reaktorkreislaufpumpe.

Einem Volumenrtckstau und einem retrograden Fluss von Medium entgegenwirkend, findet bei
Uberschreitung des Post- Reaktordruckes von 15 mmHg eine Aktivierung der Ableitungspumpe
statt. In Abhangigkeit zu den Betriebsverlaufen kénnen die Grenzwerte fir einen optimalen
Systemabgleich korrigiert werden.

Der Flussigkeitstransport am LSS erfolgte durch medical- grade PVC-Leitungen
(Sonderanfertigungen von Braun-Carex S.p.A., Mirandola, Italien). Der Leitungsdurchmesser
betrug 2,5 mm bis 4,8 mm. Zuziglich der Expansionskammern und der Einlagen fir die
Rollerpumpen betrug das Flissigkeitsvolumen der Leitungen am Bioreaktormonitor 70 ml und am
Patientenmonitor 160 ml. Das Gasgemisch fir die Gasversorgung wurde durch Perfusor Leitungen
aus PVC, (B. Braun Melsungen, Melsungen) geleitet. Ein hydrophober Sterilfilter (B. Braun
Melsungen, Melsungen) im Gaskreislauf sorgt fir zusatzliche Sicherheit.

2.1.3 Systemaufbau

Die einzelnen Bestandteile des Reaktorkreislaufs (Bioreaktor, Schlauchsysteme, Blasenfallen,
Druckmessleitungen, Bakterienfilter, 3-Wege-Héhne, Verbindungen, Adapter) werden als
sterilisierte, folienverpackte Einmalartikel geliefert.

Der Zusammenbau erfolgt unter sterilen Arbeitsbedingungen nach Herstellervorschrift in einer
Laminar- Air- Flow- Werkbank (Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold, BRD).

Das geschlossene System wird in den Bioreaktormonitor integriert: der Bioreaktor wird in
Halterungen im Plexiglasgehduse festgeschraubt, der Silastikabschnitt des Kreislaufs in die
Rollerpumpe der Kreislaufzirkulation bzw. der des Mediumzulaufs in die Fingerprint- Pumpe der
Mediumzufuhr eingelegt, die Gaszuleitung an den Anschluss der Gasmischeinheit und die
Druckibertragungsschlauche an die Drucksensoren angeschlossen.

Anschliel3end wird der Kreislauf mit 0,9% NaCl- Losung befillt und entluftet. Es erfolgt eine
Umwalzung des Volumens Uber die Kreislaufpumpe bis zum Austausch der Kochsalzl6sung durch
Kulturmedium vor der Zelleinfullung.

Nach Einstellen des pH-Wertes Uber die Gasmischung auf pH 7,38 — 7,42 ist der Bioreaktor fiir das
Einbringen der Zellen vorbereitet.

2.1.4 Betriebsmodi des Bioreaktor- Systems

Es sind folgende Betriebsarten vorgesehen: Rezirkulation, Mediumsubstitution, Mediumwechsel
sowie fur den klinischen Einsatz Therapiebetrieb.

Rezirkulation (Geschlossener Kreislauf):
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In der Rezirkulation erfolgt kein Flussigkeitsaustausch zwischen dem Bioreaktorkreislauf und der
Umwelt. In dieser Situation ist sowohl die kontinuierliche Nahrstoffeinspeisung, als auch das
Auswaschen von Metaboliten und Substraten unterbrochen. Diese fur die Zellkultur auf Dauer
belastende Betriebsart findet im Rahmen von Metabolismusuntersuchungen und wahrend der
Druckmessungen am LSS statt. Die Reaktorpumpe halt die lebensnotwendige Konvektion im
Bioreaktor aufrecht. Durch Abklemmen der Mediumeinleitung und Mediumableitung zirkuliert die
Flissigkeit im Reaktorkreislauf in einem geschlossenen System.

Mediumsubstitution (Offener Kreislauf mit langsamer Austauschgeschwindigkeit):

Die Erndhrung der Zellen wahrend der Stand- By- Phase und der therapiefreien Intervalle durch
Kulturmedium erfolgt in der Betriebsart ,Mediumsubstitution®. In den stetigen Bioreaktorkreislauf
(Zirkulationsgeschwindigkeit 50-300 mL/min) wird langsam und kontinuierlich durch die
Mediumpumpe frisches Medium eingespeist (Geschwindigkeit 50-200 mL/h). Durch die
Druckerhdhung im Kreislauf wird gleichzeitig gebrauchtes Medium passiv aus der Zirkulation
verdrangt. Uber die Position der Druckausgleichskammer im Verhaltnis zum Bioreaktor kann das
Druckniveau bei dem es zum Ableiten von gebrauchtem Medium kommt beeinflusst werden. Wird
die Druckausgleichskammer héher gehangt steigt der Druck im Kreislauf an, wird die Kammer
tiefer gehangt kommt es zu einer Erniedrigung des Druckniveaus.

Mediumwechsel (Offenes System mit schnellem Stoffaustausch im ,single-pass" Modus):

Soll ein rascher Austausch der im Reaktorkreislauf zirkulierenden Flussigkeiten erreicht werden
(Entlhften des Bioreaktors, Austausch von Spillésung gegen Kulturmedium, Vorbereitung des
Bioreaktorkreislaufs mit isoonkotischer Losung vor Therapiestart), kann Gber den alleinigen Betrieb
der Reaktorpumpe und Freigabe des entsprechenden Flissigkeitsweges ein schneller Wechsel der
Flussigkeit im Bioreaktor und im Reaktorkreislauf durchgefihrt werden. Auch im Mediumwechsel-
Modus findet eine Durchmischung und Verdiinnung statt.

2.1.5 Stand-By Protokoll
Ziele: Gewahrleistung der Vitalfunktionen der Zellkultur

e Aufrechterhaltung der Perfusion der Zellkultur.
e Angepasstes Nahrstoffangebot und Austausch von Stoffwechselprodukten.
e Aufrechterhaltung einer angemessenen Umgebungstemperatur.

e Bedarfsgerechtes Sauerstoffangebot, Abtransport von Kohlendioxid, Regulation des Saure-
Basen-Haushalts.

e Schutz der Zellkultur vor mikrobieller Kontamination.

e Uberwachung und Wartung von Teilkomponenten des BELS.

e Funktions- und Qualitatsabschéatzung der Zellkultur.

e Protokollierung des BELS-Status und der getroffenen Malinahmen.

Aufrechterhaltung der Perfusion der Zellkultur:

Die Reaktorpumpe sorgt Uber die Bewegung der extrazellularen Flissigkeiten fur die Umverteilung
von Nahrstoffen und Metaboliten im Reaktorkreislauf. Die Art und Weise, in der der erzeugte
Flissigkeitsstrom die Zellkultur umspult, wird durch den Perfusionsmodus bestimmt. Der
Konvektionsmodus unter Ausnutzung der beiden unabhangigen Kapillarbiindel des Bioreaktors ist
als optimaler Perfusionsmodus im Stand-By Betrieb anzusehen. Der Perfusionsmodus und die
Geschwindigkeit der Reaktorpumpe legen somit Ausmalfd und Geschwindigkeit der Stoffverteilung
in der Umgebung der Zellkultur fest. Nur ein kontinuierlicher Betrieb der Reaktorpumpe héalt den
lebenserhaltenden Kreislauf fiir die Hepatozytenkultur aufrecht.

Abhéngig vom Flussigkeitsvolumen und dem Gesamtwiderstand des Reaktorkreislaufs beeinfluf3t
die Reaktorpumpe die Druckverhéltnisse vor, im und hinter dem Bioreaktor. Fiir die Sicherheit der
Leitungen und des Bioreaktors ist es unerlasslich, folgende Druckwerte beim Betrieb der Pumpe
nicht zu Gberschreiten: Maximalwert ,Pra“-Druck: 250 mmHg; Maximalwert ,Intra“-Druck: 120
mmHg. Die Druckabschaltung der Reaktorpumpe stellt bei intakter Druckmessung einen Schutz
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vor der Druckiuberlastung im Reaktorkreislauf dar.

Neben der perfusionstechnischen Sicherheit gilt es im Innern des Bioreaktors physiologische
hydrostatische Druckverhdltnisse anzustreben: ,Intra“-Druck im Bereich von 0 bis + 60 mmHg .Fur
die Geschwindigkeit der Reaktorpumpe gelten unter Einhaltung der Sicherheitsdruckwerte
folgende Richtlinien:

MindestfluR zur Aufrechterhaltung einer adaquaten Perfusion der Hepatozytenkultur: 50 mL/min
Maximalflul3 (unter Einhaltung der Druckgrenzen der Materialsicherheit: ,Pré“-Reaktor 250 mmHg,
Jntra“-Reaktor 120 mmHg): 300 mL/min

Das Perfusionsverhalten des Bioreaktors &ndert sich im zeitlichen Verlauf des BELS-Betriebs. In
aller Regel steigen die Druckwerte ,Pra“ und ,Intra“-Druck. Die Flowrate der Reaktorpumpe muf3
entsprechend heruntergeregelt werden. Ein Unterschreiten der FluRgeschwindigkeit unter 50
mL/min sollte dabei nicht unterschritten werden und hatte die Beendigung des Stand-By dieses
Reaktors zur Folge.

Angepasstes Nahrstoffangebot und Austausch von Stoffwechselprodukten:

Ab Tag 4 der Zellkultur nach Zelleinfullung erfolgt eine Mediumsubstitution mit einem Zu- und
Abfluss von 50 mL/h frisches Kulturmedium (modifiziertes Williams E Medium). In dieser
Einstellung wird gewébhrleistet, dass frisches Kulturmedium dem Reaktorflow zugefihrt wird, das
zirkulierende Medium also kontinuierlich angefrischt wird. Am Reaktor ist ein Perfusionsbetrieb
einzustellen.

Aufrechterhaltung einer angemessenen Umgebungstemperatur:

1. Die einwandfreie Funktion der Erwarmungsvorrichtungen des BELS ist regelmaRig zu
Uberwachen (Zieltemperatur: 39°C). Steuerung der Zieltemperatur erfolgt tiber die Solltemperatur
der Thermostaten der Erwarmungseinrichtungen.

2. Das Bioreaktorschutzgehause muss bis auf Veranderungen des Perfusionsmodus
verschlossen bleiben.

3. Die schnelle Einspeisung groR3er Flissigkeitsvolumina in den Bioreaktorkreislauf (z. B.
Plasma./ Mediumaustausch) erfolgt, um ein Auskihlen des Systems zu verhindern, bei Erwarmung
der Austauschfliissigkeit

Bedarfsgerechtes Sauerstoffangebot, Abtransport von Kohlendioxid, Requlation des Saure-Basen-
Haushalts:

Der Gasaustausch findet an den Oberflachen der Oxygenierungsmembranen im Innern des
Bioreaktors statt. Das Sauerstoffangebot lasst sich Giber die Zusammensetzung und die
Durchflussgeschwindigkeit des Gasgemisches steuern. Die Einstellungen werden an der
Gasmischbox des Bioreaktors vorgenommen. Die Flussgeschwindigkeit des Reaktorkreislaufs
beeinflusst Uiber die Bewegung der Flissigkeit zwischen Zelloberflachen und Oberflachen der
Oxygenierungsmembranen ebenfalls den Gassautausch.

Als basale Einstellung der Gasversorgung ist ein Druckluftfluss von 200 mL/min, ein
Sauerstofffluss von 20 mL/min und ein Kohlendioxidfluss von 2 mL/min anzusehen. Diese
Einstellung erzielt im leeren Reaktor eine physiologische BGA:

pH 7,35-7,45

pCO22 30mmHg und £45mmHg

pO2 2200mmHg und <260mmHg

Base Excess (ABE) zwischen - 10 bis +2.
Bikarbonat: 15 bis 25 mmol/l.
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Kalium: 3,5 bis 4,8 mmol/
Natrium: 135 bis 145 mmol/l

Calcium: 0,9 bis 1,2 mmol/l.

Interventionen:

Azidose (pH<7,35):

sorgfaltige Analyse der BGA und gezieltes Eingreifen:

1. Reduktion des Kohlendioxidflusses im Gasgemischs bei pCO2>45 mmHg.
2. Substitution von Bicarbonat bei HCO3<15 mmol/I.

Die Menge des zu injezierenden Bicarbonats erfolgt in Abstimmung mit dem ABE. Es wird jeweils
1/3 des negativen BE in mL Bicarbonat in einem Bolus gespritzt. Es muss im Verlauf soviel
Bicarbonat gespritzt werden, dass der pCO2 auf den angestrebten Wert geregelt werden kann.

Alkalose (pH>7,45):
1. Erhéhung des Kohlendioxidflusses im Gasgemischs bei pCO2<35 mmHg.

2. Keine zuséatzliche Bicarbonatgabe.

Sauerstoffmangel:

1. Erhéhung des Sauerstoffanteils im Gasgemisch bei pO2<200 mmHg
Sauerstoffuberfluss:

1. Erniedrigung des Sauerstoffanteils im Gasgemisch bei pO2>260 mmHg

In beiden Fallen muss vor allem die korrekte Drucklufteinstellung tberprift und ggf. auf 200
mL/min korrigiert werden. Die Druckluft dient als Tragergas fir die anderen Gase. Die Héhe des
Druckluftflusses bestimmt die Verweilzeit der anderen Gase im Reaktor.

Jede Veranderung an der Gaseinstellung oder Zuspritzen von Bicarbonat macht regelméafRige BGA
Kontrollen notwendig.

2.2 Zellisolierung

Die Gewinnung primarer Schweinehepatozyten fiir das hybride Leberunterstitzungssystem stand
am Anfang der Kulturphase. Dabei wurde nach der Hepatektomie eines Schweins die Leber durch
Kollagenaseperfusion in zelluldre Bestandteile gebracht, diese wurden gereinigt und in den
Bioreaktor eingebracht. Verwendet wurde die von Berry et al*® entwickelt Methode der high- yield
Praparation, die von Gerlach et al'®” ' fiir die Bedurfnisse adaptiert und weiterentwickelt wurde.

Die Tierversuche wurden durch die Berliner Senatsverwaltung fir Gesundheit genehmigt,
Reg.-Nr. O 0057/92.

2.2.1 Tieroperation

Als Spendertiere fir die Zellisolierung wurden Hausschweine der deutschen Landrasse beiderlei
Geschlechts verwendet. Um eine glinstige Bindegewebskonfiguration der Leber vorzufinden
wurden Jungtiere mit einem Korpergewicht zwischen 12 und 20 kg verwendet.

Fur die Leberzellisolierung werden Schweine von der Firma Schaumann Besitz-Hilsenberg GmbH
& Co. KG (Schaumann Forschungszentrum Hilsenberg Wiesenweg 32, 23812 Wahlstedt)
verwendet, die unter pathogenfreien (SPF = specific pathogen free) Bedingungen gefiittert,
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gehalten und transportiert werden. Vor der Organentnahme werden die Tiere individuell auf
bakterielle und virale Erreger von Zoonosen untersucht (siehe folgende Tabelle).

Tabelle 2: Untersuchungen zum Ausschluss von Zoonosen

Bakteriell Viral
Leptospira Influenza A
Brucella Influenza B
Salmonella paratyphi OH, H, O Rotavirus
Salmonella typhi H, O Pseudorabies

Salmonella typhimurium

Yersinia enterocolitica

Yersinia pseudotubercularis

Das Gewicht der entnommenen Lebern lag zwischen 300 und 680g, was einer Ausbeute von 2,2
bis 4,0 x 109 Zellen entspricht.

Eine PERV Analytik wurde in Zusammenarbeit mit dem Robert Koch Institut in Berlin seit 1997
durchgefihrt.

Der Operationsablauf erfolgte nach einem festen Procedere, basierend auf einer Hepatektomie
OP. Nach 6-stiindiger Nahrungskarenz wurden die Tiere mit Azaperon (Stresnil-Janssen®,
Janssen-Cilag GmbH, Neuss) 3-4 mg/kg KG und 0,05 mg/kg KG Atropin (Atropinsulfat Braun®,
Braun Melsungen, Melsungen) pramediziert. AnschlieBend erfolgte die Intubation, kontrollierte
Beatmung und eine TIVA, die aus der Kombination von Etomidat (Metomidate-Jansen®, Janssen-
Cilag GmbH, Neuss) 0,2-0,25 mg/kg KG /h und Fentanyl (Fentanyl-Janssen®, Janssen-Cilag
GmbH, Neuss) 1-2 ml/h bestand.

Die Tiere wurden nach klinischen Standards fiir die OP vorbereitet und in einen OP-Saal der
tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Campus Virchow-Klinikum eingeschleust.

Die Tiere wurden Laparotomiert und der Leberhilus freiprépariert. Danach folgte die Kanilierung
der zuleitenden Gefal3e, zuerst der A. Hepatica mit einer der GefaRwandstarke angepassten
Knopfkanile, und dann der V. Portae mit einer Kaniile aus Silastik. Nach der Kanulierung wurde
die Kanule der V. Portae mit der Zuleitung von Isolierungslésung A verbunden, dann die V.
Hepatica durchtrennt. Noch in situ wurde mit der Perfusion der Leber begonnen. Die Tiere wurden
nach erfolgter Organentnahme durch Blutentzug getétet.

2.2.2 Zellisolierungs- Prozess

Die Organperfusion und Praparation der Zellsuspension erfolgte dann in einer speziellen
laboreigenen Perfusionsapparatur. Fir diese Apparatur wurde ein Dialysemonitorrohling der Braun
Melsungen, Melsungen) modifiziert. In dem Gehé&use wurde eine Arbeitsflache geschaffen, auf der
sich durch sterile OP Ticher geschutzt ein auf 40°C elektrisch beheizbares Stahlrundgefal? befand,
in dem die Leber schwimmend gelagert wurde.

In der Perfusionsapparatur waren auch drei stufenlos regulierbare Rollerpumpen fiir die Zirkulation
(Pumpe 1 fir die A. Hepatica, Pumpe 2 fur die V. Portae) und den Ablauf (Pumpe 3) der
Isolierungslésungen integriert. Eine ebenfalls integrierte Druckmessung diente der Feed- Back-
Regulation der Pumpe fiir die A. Hepatica.

Zur Zellgewinnung wurde die entnommene Leber durch Perfusion mit Kollagenase in zelluléare
Bestandteile gebracht. Mit funf Arbeitsschritten [6st man den Zellverband Stufenweise auf.
Waéhrend Lésung A noch in situ nur durch Schwerkraft perfundiert wird, werden die anderen
Losungen in der Perfusionsapparatur fluss- bzw. druckgesteuert perfundiert. Uber die V. Portae
wird mit einem Fluss von 2 ml * (min * g Lebergewebe)™, also einem Gesamtfluss von 500 bis 800
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ml/min perfundiert. Die A. Hepatica wird druckgesteuert mit im Durchschnitt 80 mmHg perfundiert.
In Abhéngigkeit des Lebergewichtes wird die Leber insgesamt mit bis zu 1000 ml/min
Isolierungslésung durchstromt. Wahrend der gesamten Zeit ist auf die Vermeidung von
Druckstellen zu achten.

Losung A dient zum Freispulen von Blut, zum entfernen von Calcium und zum Herabsetzen der
Lebertemperatur auf Raumtemperatur zur Vermeidung eines warmen hypoxischen Schadens.
Lésung B dient der Calciumfreien Perfusion zur Auflockerung der desmosomalen Verbindung
unterhalb der Hepatozyten. L6sung C erganzt Calcium wieder, da die Kollagenase von Ca++ lonen
Abhéngig ist. AuBerdem erwarmt Losung C die Leber wieder auf 37°C, das Reaktionsmaximum
der Kollagenase. Losung D ist der wichtigste Schritt, da diese Lésung die Kollagenase enthalt, die
zur Auflésung des Bindegewebes der Leber erforderlich ist. Wenn die Leber ausreichend aufgeldst
ist, spatestens nach 15 min wird Losung D abgepumpt und mit Losung E die Wirkung der
Kollagenase beendigt. Nach initialen Freispulen mit Lésung E wird in diesem Schritt wird die
Leberkapsel perforiert, die Leberzellen werden in Losung gebracht und gleichzeitig gekihlt. Die
Zellsuspension wird in einen sterilen Zellwaschbeutel verbracht und zur weiteren Zellreinigung in
den Kihlraum gebracht.

Tabelle 3: Zellisolierungslésungen
Alle Lésungen wurden von der Firma Biochrom, Berlin bezogen.

Lésung [ Menge | T Durchfiihrung Zusammensetzung

A 21 20°C+2 | Single Pass 2000 mL PBS ohne Ca2+/Mg2+

+ 1% Penicillin/Streptomycin (5 mL/500 mL)
+ 1% Amphotericin B (5 mL/500 mL)

+ 0,2% EDTA-L6sung (1 mL/500 mL)

B 21 20°C+2 | Rezirkulation 20 | 2000 mL PBS ohne Ca2+/Mg2+

min + 1% Penicillin/Streptomycin (5 mL/500 mL)
+ 1% Amphotericin B (5 mL/500 mL)

+ 1% NaHCO3-L6sung (5 mL/500 mL)

+ 1% Glucose 10% (5 mL/500 mL)

C 11 37°C Single Pass 500 mL Medium 199 mit HEPES
+ 1% Penicillin/Streptomycin (5 mL/500 mL)
+ 1% Amphotericin B (5 mL/500 mL)

D 11 37°C Rezirkulation bis | 1000 mL Medium 199 mit NaHCO3 oder

Zzu 15 min Williams Medium E mit NaHCO3

+ 1% Penicillin/Streptomycin (5 mL/500 mL)
+ 1% Amphotericin B (5 mL/500 mL)

+ 0,04% Kollagenase (0,4 g /1000 mL)
unmittelbar vor Gebrauch sterilfiltriert der
Ldsung zusetzen!!!

E 11 4°C Single Pass 2000 mL Medium 199 mit HEPES
+ 1% Penicillin/Streptomycin (5 mL/500 mL)
+ 1% Amphotericin B (5 mL/500 mL)

2.2.3 Zellaufbereitung und -einflllung

Die Zellen sedimentierten im Kiihlraum bei 5°C zehn Minuten im Zellisolierungsbeutel. Dann wurde
der Uberstand der Isolierungslésung in den iiber ein Ventil verbundenen Ablaufbeutel abgeleitet
und frisches Medium wurde aus dem ebenfalls mit einer Schlauchklemme verbundenen Reservoir
der Lésung E wieder zugeleitet, der Zellkulturbeutel wurde geschiittelt und wieder zum
Sedimentieren aufgehangt. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Die Methode der
Zellwasche in einem in sich geschlossenen System hat gegentber der herkémmlichen
Zellreinigung in Zentrifugen ein geringeres Verkeimungsrisiko.
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Vor der Besiedlung des Bioreaktors mit Hepatozyten wird das Gesamtvolumen der Zellsuspension
und die initiale Viabilitat bestimmt. Durch einbringen einer Probe der Suspension in einer Neubauer
Zahlkammer ermittelt man lichtmikroskopisch die Zellzahl pro Mikroliter.

Der Zellisolierungsbeutel mit den gereinigten Zellen wurde Uiber einen Dreiwegehahn mit groRem
Lumen (B. Braun Melsungen, Melsungen) an die Zelleinfiillung des Bioreaktors angeschlossen. Am
dritten Ende des Dreiwegehahns war eine Perfusorspritze (B. Braun Melsungen, Melsungen)
angeschlossen, mit der die Zellen langsam aus dem Beutel und in den Bioreaktor gepumpt
wurden. Um die Zellen mdéglichst gleichméaRig zu Verteilen wurde am Bioreaktor jeden Spritzenhub
die Zelleinfulllkappe mittels Dreiwegehahn umgeschaltet.

2.2.4 Adhasionsphase

Als Zelladhasionsphase werden die ersten 24 h der Hepatozytenkultur nach der Zellefullung in den
Bioreaktor bezeichnet. In dieser Zeit erfolgen die Adhéasion, das Auswachsen aus den Aggregaten
und die Wiederherstellung der Stoffwechselhomodstase der Hepatozyten. Das Herauslésen der
Hepatozyten aus dem Leberzellverbund und die Aufhebung der Interaktion mit den anderen
Organen des lebenden Organismus stellen bedeutende Verdnderungen der Lebensbedingungen
der Zellen dar. Durch eine Reihe von Komponenten wie der Verlust der Zellausrichtung und
Zellkontaktes und der Aussetzung an der hypothermen Hypoxie und der Enzymwirkung der
membranschadigenden Kollagenase stellt der Vorgang der Zellisolierung und der Aufbereitung bis
zur Zelleinfullung eine bedeutende Belastung fir die Integritat der einzelnen Zellen dar.
Dementsprechend sind die Wiedererwdrmung, die Reoxygenierung, die Nahrstoffversorgung, die
Wachstumsfaktorenwirkung durch Tierplasmasubstitution und die Rotation des Bioreaktors zur
gleichmafigen Verteilung der Zellen im Zellkompartiment entscheidend fiir einen erfolgreichen
Adhéasionsprozess. Ziel des letzten ist die Zellhaftung und —ausbreitung auf den Kapillaren und die
Wiederherstellung der Homodstase durch Ausgleich der Nahrstoff- und Sauerstoffschuld und durch
Rekonstruktion des Zytoskeletts und der Zellpolaritét.
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2.3 Viabilitatsuntersuchungen und Analytik
2.3.1 Bolus Leberfunktionstests

Bei den Bolus Leberfunktionstesten wird der zeitabhangige Umsatz von Substraten im
geschlossenen Reaktorkreislauf beurteilt. Folgende Substanzen werden in der angegebenen Dosis
in den Bioreaktorkreislauf eingebracht:

Tabelle 4: LFT Substanzen fiir Bolustests

Substanz Dosis

Lidocain/MEGX 3mg
(Lidocain 1%,Apotheke desVirchow-Klinikums,
Humboldt-Universitat ,Berlin)

Sorbitol 1,89
(Sorbitol 40%, SerumWerk Bernburg AG,

Bernburg)

Galactose 1,59

(Galaktose25%, Apotheke des Virchow-Klinikums,
Humboldt-Universitat, Berlin)

Ammoniak 750 pmol
(0,05 molar NH4CI, Apotheke des Virchow-
Klinikums, Humboldt-Universitat, Berlin)

Die Durchfihrung des Leberfunktionstests umfasst folgende Schritte:

1. Betriebsart Rezirkulation wéhlen

2. Leerwerte fur alle Parameter gewinnen (Zeitpunkt 0)

3. Unmittelbar im Anschluss alle Testsubstanzen injizieren

4. Nach 90 Minuten Verlaufswerte erheben (Zeitpunkt 90)

5. Betriebsart Mediumsubstitution wahlen
Auf die exakte Dosierung und Handhabung ist zu achten um Fehler gering zu halten.
Die Leerversuche, mit Bioreaktoren ohne Zellen, erfolgen mit dem gleichen Procedere.

Die metabolischen Leberfunktionstests wurden am Tag 0 im zellfreien Bioreaktor durchgefiihrt.
Dann als Standard mit Zellen am Kulturtag 1, 2, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 und alle folgenden 3 Tage.
Aus verschiedenen Griinden wurden manchmal die Tests auch an anderen Tagen durchgefiihrt, so
dass fur die Auswertung Kategorien der Kulturtage geschaffen wurden.

Fir die Auswertung wurde die Differenz der gemessenen Konzentration der jeweiligen Substanz
zum Zeitpunkt 90 min (Cgomin)minus der Ausgangskonzentration zum Zeitpunkt O min (Comin) als
delta- Wert (A-Substrat) berechnet. Der delta- Wert gleicht die ungleichen Zeitintervalle zwischen
aufeinander folgenden metabolischen Bolustests aus.

ASubstrat =Cy,,.., —C

Omin

Abbildung 5: Berechnung zur Normalisierung der Bolus LFT Werte
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2.3.2 Kontinuierliche Leberfunktionstests

Mit Hilfe von Leberfunktionstests (LFT’s) erfolgte die Beurteilung der Stoffwechselleistungen der
Hepatozyten. Dazu wurden unterschiedliche Testsubstanzen kontinuierlich zusammen mit dem
Nahrmedium in den Reaktorkreislauf eingebracht. Kontrolliert wurde die gleichméaRige Zugabe von
den LFT-Testsubstanzen durch Abnahme von Mediumleerwerten aus den Mediumbeuteln.

Der Bioreaktor wurde entsprechend dem Protokoll fiir die Stand-By Kulturphase betreut. Die
Entnahme der Proben fur die Analytik erfolgte einmal taglich zur gleichen Uhrzeit. Am Tag 0, dem
tag der Zelleinflillung wurde nach 1 und 6 Stunden eine Probe entnommen. In den folgenden 3
Tagen dann jeweils einmalig, danach im 3 Tages Rhythmus.

Die Testsubstanzen wurden vor dem Anschluss eines neuen Mediumbeutels unter sterilen
Bedingungen mit folgenden Zielkonzentrationen in diesen eingespritzt:

Tabelle 5: LFT Substanzen fir kontinuierliche Tests

Substanz Konzentration

Lidocain 6 mg/l
(Lidocain 1%,Apotheke desVirchow-Klinikums,
Humboldt-Universitat ,Berlin)

Sorbitol 1g/
(Sorbitol 40%, SerumWerk Bernburg AG,

Bernburg)

Galaktose 19/

(Galaktose25%, Apotheke des Virchow-Klinikums,
Humboldt-Universitat, Berlin)

Die Testmethode basiert auf der Messung des Fliesgleichgewichts der Elimination der
entsprechenden Testsubstanz.

Um den systematischen Fehler durch die manuelle Zugabe der Testsubstanzen in die
Medienbeutel zu minimieren wurde die Konzentration der Testsubstanzen im Mediumreservoir
(Cpmedium) bestimmt und die gemessene Konzentration der Substanzen im Bioreaktorkreislauf
(Crrobe) davon subtrahiert. Der daraus resultierende Wert wurde nach dem Substrat bezeichnet.

Substrat =C —Corone

Medium

Abbildung 6: Berechnung zur Elimination systemischer Fehler Ausgangskonzentration Substrat
im Medium

2.3.3 Lidocain

Lidocain wurde mit dem TDx/TDxFLx Lidocain Assay Testkit in einem TDx System (beides Abbott
Laboraties, IL, USA) analysiert. Der Lidocain Assay beruht auf dem Prinzip des
Fluoreszenzpolarisations- Immunoassys (FPIA).

Am Anfang jeder Messungen erfolgte die Uberpriifung der Kalibrierung des TDx System, weiter
Qualitatssicherung erfolgte durch die Messung einer Lidocain Kontrollkonzentration wahrend jedem
Durchlauf des Probenkarussells.

Das Testkit wurde gemalR Bedienungsanleitung verwendet.
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2.3.4 MEGX

Monoethylglycinexylidide wurde mit dem TDx/TDxFLx MEGX Assay Testkit in einem TDx System
(beides Abbott Laboraties, IL, USA) analysiert. Der MEGX Assay beruht wie der Lidocain Testkit
auf dem Prinzip des Fluoreszenzpolarisations- Immunoassys (FPIA).

Am Anfang jeder Messungen erfolgte die Uberpriifung der Kalibrierung des TDx System, weiter
Qualitatssicherung erfolgte durch die Messung einer MEGX Kontrollkonzentration wahrend jedem
Durchlauf des Probenkarussells.

Das Testkit wurde gemaR Bedienungsanleitung verwendet.

2.3.5 Galaktose

Die Bestimmung von Galaktose erfolgt indirekt photometrisch durch Messung von NADH bei 365
nm mit einem Corbas Fara Il Analyzer, Hoffman La Roche, Grenzach. Als Enzym wurde (3-
Galactose Dehydrogenase (GalDH) aus Pseudomonas Fluorescens von Boehringer Mannheim
Laboratories, Mannheim verwendet'%.

Reaktions- Gleichung:
B - D — galactose + H,0 + NAD* —%2"_, D — galactono — y — lactone + NADH + H*

Das Prinzip der Testreaktion ist die Oxydation von Galaktose zu Galaktonolacton verbunden mit
der Umwandlung von NAD+ zu NADH. Als Umgebungsbedingungen der Reaktion wurde 25°C, pH
9 und Tris-HCL Puffer gewahit.

2.3.6 Sorbitol

Die Bestimmung von Sorbitol erfolgt indirekt photometrisch durch Messung von NADH bei 365 nm
mit einem Corbas Fara Il Analyzer, Hoffman La Roche, Grenzach. Als Enzym wurde Sorbitol
Dehydrogenase (SDH) aus der Schafs Leber von Boehringer Mannheim Laboratories, Mannheim
verwendet''°.

Reaktions- Gleichung:
D — sorbitol + NAD" —2% 5 D — fructose + NADH + H*

Das Prinzip der Testreaktion ist die Oxydation von Galaktose zu Galaktonolacton verbunden mit
der Umwandlung von NAD+ zu NADH. Als Umgebungsbedingungen der Reaktion wurde 25°C, pH
9 und Tris-HCL Puffer gewéhlt.

2.3.7 Albumin

Pig-Albumin wurde immunoturbidimetrisch bestimmt. Das Prinzip dieser Methode ist die Messung
der Adsorption der Trilbung einer Suspension mit Imnmunkomplexen, bestehend aus dem zu
bestimmenden Protein und dagegen gerichtete Antikdrper. Dabei wurde ein Zentrifugal-
Analysegerat (Cobas Fara Il Analyzer, Hoffmann La Roche, Grenzach) eingesetzt. Der Nachweis
erfolgte mit gegen Pig-Albumin gerichtetem Kaninchen-Antiserum (Nordic, Biogenzia, Bochum).
Gereinigtes Pig-Albumin wurde als Standard verwendet (Nachweisgrenze: 2 pug/ml).

2.4 Statistik

Das Codebook, die Zusammenstellung aller Variablen mit Typ und Art der Erfassung, fur die Daten
wurde im Rahmen der Entwicklung einer Access Datenbank (Version 7, Microsoft Corporation,
Redmond, USA) erstellt. Die Datenauswertung erfolgte mittels dem SPSS 11.5 Software Packet
von SPSS Inc., Chicago, USA. Die ausgewahlte Statistik basiert auf den Methoden, die in den
Biichern von Felix Brosius™*, Julie Pallant*** und Hans-Ullrich Harten et al**® und der Wolfram
Research Webseite von Eric Weisstein''* beschrieben sind. Die Auswahl der verwendeten
statistischen Methoden, die einfaktorielle ANOVA und der T-Test fur unabhéngige Stichproben,
beruhen auf der Art der jeweils zugrunde liegenden Daten und wird jeweils bei der Exploration der
Daten im Ergebnissteil begriindet. Es wurden die gangigen Standardverfahren fir die vorliegenden
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Daten benutzt.

2.4.1 Statistische Prufung von Unterschieden zwischen Mittelwerten

Ein statistischer Test ist ein statistisches Prifverfahren, mit dessen Hilfe beurteilt werden kann, ob
man aufgrund vorliegender Messwerte die so genannte Nullhypothese annehmen oder verwerfen
kann. Mit einer Nullhypothese wird behauptet, dass sich beispielsweise zwei Mittelwerte nicht
signifikant voneinander unterscheiden, da deren Unterschiede nur auf zuféllige Verzerrungen
zuriickzufiihren sind. Uber die Annahme oder Ablehnung einer Nullhypothese wird aufgrund eines
statistischen Tests, eines so genannten Signifikanztests, entschieden. Wird die Nullhypothese
abgelehnt, dann wird eine Alternativhypothese formuliert, die davon ausgeht, dass der Unterschied
zwischen den Mittelwerten nicht zuféllig entstanden sondern statistisch bedeutsam, also signifikant
ist.

Bei der Prifung statistischer Hypothesen kdnnen prinzipiell zwei Arten von Fehlern gemacht
werden: Fehler 1. Art (Alpha-Fehler) und Fehler 2. Art (Beta-Fehler). Ein Fehler 1. Art liegt vor,
wenn die Nullhypothese abgelehnt wird, obwohl sie richtig ist. Von einem Fehler 2. Art spricht man,
wenn die Alternativhypothese abgelehnt wird, obwohl sie richtig ist.

Die Signifikanztests enthalten nun Berechnungsverfahren, um aus den gegebenen
Stichprobenwerten Prifgrof3en zu bestimmen. Diese PrifgréRen folgen wiederum bestimmten
theoretischen Verteilungen aus denen man die so genannte Irrtumswahrscheinlichkeit p berechnen
kann. Diese Irrtumswahrscheinlichkeit p ist die Wahrscheinlichkeit, einen Fehler 1. Art zu begehen,
d.h. die Nullhypothese zu verwerfen, obwohl sie richtig ist und stattdessen die Alternativhypothese
anzunehmen.

Die so bestimmte Irrtumswahrscheinlichkeit p wird als Wert zwischen 0 und 1 oder zwischen 0 und
100% angegeben. Der Wert, das so genannte Signifikanzniveau, bei dem man sich entschlief3t, die
Nullhypothese zu verwerfen, ist prinzipiell frei wahlbar.

Fur die Prufung der Unterschiede zwischen Mittelwerten wurden der T-Test und die ANOVA
angewendet. Bei beiden ist der sprachliche Gebrauch fir das Signifikanzniveau und tbliche
Grenzwerte, reprasentiert durch die Irrtumswahrscheinlichkeit p gleich:

Tabelle 6: sprachliche Interpretation des Signifikanzniveaus

Irrtumswahrscheinlichkeit p (bzw. alpha) Sprachgebrauch
p<0,01 Hochsignifikant
p <0,05 Signifikant
p > 0,05 Nicht signifikant
2.4.1.1 ANOVA

Mit einer einfaktoriellen ANOVA (ANalysis Of VAriance) lasst sich, ahnlich dem T-Test fiir
unabhéangige Stichproben, eine Hypothese berprifen, der zufolge eine Variable in
unterschiedlichen Teilgruppen der Grundgesamtheit einen gleich hohen Mittelwert aufweist. Mit der
ANOVA lassen sich mehrere Mittelwerte von mehreren Teilgruppen der Grundgesamtheit
vergleichen. Die einfaktorielle (one-way) ANOVA lasst eine Gruppierungsvariable zu.

24.1.2 T-Test

Der T-Test bei unabhangigen Stichproben tberprift wie die ANOVA Unterschiede zwischen den
Mittelwerten. Im Gegensatz zur ANOVA ist der T-Test dabei auf zwei Teilgruppen beschrankt.
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Mit einem Fehlerbalken- Diagramm kann man den Mittelwert und die Streuung, im Falle dieser

2.4,

2 Graphen

2.4.2.1 Fehlerbalken- Diagramm

Arbeit reprasentiert durch die 2- fache Standardabweichung, darstellen. Die Streuung liefert
Informationen tGber den wahrscheinlichen Mittelwert in der Grundgesamtheit.

Parameter [Einheit]

I am— ]
| I
150,00 | T
| * |
Mittelwert
125,00 S //
= Fehlerbalken, zeigt die 2- fache
- Standardabweichun
— 9
100,00
Anzahl der validen Messwerte
—h— /
! n=27""|
75,00 _ Eingezeichnete Ergebnisse der ANOVA
L n=75 /_..--*/ (siehe Abbildungsbeschreibungen)
l_ ‘_I
50,00+ —
n=70
I ] L) L]
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Gruppe

2.4.2.2 Boxplot

Abbildung 7: Fehlerbalkendiagramm mit erklarender Darstellung

Der Boxplot stellt an der Abszisse die Gruppen dar. Die Quartilen sind die obere und untere

Begrenzung der Box, der Median ist der Balken in der Mitte. Die T-férmigen Auslaufer der Boxen

sind die groRten und kleinsten Werte, das Maximum und Minimum. Kreise sind Ausreil3er, im
Bereich von mehr als das 1,5 fache der Boxlange, gerechnet ab der du3eren Kante der Box.

Extremwerte, mit Uber der 3 fachen Entfernung der Boxlange, sind —so weit dargestellt-
Sternférmig.
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l—TT T ]
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/
J_,:
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T T T T
day 10-12  day 17-21

day 7-9 day 13-16 day 22-33
Gruppe bzw Kategorie

T T T T T T
day 0 day 3 day 6

day 1&2 day 4&5

Abbildung 8: Boxplot mit erklarender Darstellung
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3 Ergebnisse
3.1 Metabolische Untersuchungen — Bolus LFTs

Bei allen Testsubstanzen sind beachtliche interindividuelle Unterschiede zwischen den aus
verschiedenen Organen isolierten Zellkulturen in den Bioreaktoren zu Beobachten. Die Verlaufe
Uber die Kulturtage haben generell eine sichtbare Tendenz. In den ersten drei Tagen ist bei allen
Substanzen ein Anstieg in der Clearance und gréfl3ere Schwankungen zu sehen.

Um auf die Fragestellung der Nutzbarkeit der Bolus LFT zur Qualitatssicherung einzugehen
wurden die Bioreaktoren nach funktionellen Kriterien in 4 Gruppen aufgeteilt, je nach Verlauf der
Bioreaktoren.

Tabelle 7: Bioreaktor-Gruppen — Quality Assessment mit Bolus Test

QA Gruppe (englische Beschreibung
Bezeichnung)

Standard (Standard) Alle Bioreaktoren, mit primaren porcinen Leberzellen,
welche nicht in eine der anderen Gruppen fallen.

Therapie (Therapy) Alle Bioreaktoren, mit priméren porcinen Leberzellen,
welche zur Therapie an einem Patienten eingesetzt wurden.

Infiziert (Infected) Alle Bioreaktoren, mit priméren porcinen Leberzellen,
welche zumindest hochwahrscheinlich infiziert waren.

Zellfreier Bioreaktor (Blind- | Bioreaktoren ohne Leberzellen als Kontrolle.
Device)

3.1.1 Lidocain

Die Werte sind hinreichend normalverteilt und auf Intervallskalenniveau. Insgesamt liegen fur delta-
Lidocain (A-Lidocaine) 179 Messwerte vor. Das Minimum liegt bei 0.02 ng/ml, das Maximum
erzielte ein infizierter Bioreaktor mit 6,67 ng/ml. Es handelt sich mit gré3ter Wahrscheinlichkeit um
einen Summationseffekt durch die Stoffwechselleistung der Bakterien. Ein Bioreaktor, der nicht in
die Statistik einging, erreichte 10-fach héhere Werte bei der Lidocain Elimination sowie der MEGX
Synthese. Die wahrscheinlichste Erklarung retrospektiv dafir ist ein Verdiinnungsfehler um eine
Zehnerpotenz bei der Herstellung der Injektionslésung. Die maximale Clearance dieses
Bioreaktors betragt 3,65 ng/ml am 6. Tag.

Eine einfaktorielle ANOVA zwischen den Bioreaktor-Gruppen wurde zur Erkundung der
Unterschiede durchgefiihrt. Die Homogenitat der Varianz ist knapp signifikant im Levene Test,
Levene- Wert 2,462; Signifikanz 0,06. Zwischen den 4 Gruppen ergab sich ein statistisch
hochsignifikanter Unterschied, F(3, 175)=36,66; p=0,000. Zu Bewertung der Validitat des Effekts
wurde Eta-Quadrat berechnet mit 0,38, dies ist nach Cohen ein groRRer Effekt. Der Post-Hoc
Vergleich mit dem Turkey HSD Test zeigt, dass der Mittelwert der Standard Gruppe (M=0,44;
SD=0,26) sich signifikant (alpha=0,05) von dem Mittelwert der Gruppe ,Zellfreier
Bioreaktor“(M=1,79; SD=0,56) unterscheidet, aber nicht zu den Mittelwerten der Gruppen
Jnfiziert“(M=0,64; SD=0,78) und , Therapie“(M=0,45; SD=0,21).

Um besser auf die Fragestellung der Hypothese: ,der Bioreaktor ermdglicht Lebertypische
Leistung” bzw. auf das Zuriickweisen der Nullhypothese einzugehen wurde ein T-Test bei
unabhéangigen Stichproben durchgefiihrt, zwischen den Gruppen ,Standard” (M=0,44; SD=0,26)
und ,Zellfreier Bioreaktor‘(M=1,79; SD=0,56). Da bei den beiden Gruppen der Levene Test die
Homogenitat der Varianz nicht nachgewiesen hat wurden die T-Test Werte fiir diese
Ausgangssituation berechnet. Der T-Test ergab folgende Werte: t(29,58)= -11,85; p=0,000, das
bedeutet ein zurtickweisen der Nullhypothese ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0%
behaftet. Eta Squared ist 0,61; d.h. mit 61% Chance treffen diese Werte auf die Grundgesamtheit
zu. Das Eta Quadrat fallt vor allem wegen den wenigen Messwerten der Gruppe ,Zellfreier
Bioreaktor (N=26) relativ gering aus. Die wenigen Werte sind durch die geringe Anzahl von
Bioreaktoren bzw. Tagen in dieser Gruppe bedingt.
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Abbildung 9: Lidocain Bolus; Das Ergebnis der ANOVA mit Turkey PostHoc Test wird hier
graphisch noch einmal dargestellt: die Standard Gruppe unterscheidet sich von der ,Zellfreier
Bioreaktor" Gruppe, jedoch nicht von den Gruppen ,Therapie” und ,Infiziert", da hier der Mittelwert
und die Streuung zu ahnlich sind. Die * mit den horizontalen eckigen Klammern zeigen die
hochsignifikanten Unterschiede.

3.1.2 MEGX

Es liegen 186 Messwerte intervallskaliert fiir die Differenz des 0 min und 90 min Wertes der
Synthese von Monoethylglycinxylidid (A-MEGX) vor. Das Minimum liegt bei 0,51 pg/ml bei einem
Zellfreien Bioreaktor, das Maximum bei 727,61 pug/ml in einem infizierten Bioreaktor, demselben,
der bereits bei der Ausgangssubstanz Lidocain auBergewdhnlich hohe Eliminationsraten zeigt. Die
Werte zeigen im Histogramm (nicht dargestellt) eine linksschiefe Normalverteilung.

Um die Unterschiede zwischen allen Bioreaktor-Gruppen zu erfassen wurde eine einfaktorielle
ANOVA durchgefiihrt, obwohl eine Vorraussetzung, die Homogenitat der Varianz mit einem
Levene- Wert von 16,87 und p=0,00, nicht gegeben ist. Im Boxplot zeigt sich auch deutlich, dass
die Gruppen ,Therapie“ und ,Infiziert“ eine deutlich gré3ere Variabilitat haben als die tbrigen
Gruppen. Durch die Aufschliisselung nach Gruppen mittels Post Hoc Turkey HSD Tests und die
Anzahl der Messwerte lasst sich die Verletzung der Homogenitat der Varianz aber in diesem Fall
akzeptieren. Die einfaktorielle ANOVA ergab: F(3, 182)=12,09; p=0,000. Die GréfRenordnung des
Effekts, berechnet mit Eta-Quadrat ist mit 0,17 als grof3 zu bewerten. Der Post Hoc Vergleich mit
dem Turkey HSD Test zeigt einen signifikanten Unterschied auf dem p<0,05 Niveau fur die
Gruppen ,Standard” (M=31,31; SD=48,36) verglichen mit ,Infektion* (M=108,70; SD=143,65),
sowie die Gruppen ,Therapie* (M=98,97; SD=68,66) verglichen mit ,Zellfreier Bioreaktor* (M=1,91;
SD=0,96) und die Gruppe ,Infektion* (M=108,70; SD=143,65) verglichen mit ,Zellfreier Bioreaktor"

Um die Nullhypothese der Frage der Lebertypischen Leistung zu priifen wurde eine T-Test
zwischen den Gruppen ,Standard“(M=31,31; SD=48,36) und ,Zellfreier Bioreaktor" (M=1,91;
SD=0,96) durchgefiihrt. Die Homogenitét der Varianz zwischen den beiden Gruppen ist im Levene
Test nicht signifikant. Der T-Test fur unabhéngige Stichproben mit nicht gleichen Varianzen ergab
t(71,15)=5,16; p=0,000. Die Aussagekraft der Unterschiedlichkeit der Mittelwerte war moderat,
berechnet mit Eta-Quadrat von 0,21.

Das Fehlerbalken- Diagramm macht auch deutlich, dass die Variabilitdt und der Mittelwert der
Gruppe ,Zellfreier Bioreaktor sich von allen anderen zu stark Unterscheidet, da die Werte mangels
Synthese lediglich durch spontanen Abbau von Lidocain oder durch Messfehler bzw. Messwerte im
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Bereich der Nachweisgrenze zustande kommen. Die héheren Werte in der infizierten Gruppe
kommen durch Bioreaktoren zustande, bei denen die Bakterien mit zur MEGX Synthese
beigetragen heben, bei unauffalligem Stoffwechselverhalten der Bakterien kann der Verlauf
durchaus im Bereich der Standardwerte liegen. Die ,Therapie" Gruppe hatte viele Proben in
Plasma mit hohem Bilirubin-Spiegeln, was zu Verfalschungen des Ergebnisses fihren kann'*®.
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Abbildung 10: MEGX Bolus; Der * mit den horizontalen eckigen Klammern kennzeichnet
hochsignifikante Unterschiede zwischen Gruppen im ANOVA Turkey HSD PostHoc Test.

3.1.3 Sorbitol

Fur die Elimination von Sorbitol, A-Sorbitol, liegen N=188 Messwerte vor, das Maximum liegt bei
einem Bioreaktor der Gruppe ,Zellfreier Bioreaktor* mit 162,20 mg/dl und das Minimum bei 3 mg/dl.
Die Werte sind normalverteilt und intervallskaliert.

Um die Unterschiede in den Mittelwerten der Gruppen zu erkunden wurde wiederum eine
einfaktorielle ANOVA durchgefiihrt. Alle Vorraussetzungen inklusive der Homogenitéat der Varianz
wurden erfiillt. Die ANOVA ergab einen hochsignifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, F(3,
184)=36,54; p=0,000. Das Eta-Quadrat als Maf3 der Aussagekraft war 0,35, nach Cohen ein groR3er
Effekt. Der durchgefiihrte Post Hoc Turkey HSD Test, der innerhalb der Gruppen die Unterschiede
der Mittelwerte darstellt ergab signifikante Differenzen zwischen der Standard Gruppe (M=58,32;
SD=22,69) und den Gruppen ,Infiziert* (M=80,31; SD=25,27) und ,Zellfreier Bioreaktor* (M=110,78;
SD=30,99). Die Gruppe ,Therapie* (M=46,87; SD=15,02) unterschied sich signifikant von den
Gruppen ,Infektion* und ,Zellfreier Bioreaktor“. AuBerdem unterschiedet sich die Gruppe ,Infiziert"
ebenfalls von der Gruppe ,Zellfreier Bioreaktor".

Der fir die Fragestellung Nullhypothese Funktion der Zellen im Bioreaktor durchgefiihrte T-Test
basiert auf der Gleichheit der Varianz, nachgewiesen durch den Levene Test mit F=0,001;
p=0,971. Der T-Test zur Uberpriifung, ob sich die Mittelwerte der beiden Gruppen ,Standard®
(M=58,32; SD=22,69) und ,Zellfreier Bioreaktor* (M=110,78; SD=30,99) in der Grundgesamtheit
unterscheiden ergab t(97)=-9,23; p=0,000. Die Aussagekraft, berechnet mit Eta-Quadrat ist 0,47,
d.h. eine mittelméRige Chance, dass die Werte die Grundgesamtheit reprasentieren. Da der Test
aber hochsignifikant ist und der Unterschied der Mittelwerte deutlich, dirfte sich in der
Grundgesamtheit allenfalls die Mittelwerte in einem Maf3e &ndern, dass keinen gravierenden
Einfluss auf die Irrtumswahrscheinlichkeit des T-Tests hat.

Das Fehlerbalken- Diagramm veranschaulicht die Ergebnisse der Statistik. Die Mittelwerte der
Elimination von Sorbitol, in Bezug auf die Standard Gruppe, unterscheiden sich am deutlichsten fiir
die Gruppe ,Zellfreier Bioreaktor".
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Abbildung 11: Sorbitol Bolus; Der * mit den horizontalen eckigen Klammern reprasentiert die
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, nachgewiesen mittels one-way beetween-
groups ANOVA mit Turkey HSD PostHoc Test.

3.1.4 Galactose

Die Werte fir die Differenz des Messwerts 90 min abzlglich 0 min, delta-Galaktose (A-Galktose)
sind normalverteilt. Es gibt insgesamt N=185 intervallskalierte Werte. Das Maximum liegt bei
159,40 mg/dl und das Minimum bei 7,80 mg/dl.

Die einfaktorielle ANOVA wurde mit gegebener Homogenitat der Varianz, nachgewiesen mit dem
Levene Test, durchgefuhrt. Der Vergleich der A-Galktose Werte ergab einen signifikanten
Unterschied, F(3, 181)=59,52; p=0,000. Das Eta-Quadrat als Mal3 der Aussagekraft war 0,46, nach
Cohen ein grol3er Effekt. Im Turkey HSD Test, der die Unterschiede der Mittelwerte mit Angabe der
Signifikanz zwischen den einzelnen Gruppen berechnet zeigte sich, das die Standard Gruppe
(M=81,92; SD=15,96) sich hochsignifikant von allen anderen Gruppen unterscheidet. Die Gruppe
»Therapie“ und ,Infiziert* unterscheidet sich zusatzlich noch hochsignifikant von der Gruppe
.Zellfreier Bioreaktor”. Die einzelnen Gruppen mit Mittelwerten und Standardabweichung:
»Therapie* (M=99,34; SD=10,10), ,Infiziert* (M=98,20; SD=11,42) und ,Zellfreier Bioreaktor"
(M=122,89; SD=15,05).

Der T-Test zwischen den Gruppen ,Standard“ (M=81,92; SD=15,96) und , Zellfreier Bioreaktor"
(M=122,89; SD=15,05) basiert ebenfalls auf der Vorraussetzung der Gleichheit der Varianz im
Levene Test. Das Ergebnis des Independant- Sample T-Tests ist t(95)=-11,50; p=0,000. Die
Aussagekraft, berechnet mit Eta-Quadrat ist 0,58, d.h. eine mittelm&Rige Chance, dass die Werte
die Grundgesamtheit reprasentieren. Hier gilt dasselbe wie bei Sorbitol: selbst wenn die Mittelwerte
in der Grundgesamtheit etwas anders sein sollten ist praktisch kein Effekt auf die
Irrtumswahrscheinlichkeit, reprasentiert durch die Signifikanz p des T-Tests zu erwarten.

Das Fehlerbalken- Diagramm zeigt die Mittelwerte und die zweifache Standardabweichung.
Ausreil3er und Extremwerte sind nicht dargestellt. Wieder deutlich zu sehen ist der Unterschied
zwischen der ,Standard“ Gruppe und ,Zellfreier Bioreaktor".
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Abbildung 12: Galaktose Bolus. Das Ergebnis der ANOVA mit Turkey HSD PostHoc Test wird
hier graphisch noch einmal dargestellt: die Standard Gruppe sowie die Gruppe ,Zellfreier
Bioreaktor” unterscheiden sich von allen anderen Gruppen. Die * mit den horizontalen eckigen
Klammern zeigen die hochsignifikanten Unterschiede.

3.1.5 Ammoniak

Fur A-Ammonia existieren N=171 valide intervallskalierte Werte. Das Maximum liegt bei 1662
pmol/l in einem infizierten Bioreaktor, das Minimum bei -721 pumol/l. Es gibt einige negative Werte,
auch im Boxplot zu ersehen, die dadurch Zustande kommen, dass der Ammoniak Wert zum
Zeitpunkt 90 min nach Injektion der Testsubstanz geringer ist als zum Zeitpunkt O min, unmittelbar
vor Substanzgabe. Die wahrscheinlichste Erklarung dafir ist, dass die Leistung der Zellen von dem
Substratangebot abhangt und die Kapazitat der beteiligten Enzymsysteme hoch ist und das reguléar
im der Zellkultur anfallende Ammoniak GberschieRend verstoffwechselt wird. Die Werte sind
hinreichend Normalverteilt, mit einer leichten Linksverschiebung.

Die einfaktorielle ANOVA, durchgefuihrt mit durch Levene Test signifikant nachgewiesener
Gleichheit der Varianzen ergab einen hochsignifikanten Unterschied zwischen den Mittelwerten der
Gruppen, F(3, 167)=24,74; p=0,000. Das dazu berechnete Eta Quadrat ist 0,30; ein wiederum
grolRer Effekt nach Cohen. Der Post Hoc Turkey HSD Test zeigt einen signifikanten Unterschied
der Standard Gruppe (M=78,06; SD=177,27) sowie der ,Therapie* (M=104,83; SD=319,53) und
Jnfiziert* (M=128,67;SD=271,41) Gruppe zur Gruppe ,Zellfreier Bioreaktor* (M=519,58 ;
SD=179,32).

Der Vergleich auf Gleichheit der Mittelwerte mittels T-Test flr unabhangige Stichproben ergab
einen hochsignifikanten Unterschied mit t(91)=-10,75; p=0,000 fir die Gruppen ,Standard" und
.Zellfreier Bioreaktor". Die Homogenitat der Varianzen ist im Levene Test signifikant. Das Eta
Quadrat ist 0,56, somit ist die Wahrscheinlichkeit bei 56%, dass die Daten die Grundgesamtheit
reprasentieren. Aufgrund des bemerkenswerten Unterschieds der Mittelwerte ist die Signifikanz
deshalb keinesfalls gefahrdet.
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Abbildung 13: Ammoniak Bolus; Die Gruppe ,Zellfreier Bioreaktor* unterscheidet sich im one-
way beetween-groups ANOVA mit Turkey HSD PostHoc Test von allen anderen Gruppen
hochsignifikant.
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3.2 Metabolische Untersuchungen — Kontinuierlicher LFT

Wie im Material und Methoden Teil bereits erwahnt wurde vom gemessenen Wert und dem
Mediumleerwert jeweils die Differenz gebildet. Um eine solide Daten- Basis fir die Darstellung und
Auswertung der Messwerte Uiber die Zeit als Abszissenachse zu haben wurden die 33 Kulturtage in
SPSS mittels der Funktion ,Variablen kategorisieren” in 10 Gruppen aufgeteilt. Dabei bildet SPSS
eine neue kategorische Variable indem es die Falle anhand von —in diesem Fall- 10 Percentillen
aufteilt. Die neue Variable Kategorie des Kulturtags bzw. ,Category of Culture Day“ umfasst in den
ersten Kulturtagen nur wenige Tage zusammen, mit steigender Kulturdauer mehrere. Dies hangt
mit dem Studiendesign zusammen, da in den ersten Tagen taglich Proben genommen wurden,
danach nur alle 3 Tage und mit der Laufzeit der Bioreaktoren zusammen, die zu unterschiedlichen
Zeitpunkten Abbruchkriterien erreichten oder fir den klinischen Einsatz verwendet wurden, so dass
die Anzahl der verfigbaren Werte mit zunehmender Kulturdauer sinkt.

Tabelle 8: Groupierung der Kulturtage in die Variable Kategorie des Kulturtags

Kategorie des Kulturtags Erster Tag Letzter Tag N |% of Total N
(category of culture day)
TTday O 0 0 45 8,7%
day 1&2 1 2 75 14,5%
day 3 3 3 34 6,6%
day 4&5 4 5 62 12,0%
day 6 6 6 33 6,4%
day 7-9 7 9 68 13,2%
day 10-12 10 12 50 9,7%
day 13-16 13 16 50 9,7%
day 17-21 17 21 47 9,1%
day 22-33 22 33 53 10,3%
Total 0 33 517 100,0%

Die statistische Auswertung der Kontinuierlichen metabolischen Leberfunktionsteste beschrankt
sich vor allem auf die Darstellung als Boxplots. Bei den Verlaufen der einzelnen Bioreaktoren (nicht
dargestellt) im Liniendiagram zeigen sich Unterschiede zwischen den einzelnen auf jeweils einer
Zellquelle, oder genauer einer porcinen Leber basierenden Zellkulturen. Diese interindividuellen
Unterschiede werden durch die Darstellung der Messwerte in Kategorien nach Tagen nur bedingt
durch die Streuung sichtbar. Dafiir aber der typische intraindividuelle Verlauf Giber die Zeit mit dem
Zentralwert (Median) und der Variabilitat.

3.2.1 Lidocain

Lidocain stellt die Differenz des taglichen Messwerts zum ebenfalls gemessenen Mediumleerwert
(M=5,42 ng/ml; SD=0,46) dar, d.h. ein Wert von Null bedeutet keinen Metabolismus. Die insgesamt
149 validen Werte sind als Boxplot mit den Kategorien der Kulturtage als Abszisse dargestellt. Der
Boxplot zeigt die Quartilen als obere und untere Begrenzung der Box dar, den Median als Balken
in der Mitte. Die T-férmigen Auslaufer, die ,Whisker“, der Boxen sind die grof3ten und kleinsten
Werte. Kreise sind Ausreil3er, im Bereich von mehr als das 1,5 fache der Boxlange, gerechnet ab
der auReren Kante der Box.

Bereits 6 bis 12 Stunden nach der Zelleinfillung, entspricht der Kategorie ,day 0%, zeigen die Zellen
eine gute Leistung mit einem Mittelwert von 4,43 ng/ml und einer Standardabweichung von 0,29.
Der erste und zweite Tag, Kategorie ,day 1&2“, verhalten sich &hnlich. In diesen ersten drei Tagen
ist die Mediumzufuhr noch hdher, auBerdem befinden die Zellen sich dabei noch in Reorganisation.
Es folgt im weiteren Kulturverlauf eine Steigerung mit dem Hohepunkt in Kategorie ,day 10-12", mit
einem Mittelwert M=4,99 ng/ml und einer Standardabweichung von 0,23. In den Kategorien ,day
13-16" (M=4,98 ng/ml; SD=0,26), ,day 17-21" (M=4,17 ng/ml; SD=1,47) und ,day ,22-33“ (M=3,94
ng/ml; SD=0,91) fallen die Werte wieder etwas ab, jedoch wird auch die Streubreite groR3er. Dies,
sowie die Ausrei3er und Extremwerte nach unten, ist eine Folge von einem Teil der Bioreaktoren,
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die durch verschiedene Ursachen wie der Beginn der Durchfiihrung von Oxygenierungs- und
Hypothermiestudien**® ab dem Tag 18 zu einem Ende der regularen Stand-By Periode gebracht
wurden. Andere Bioreaktoren, bei denen das reguléare Stand-By Standardprotokoll aufrechterhalten
wurde, liefen auch noch nach tber 30 Tagen mit Umsatzraten tber 4 ng/ml Lidocain.

Lidocaine Continuous Mode Lidocaine Bolus Mode
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Abbildung 14: Lidocain, groupiert nach Kategorien der Kulturtage; links mit gelben Boxplots
Kontinuierlicher Modus, rechts mit roten Boxplots zum Vergleich Bolus Modus

Der Vergleich der kontinuierlichen Lidocain Ergebnisse zu den Bolus Werten wird wegen den
Unterschiedliche Messmethoden und der daraus resultierende unterschiedlichen Interpretation der
Ergebnisse lediglich zu einem Vergleich des Verlaufs tGiber die Zeitachse. Wahrend bei der Bolus
Methode die Bolus Werte aus der Differenz des gemessen Wertes bei 90 min und des
Ausgangswertes bei 0 min errechnet wurden (s. Kapitel 2.3.1) wurde bei den kontinuierlichen
Lidocain Untersuchungen die Konzentration der Substanz als Fliesgleichgewicht gemessen und
die Differenz zur Ausgangskonzentration im Medium gebildet (s. Kapitel 2.3.2). Bei den
kontinuierlichem Modus reprasentieren hohere Werte eine gré3ere Elimination der Substanz, bei
dem Bolus Modus reprasentieren niedrigere Werte eine héhere Elimination der Substanz. Der Tag
0 unterscheidet sich ebenfalls: bei der Bolus Methode wurde am Tag O der Wert im Zellfreien

Bioreaktor gemessen und bei der kontinuierlichen Methode der Wert mit Zellen nach 6 und 12
Stunden.

Der Verlauf Uber die Zeitachse ist bei beiden Testmethoden &hnlich, bei den Bolus Tests wurde
allerdings das regulare Stand- By Protokoll zum Bioreaktor Betrieb bis zum Erreichen von
Abbruchkriterien der Zellkulturen aufrecht erhalten, deshalb ist der Leistungsabfall Gber dem 21
Kulturtag wesentlich milder. Ausrei3er, Extremwerte und grof3e Unterschiede in der Variabilitat
zwischen den Kategorien der Kulturtage lassen sich fast alle bei Betrachtung der Einzelverlaufe
der Zellkulturen durch individuelle Ereignisse erklaren.

3.2.2 MEGX

Bei MEGX ist der Mediumleerwert 0, es wird kein MEGX beigefiigt und im Medium auch nicht
Synthetisiert. Deshalb sind die direkt gemessenen Synthesewerte (N=151) gezeigt. Der Trend im
Verlauf ist in der Mitte und am Ende dem von Lidocain ahnlich, am Anfang, an Tag 0, Kategorie
.day 0“ jedoch am hdchsten mit einem Mittelwert von 62,37 ug/ml und einer Standardabweichung
von 49,76. Dem folgt ein Abfallen der Mittelwerte bis Kategorie ,,day 3" (M=24,58 pug/ml;
SD=29,93). Die Mittelwerte steigen jedoch wieder an, bis Kategorie ,day 6 (M=52,30 pg/ml;
SD=24,08), Kulturtag 13 bis 17. Dan folgt ein weiterer kontinuierlicher Abfall bis Kategorie ,day 22-
33" (M=21,00 pg/ml; SD=24,80). Die Zunahme der Streubreite ist sicherlich eine teilweise
Verzerrung der Werte durch Hypothermieintervalle und Beendigung des reguléren Stand- By
Betriebs nach dem 18. Kulturtag. Bei MEGX auffallig sind zahlreichen AusreiRer und Extremwerte,
sowie die grol3e Varianz. Die wahrscheinlichste Ursache daftir sind gré3ere Intra- und
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Interindividuelle Schwankungen, die noch ausgepragter bei den Bolus Tests mit MEGX zu
beobachten waren.

MEGX Continuous Mode MEGX Bolus Mode
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Abbildung 15: MEGX, groupiert nach Kategorien der Kulturtage; links mit gelben Boxplots
Kontinuierlicher Modus, rechts mit roten Boxplots zum Vergleich Bolus Modus

Zum Vergleich ist der Verlauf von MEGX uber die Kategorien der Kulturtage im Bolus Modus
dargestellt. Beim Bolus Protokoll wurden am Tag 0 die Werte im Zellfreien Kultursystem bestimmt.
An den folgenden Tagen wurde der gemessene MEGX Synthesewert 90 min nach der Bolus-
Injektion von Lidocain von dem MEGX Wert 0 min vor dem Bolus subtrahiert. In beiden Fallen
reprasentieren héhere Werte eine gréRere Synthese. Der Median von MEGX im Bolus Modus hat
einen zweigipfeligen Verlauf. Au3erdem ist eine aufféallige Zunahme der Streubreite mit steigender
Kulturdauer zu beobachten.

3.2.3 Sorbitol

Der Sorbitol Boxplot stellt wieder den Unterschied zwischen téglich gemessener Sorbitol
Konzentration und dem Mediumleerwert (M=175,8 mg/dl; SD=1,84) dar. Am Tag 0 (M=137,7 mg/dl;
SD=11,18) und Kategorie ,day 1&2“ (M=151,01 mg/dl; SD=11,63) erreicht die Zellkultur bereits
recht hohe Werte in der Elimination von Sorbitol. Bis zum gré3ten Mittelwert in der Kategorie ,day
10-12“ (M=153,48 mg/dl; SD=22,66), pendeln die Werte grof3teils im Bereich von 148 bis 154
mg/dl. In Kategorie ,day 17-21" (M=94,54 mg/dl; SD=69,25) und Kategorie ,day 22-33“ (M=69,34
mg/dl; SD=54,63) fallt der Mittelwert ab. Das Maximum in Kategorie ,day 17-21" ist bei 132,3 mg/dl,
das Maximum in Kategorie ,day 22-33" ist bei 156,9 mg/dl und wurde in einem im regularen Stand-
By Betrieb laufenden Bioreaktor gemessen. Der Abfall der Mittelwerte und die gré3ere Varianz in
den Kulturtagen Uber 18 Tage ist wie bei den anderen Test-Substanzen im Kontinuierlichen Modus
vor allem durch Hypothermie- und Begasungsversuche oder andere Manipulationen jenseits des
regularen Stand-By Protokolls zu erklaren.

Der Vergleich der Elimination von Sorbitol zwischen Kontinuierlichem und Bolus Modus ist von der
Interpretation d@hnlich wie bei Lidocain. Beim Kontinuierlichen Modus reprasentieren héhere Werte
eine grof3ere Elimination, beim Bolus Modus stellen niedrigere werte eine héhere Elimination dar
und der Tag 0 Wert beim Bolus Modus ist wieder im zellfreien Kultursystem gemessen. Der Verlauf
der Sorbitol Elimination tber die Zeitachse ist bei beiden Testmodi unterschiedlich: wahrend beim
Kontinuierlichen Testschema ein Anstieg der Elimination von Tag 0 bis Tag 3 stattfindet gefolgt von
einer stabilen Plateauphase bis zur Kategorie ,day 13-16", der letzten Kategorie mit Einhaltung des
reguléren Stand-By Protokolls. In den weiteren Kategorien, die die Kulturtage 17-33 wiedergeben,
folgt ein Abfallen des Medians und eine Zunahme der Streubreite, wie bereits bei Lidocain
gesehen. Bei den Bolus Tests wurde das regulare Stand-By Protokoll Giber die gesamte
dargestellte Zeitachse aufrechterhalten.
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Sorbitol Continuous Mode Sorbitol Bolus Mode
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Abbildung 16: delta-Sorbitol, groupiert nach Kategorien der Kulturtage; links mit gelben Boxplots
Kontinuierlicher Modus, rechts mit roten Boxplots zum Vergleich Bolus Modus

Bei den Bolus Werten ist am Anfang der Kulturphase bis Tag 3 eine geringfligig gréRere
Streubreite zu sehen, der Median der Elimination bewegt sich allerdings kontinuierlich tGber die
gesamte Kulturdauer langsam in den Bereich héherer Werte, d.h. es wird mit zunehmender
Kulturdauer weniger Sorbitol innerhalb der 90 min zwischen Injektion und Messung metabolisiert.

3.2.4 Galaktose

Fur Galaktose wurde wieder die Differenz zwischen gemessenem Wert und Mediumleerwert
(M=100,1 mg/dl; SD=1,84) gebildet. Am Tag 0, Kategorie ,day 0" erreicht Galaktose einen
Mittelwert von 48,86 mg/dl mit einer Standardabweichung von 9,74. In der Kategorie ,day 1&2“
(M=60,99 mg/dl; SD=13,14), Kategorie ,day 3" (M=66,85 mg/dl; SD=13,59), gehen die Werte
stufenweise nach oben- mit Ausnahme von ,day 4&5" und erreichen in Kategorie ,day 10-12 ihren
hdchsten Mittelwert mit 91,05 md/dl und der Standardabweichung von SD=1,98.
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Abbildung 17: Galaktose, groupiert nach Kategorien der Kulturtage; links mit gelben Boxplots
Kontinuierlicher Modus, rechts mit roten Boxplots zum Vergleich Bolus Modus

Die Kategorie ,day 4&5" bildet in allen Testsubstanzen eine Ausnahme, am deutlichsten allerdings
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bei Galaktose, da in dieser Zeit mehrere Zellkulturen Abbruchkriterien erreichten. Kategorie ,day
13-16" ist auf vergleichbar hohem Niveau (M=90,84 mg/dl; SD=4,60). Ab Kategorie ,day 17-21“
(M=51,82 mg/dl; SD=35,78) gehen die Mittelwerte durch die fir manche Reaktoren durchgefiihrten
Anderungen im Protokoll und somit Kulturverlauf auf geringere Werte zuriick. Wie bereits bei
Sorbitol, Lidocain und MEGX besprochen steigt deshalb auch die Variabilitét erheblich an.
Kategorie ,day 22-33“ weist nur noch einen Mittelwert von 13,66 mg/dl bei einer
Standardabweichung von 25,50 auf. In dieser Kategorie fallen allerdings viele Werte unter
Bedingungen jenseits des regularen Stand-By Protokolls, das Maximum in einem mit regularem
Stand-By Protokoll betriebenen Bioreaktor betragt 96,6 mg/dl.

Der Vergleich des Verlaufs Uber die Kulturdauer zwischen der Kontinuierlichen und der Bolus
Methode ist Sorbitol &hnlich. Am Anfang folgt allerdings ein langsamerer Anstieg bei dem
Kontinuierlichen Modus, die Plateauphase wird spater erreicht, die Bioreaktoren mit den
Abbruchkriterien am Tag 4&5 (s.0.) beeinflussen den Median und Mittelwert starker als bei den
anderen Parametern. Bei den Bolus Messwerten ist eine Kontinuitat tiber die gesamte Kulturdauer
zu beobachten.
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3.3 Syntheseparameter

Die Syntheseparamter Pig-Albumin, Ammoniak Basal, Lactat und Harnstoff wurden im Rahmen der
metabolischen Bolus Untersuchungen gemessen. Die Darstellung erfolgt Giber den bei den
Kontinuierlichen LFT bereits verwendeten Kategorien der Kulturtage und Giber Kulturphasen.
Ahnlich wie bei der Enzym- Freisetzung**’ wurden die Syntheseparameter in Phasen des
Zellkulturverlaufs eingeteilt Die Phasen sind:

Tabelle 9: Ubersicht Kultuphasen

Phase Kurzbezeichnung | Beschreibung

PO blind device Tag 0, Zelleinfullung

P1 initial Tag 1 bis 3, Initiale Adhasions- und Reorganisationsphase der
Zellkultur

P2 stable Tag 4 bis 14, stabile Kulturphase

P3 extended Tag 15 und folgende, erweiterte Phase, Uber die Zeitachse
langsames Nachlassen der Funktion

Da die Syntheseleistung von Zellen zu den hochdifferenzierten Aufgaben zahlt sind die
Syntheseparameter interessant fiir die Fragestellung der Nutzbarkeitsdauer und
Reproduzierbarkeit der Zellkultur.

3.3.1 Pig-Albumin

Pig-Albumin wird von den Zellen zum Teil synthetisiert, zum Teil wird es von apoptotischen Zellen
freigesetzt. Diese Summe aus Synthese und Freisetzung wird als Liberation zusammengefasst
gemessen. Es liegen N=155 Messwerte vor. Die Werte sind linksverschoben Normalverteilt.

Die Liberation von Pig-Albumin verhélt sich im Zeitlichen Verlauf etwas anders als die
metabolischen Testsubstanzen. An Tag 1, sind die Werte am hdchsten, Mittelwert 243 mg/I,
Standardabweichung 298. Neben dem initialen Hoch, welches vor allem auf der Freisetzung von
Albumin durch geschadigte Zellen beruht, gibt es ein stabiles Plateau bis Tag 14. Danach féllt die
Pig- Albumin Synthese wieder leicht ab, wobei nach Tag 21 das Standard Stand-By Protokoll nicht
verlassen wurde.

Pig-Albumin Pig-Albumin by Culture Phase
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Abbildung 18: Pig-Albumin, groupiert nach a) Kategorien der Kulturtage und b) nach
Kulturphasen
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Die Darstellung nach den Kulturphasen fasst den Verlauf kompakter zusammen als die Darstellung
Uber die Kategorien der Kulturtage.

Albumin by Quality Assessment Group
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Abbildung 19: Pig-Albumin, groupiert nach Qualitatskriterium Standard und Infektion

Um auf die Frage der Qualitatssicherung einzugehen wurden die Gruppen Standard (M=; SD=)
und Infektion (M=; SD=) fur Pig-Albumin mittels T-Test fur unabhangige Stichproben verglichen. Im
Levene Test wurde die Gleichheit der Varianzen angenommen, der dazugehdrige T-Test brachte
mit t(153)=0,735 ; p=0,464 keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen zum
Vorschein. Pig-Albumin ist als Parameter um eine Infektion zu detektieren nicht geeignet.

3.3.2 Ammoniak Basal

Der Ammoniak Spiegel der Zellkultur ohne Bolus Belastung ist Ammoniak Basal bzw. Ammonia
Base Level. Insgesamt liegen 253 Messwerte vor. Die Werte sind linksverschoben Normalverteilt.
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Abbildung 20: Ammoniak Basal, groupiert nach a) Kategorien der Kulturtage und b) nach
Kulturphasen

Den geringsten Mittelwert hat die stabile Kulturphase (Tag 4 bis 14), den hdchsten die Kulturphase
jenseits des 14 Tages. Am Tag 1 ist der Median ebenfalls Giber den der stabilen Kulturphase. Der
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Boxplot mit den Phasen stellt die Ergebnisse des Boxplots iber die Kategorien der Kulturtage
kompakter dar.

Ammoniak ist ein wichtiger Parameter fiir Hepatozytenkulturen, er reflektiert eine Lebertypische
Leistung und kann zur Beurteilung der nutzbaren Kulturdauer der Zellkultur herangezogen werden.
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Abbildung 21: Ammoniak Basal, groupiert nach Qualitatskriterium Standard und Infektion

Im T-Test fir unabhéngige Stichproben ergab sich zwischen den Gruppen Standard (M=114,06
pmol/l; SD=124,31) und Infiziert (M=182,29 pmol/l; SD=404,49) mit t(149,8)=-1,82 und p= 0,071
kein signifikanter Unterschied. Gleiche Varianzen wurden im Levene Test zuriickgewiesen.

Ausreil3er und Extremwerte tber 1000 pumol/l sind bei infizierten Zellkulturen vorgekommen. Werte
Uber 500 pmol/l ohne plausible Erklarung sind immer ein dringender Hinweis auf eine Infektion.

3.3.3 Harnstoff

Harnstoff wurde wie Ammoniak in Phasen des Kulturverlaufs eingeteilt. Insgesamt liegen N=268
Messwerte vor. Die Werte sind gut normalverteilt.
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Abbildung 22: Harnstoff, groupiert nach a) Kategorien der Kulturtage und b) nach Kulturphasen
Die héchsten Mittelwerte liegen fur die stabile Kulturphase von Tag 4 bis 14 vor. Die Mittelwerte in

der Adhésionsphase von Tag 1 bis 3 sind nur geringfigig darunter. Nach Tag 14 fallt der Mittelwert
ab, vor allem jenseits der 25 Tage Kulturdauer (nicht dargestellt).
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Abbildung 23: Harnstoff, groupiert nach Qualitatskriterium Standard und Infektion

Der T-Test fur unabhéngige Stichproben mit im Levene test nachgewiesener Gleichheit der
Varianz zwischen den Qualitats- Gruppen Standard (M=54,60 mg/dl; SD=11,50) und Infektion
(M=42,65 mg/dl; SD=12,69) ergab t(266)=8,06, p=0,000, d.h. einen hochsignifikanten Unterschied.
Da die Differenz der Mittelwerte lediglich 9,03 betragt ist der praktische Nutzen von Harnstoff bei

der Detektion von Infektionen gering.
3.3.4 Lactat

Fur Lactat liegen N= Messwerte vor. Die Werte sind linksschief Normalverteilt.

Lactate Lactate by Culture Phase
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day 2&3 day 6 day 9-11 day 14-19

category of culture day phase

T T T
initial (day 1-3) stable (day 4-14) extended (day >15)

Abbildung 24: Lactat, groupiert nach a) Kategorien der Kulturtage und b) nach Kulturphasen
Im Verlauf verhalt sich Lactat ahnlich den anderen Syntheseparametern. An Tag 1 ist der Median
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hoch und die Varianz groR3, dann folgt eine weitgehend stabile Kulturphase bis Tag 14 und ein
dezenter Anstieg der Werte tiber 2 Wochen Kulturverlauf.

Lactate by Quality Assessment Group
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Abbildung 25: Lactat, groupiert nach Qualitatskriterium Standard und Infektion

Der T-Test fur unabhéngige Stichproben zwischen den Gruppen Standard und Infektion findet fur
die Gruppen Standard und Infektion einen signifikanten Unterschied (alpha=0,05), mit t(149,5)=-
2,47 und p=0,015. Die Differenz der Mittelwerte betragt lediglich -7,12, was Lactat &hnlich wie
Harnstoff zu keinem eindeutigen Parameter macht um Infektionen zu diskriminieren.
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3.4 Kinetik der Testsubstanzen im zellfreien Bioreaktorsystem

Um den Einfluss der Verteilung und der Adsorption sowie spontaner Zerfall und &hnliche
FehlergréRen abschatzen zu kénnen wurde die Kinetik der Testsubstanzen im Schema der
metabolischen Bolus Leberfunktionsteste im zellfreien Gerat gemessen.

3.4.1 Lidocain

Die Kinetik von Lidocain wurde in N=9 zellfreien Bioreaktoren gemessen. Die Tabelle gibt die
Mittelwerte und Standardabweichung zu den Analytikzeitpunkten 0, 30, 60 und 90 min wieder.

Tabelle 10: Kinetik von Lidocain, Bolus Schema im zellfreien Bioreaktor

Zeitpunkt Mittelwert (mg/l) SD
0 min 0,01 0,01
30 min 2,29 0,66
90 min 1,91 0,47

180 min 1,86 0,44

Das auf diesen Mittelwerten basierende Liniendiagram zeigt die Kinetik graphisch, die Auslaufer
der Messwerte nach oben und unten zeigen die Standardabweichung. Die Kinetik von Lidocain ist
der von Phenolrot sehr ahnlich (unpublizierte Ergebnisse). Die hdchste Konzentration wurde nach
30 min, dem ersten Zeitpunkt, gemessen, bei Phenolrot ist das Maximum bereits bei etwas Uber 10
min erreicht. Danach sieht man einen Abfall der Konzentration im Bioreaktorkreislauf durch
Verteilungsphanomene zwischen den Bioreaktor- Kompartimenten Pumpenschlauch und
Membranbiindel und dem Zellkompartment. Zwischen 30 und 60 min ist der Abfall steiler als
zwischen 60 und 90 min, was auf eine einsetzende Sattigung der Konzentration in allen
Kompartimenten hindeutet.

Lidocain mg/!

2,50 T

200 ﬁ@% %
1,50

1,00 /

0,50 /

0,00 —1

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min

Abbildung 26: Kinetik von Lidocain, Bolus Schema im zellfreien Bioreaktor

3.4.2 MEGX

Die Kinetik von MEGX wurde analog zu der von Lidocain in 9 Bioreaktoren ohne Zellen gemessen.
Die Werte befinden sich am Detektionslimit des verwendeten IFP Assay von Abbott. Sie kommen
vor allem wahrscheinlich durch spontanen Zerfall von Lidocain zustande oder durch Kreuzreaktion
des Tests mit Lidocain.

Tabelle 11: Kinetik von MEGX, Bolus Schema im zellfreien Bioreaktor

Zeitpunkt Mittelwert (ug/ml) SD
0 min 1,85 0,96
30 min 4,35 2,11
90 min 4,25 2,00
180 min 4,89 1,81
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Die graphische Darstellung zeigt den 0 min Leerwert am Detektionslimit des verwendeten Testkits.
Die Werte fiir 30, 60 und 90 min zeigen einen Verlauf, der durch die Verteilung und spontanen
Zerfall von Lidocain sowie Kreuzreagibilitat des Tests bestimmt ist.

MEGX pg/ml
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Abbildung 27: Kinetik von MEGX, Bolus Schema im zellfreien Bioreaktor

3.4.3 Sorbitol

Die Kinetik von Sorbitol wurde wie bei den anderen Testsubstanzen gemessen. Im Wesentlichen
zeigt der Verlauf eine schnelle Aufsattigung und einen sehr geringen Abfall.

Tabelle 12: Kinetik von Sorbitol, Bolus Schema im zellfreien Bioreaktor

Zeitpunkt | Mittelwert (mg/dl) SD
0 min 0,00 0,00
30 min 144,10 13,17
60 min 143,22 14,12
90 min 143,60 18,24

180 min 143,48 12,83

Sorbitol wird rasch gleichmafig verteilt und bleibt im zellfreien geschlossenen rezirkulierendem
System, d.h. keine frische Mediumzufuhr, auf einem konstanten Niveau Gber 180 min.

Sorbitol mg/dl
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Abbildung 28: Kinetik von Sorbitol, Bolus Schema im zellfreien Bioreaktor

3.4.4 Galaktose

Galaktose hat eine @hnliche Kinetik wie Sorbitol. Galaktose hat allerdings bereits bei 0 min einen
Mittelwert von 41 mg/dl, da das Medium es in dieser Konzentration (40 mg/dl £ 5 %) als Bestandteil
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enthalt, welcher die Versorgung der Zellen mit verschiedenen Kohlenhydraten gewéahrleistet.

Tabelle 13: Kinetik von Galaktose, Bolus Schema im zellfreien Bioreaktor

Zeitpunkt | Mittelwert (mg/dl) SD
0 min 41,38 3,07
30 min 166,60 12,89
60 min 166,48 14,83
90 min 166,42 15,74

180 min 167,07 15,61

Das Zeitverlauf- Konzentration- Diagram fir Galaktose zeigt den raschen Anstieg vom
Mediumbasiswert zu den Bolus Konzentrationen in den ersten 30 min. Die Konzentration bleibt
dann Uber 3 Stunden fast konstant.

Galactose mg/d|
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Abbildung 29: Kinetik von Galaktose, Bolus Schema im zellfreien Bioreaktor

3.4.5 Ammoniak

Ammoniak hat eine eigene Kinetik. Im Medium befindet sich bereits gemessen ein geringer
Ammoniak Spiegel von 59,7 umol/l. Durch Zugabe des Bolus von 750 pmol NH,CI erreicht die
Ammoniak Konzentration nach 30 min einen Mittelwert von 652 umol/l. Dieser bleibt auf diesem
hohen Wert bis 90 min und fallt dann auf durchschnittlich 629 pmol/l nach 180 min ab.

Tabelle 14: Kinetik von Ammoniak, Bolus Schema im zellfreien Bioreaktor

Zeitpunkt Mittelwert (umol/l) SD
0 min 59,67 12,01
30 min 652,11 107,84
60 min 654,22 99,04
90 min 648,11 85,56
180 min 629,00 57,79

Die Kinetik von Ammoniak ist charakterisiert durch eine schnelle Aufsattigung und ein langsames
Abfallen, wie in dem Liniendiagram veranschaulicht.
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Abbildung 30: Kinetik von Ammoniak, Bolus Schema im zellfreien Bioreaktor
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4 Diskussion
4.1 Metabolische Untersuchungen

Wie in der Aufgabenstellung der Arbeit bereits erlautert steht die Suche nach geeigneten Methoden
zur Routinemafigen Bewertung und Qualitatssicherung von dynamischen Leber- Zellkulturen in
Bioreaktoren im Vordergrund dieser Arbeit. AuRerdem ist mit den Ergebnissen eine Aussage zum
Wirksamkeitsnachweis des Bioreaktors mit der Hypothese ,der Bioreaktor ermdglicht lebertypische
Leistungen® mdglich, beziehungsweise zum Zurtickweisen der dazugehdrigen Nullhypothese ,der
Bioreaktor ermoglicht keine lebertypische Leistungen®. Die untersuchten Protokolle fur die
quantitativen metabolischen Tests haben in der Praktikabilitéat Vor- und Nachteile. Die auf dem
Bolus Prinzip basierenden Tests sind von einem Fliessgleichgewicht und der damit verbundenen
kontinuierlichen Mediumzufuhr unabhéangig, sie lassen sich deshalb auch unmittelbar nach einem
Therapie Einsatz zur Bewertung der Zellfunktion einsetzen. Die kontinuierlichen metabolischen
Tests sind weniger Arbeitsintensiv, da nur einmal taglich eine Probe genommen werden muss, und
weniger belastend fir die Zellen, da sie ohne 90 min Rezirkulation des Bioreaktorkreislaufs
auskommen. Des Weiteren weniger anfallig fur Fehler bei der Mischung und Gabe der
Testsubstanzen, da diese bereits beim Hersteller des Mediums zugesetzt werden kdnnen.

Ein Vergleich mit Werten der bestehenden Literatur, die sich zumeist auf klinische Studien in vivo
bezieht ist bei den meisten Substanzen aufgrund der unterschiedlichen Kinetik schwierig.

4.1.1 Lidocain

Die Ergebnisse der verschiedenen Studien zu Lidocain haben verschiedene Aussagen, zu
unterschiedlichen Zielen der Arbeit. Die Ergebnisse der Bolus Versuche eignen sich Aufgrund der
Groupierung in Standard, Therapie, Infiziert und Zellfreier Bioreaktor zur Charakterisierung. Bei
Lidocain zeigte sich im Post Hoc Test der ANOVA lediglich ein Unterschied von der Gruppe
Zellfreier Bioreaktor zu den restlichen Gruppen. Die Standard Gruppe kann aber fir die
Charakterisierung der typischen Stoffwechselleistung herangezogen werden. Durch eine scharfe
Abgrenzung zu der Gruppe ,Zellfreier Bioreaktor” ist es moglich z.B. durch Definition der 80%
Perzentile ein Qualitats- und Freigabekriterium fir Therapieeinsatze zu schaffen. Der T-Test
zwischen der Standard und der Gruppe ,Zellfreier Bioreaktor” zeigte einen hochsignifikanten
Unterschied, was zur Untermauerung der Hypothese ,der Bioreaktor erméglicht Lebertypische
Leistung” bzw. zum Zurtickweisen der Nullhypothese ,der Bioreaktor erméglicht keine
Lebertypische Leistung” dient. Lidocain ist als Parameter um Infektionen zu detektieren bei
individuellen Bakterienstammen nur indirekt nitzlich, Veranderungen um tber 10% mehr
Stoffwechselleistung im Verlauf zweier Tage sind jedoch immer als verdachtig einzustufen.
Veranderungen, die einen deutlichen Abfall der Stoffwechselleistung im Verlauf der ersten 3
Wochen einer Zellkultur zeigten, gingen immer mit einem unerwtinschten Ereignis, wie z.B. einer
pH Schwankung durch stundenlangen Ausfall der Kohlendioxidgasbeimischung mit anschlieRender
schneller Kompensation durch Natriumbicarbonat einher.

Die kontinuierlichen metabolischen Versuche mit Lidocain geben einen Uberblick iiber den Verlauf
wahrend der gesamten Kulturdauer. Uber drei Wochen sieht man eine deutliche Differenz
zwischen der Konzentration des Fliesgleichgewichts im Bioreaktor und der Konzentration im
Medium. Der darauf folgende Abfall der Differenz liegt vor allem an weiteren Versuchen, wie
Hypothermie oder Versuche fir andere Oxygenierungs- und Konservierungsfragestellungen, die
partiell schadigend auf die Zellkultur wirkten.

Die Kinetik von Lidocain im verwendeten Zellkultursystem wurde in mehreren Zellfreien Systemen
gemessen. Die Kinetik wird von den einzelnen Kompartimenten des Bioreaktorkreislaufs bestimmt.
Initial, beim Zeitpunkt null wird die Substanz in den auf Rezirkulation, d.h. keine Medium Zufuhr
oder Ablauf, gebrachten &uReren Bioreaktorkreislauf eingebracht. Dort verteilt es sich sehr schnell.
Parallel zu dieser Arbeit wurde eine Studie zur Verteilung mit Phenolrot durchgefiihrt, dabei wurde
eine Aufséttigungskurve mit einem Grenzwert bei etwas ber 10 min gemessen. Ein langsamerer
Verteilungsvorgang, die Diffusion zwischen Bioreaktorkreislauf und dem Raum innerhalb der
Membranen hin zum Zellkompartment, findet verzdgert statt. Bei einer noch unpublizierten
Phenolrot Kinetikstudie zeigte sich eine Naherungs- Funktion vom Konzentrationsmaximum bis
zum letzten Messwert. Die interpolierte Darstellung im Diagram Lidocain Kinetik zeigt die gleiche
Kinetik mit groberem Raster.
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Nach den vorliegenden Ergebnissen kann man die Elimination von Lidocain als geeigneten
Parameter fur die metabolische Kompetenz des Cytochrom P-450 Systems der Zellkultur ansehen.

Der klinische Nutzen des Lidocain und MEGX Tests wird in der Literatur kritisch diskutiert. Ahnlich
den Ergebnissen in der Zellkultur variieren auch in den quantitativen Leberfunktionstesten beim
Patienten die Resultate. Dariiber hinaus wird eine grofRe Variabilitéat der Werte sogar in Patienten
mit gleichartiger Atiologie, Aktivitat und Stérung der Leberfunktion beobachtet™'®. Die Variabilitat ist
auch beim ABT groR3, was auf bedeutsame interindividuelle Unterschiede in der Performance der
microsomalen Enzyme hinweist. Im direkten Vergleich mit dem ABT und GEC konnte der Lidocain
/ MEGX Test Patienten mit leichter und schwerer Lebererkrankung schlechter differenzieren. Die
beste Differenzierung gelang Meyer-Wyss et al mit dem Galaktose- Eliminations- Kapazitats- Test.
In der gleichen Studie wurde auch nur eine schwache Korrelation zwischen den Ergebnissen des
GEC, ABT und dem Lidocain / MEGX Test gefunden. GroRRe interindividuelle Schwankungen
wurden auch von Bargetzi et al berichtet®.

Lebererkrankungen per se sind mit einer reduzierten microsomalen Cytochrom P450 Enzym-
Aktivitat verbunden '*° und die gestérte microsomale metabolische Aktivitat steht primar in
Beziehung zum Verlust von funktioneller Lebermasse .

Die Funktion der Zellen ist aber auch von den Kulturbedingungen abhdngig. Zusammenhénge
zwischen dem Erhalt typischer Leistung, der Induktion von Cytochrom P450 Isoenzymen in
Hepatozytenkulturen und dem Sauerstoff- Partialdruck sowie Insulin und Glucagon Konzentration

sind fiir Monolayerkulturen beschrieben™?*.

Der Metabolismus von Lidocain ist auch in &lteren Lebern signifikant reduziert'?*.

41.2 MEGX

Die Interpretation der Ergebnisse fur MEGX ist analog zu der von Lidocain, dessen
Ausgangssubstanz. Die Variabilitat ist bei MEGX am grof3ten, von allen Parametern die gemessen
wurden. Sowohl die Schwankungen intraindividuell, also auf eine Zellkultur bezogen, als auch die
interindividuellen Unterschiede sind am gré3ten. Bei der Bolus Versuchsreihe zeigt sich eine
extrem groR3e Variabilitat fir die Gruppe ,Infektion®. Dies ist damit zu erklaren, dass manche
Bakterienstamme einen hohen synergistischen Stoffwechseleffekt haben, andere keinen. Deshalb
ist ein hoher MEGX Wert, jenseits der in der Standardgruppe gemessenen Werte immer ein
dringender Infektionsverdacht. Niedrige Werte jedoch bedeuten keinen Ausschluss, obwohl im
Post Hoc Test der ANOVA die Gruppen ,Standard” und ,Infektion” eine signifikante Differenz
aufweisen. Der Wertebereich der Standard-Gruppe tberschneidet sich vollstandig mit der Gruppe
sInfektion“. Lediglich der Additionseffekt ist ein Zeichen.

Der T-Test zwischen den Gruppen ,Standard“ und ,Zellfreier Bioreaktor* beweist einen
signifikanten Unterschied. Die Werte fiir die zellfreien Bioreaktoren bewegen sich am
Detektionslimit des verwendeten Analytik-Testkits, da ohne Zellen keine MEGX Synthese
stattfindet.

Bei der Versuchsreihe mit kontinuierlicher Zufuhr von Lidocain kann der Verlauf der MEGX
Synthese Uber 33 Tage hinweg dargestellt werden. Initial, an Tag 0. ist die MEGX Synthese am
hdchsten, danach hat sie ein weiteres Maximum im Bereich des 14. Tags und pendelt danach im
Bereich von 25pg/ml ohne einen deutlichen Trend zu zeigen. Die Extremwerte und Ausreif3er sind
nicht alle nachvollziehbaren Ereignissen zuzuordnen. MEGX ist wegen seiner Schwankungen kein
sensibler Parameter fur Qualitatsanderungen im Verlauf, obwohl Werte jenseits des Bereichs der
Standard Gruppe immer auf unerwiinschte Veranderungen in der Zellkultur hindeuten. Die
Festlegung eines Minimalwerts zur Qualitatssicherung ist empfehlenswert.

Die Kinetik von MEGX wurde ebenfalls in zellfreien Bioreaktoren gemessen. Der Verlauf ist der
Kinetik von Lidocain &hnlich, da direkte Abh&éngigkeit besteht. Die Werte befinden sich am
Detektionslimit des Abbott Testkits und kommen vermutlich durch spontanen Zerfall und
Kreuzreagibilitdt des Testkits mit Lidocain Zustande und sind deshalb nur bedingt aussagekréftig.
Im zellgefillten Bioreaktor ist die Kinetik durch den Metabolismus von Lidocain charakterisiert und
korreliert individuell abhangig von der Zellkultur mit diesem.

In der Tierexperimentellen Erprobung eines Leberunterstitzungssystems wurde MEGX und
Lidocain bereits verwendet um den Unterschied zwischen zwei Kontrollgruppen (eine Gruppe
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zellfreies Leberunterstijtzungssystem— andere Gruppe kein extrakorporales System) und Bioraktor
mit Zellen zu demonstrieren™®,

Im klinischen Gebrauch ist der MEGX Test umstritten. Manche Autoren geben ihm einen
Stellenwert fiir bestimmte Fragestellungen, wie Lamesch et al, die den MEGX Test fiir einen
nitzlichen Parameter halten Patienten nach LTx in gute und schlechte Prognosen zu unterteilen*?.
Schroeder et al*® halten den Lidocain / MEGX Test fiir niitzlich um Spender Organe zu evaluieren
und so das Optimum an verfligbaren Organen zu erreichen. Burdelski et al fand heraus, dass das
Risiko der initialen Nicht- Funktion von transplantierten Lebern auf 1 zu 3 reduziert werden kann'?°,
in einer spateren Studie wurde die Korrelation zum Sauerstoffverbrauch nach der
Revaskularisierung mit der MEGX Synthese dargestellt'*’. Fiir ein 20 Tage Leber- Transplantat
Uberleben fanden Oellerich et al. eine prognostische Sensivitéat von 73% und eine Spezifitat von
78% des Megx Tests'?® '?°. Ercolani et al groupiert Patienten nach MEGX Schwellenwerten von 25
ng/ml und 10 ng/ml Serum- MEGX- Konzentration und berichtet von Signifikanten Aussagen zur
Prognose der Patienten, allerdings in Kombination mit dem Child- Pugh- Score 130 ghiffman et al
beschreibt die Korrelation von MEGX Synthese und Leberhistologie sowie der Child Klassifikation
mit Signifikanten Ergebnissen ***. Fabri et al kommentiert die Ergebnisse von Shiffman et al
kritisch: Der Metabolismus ist abhangig von der Leberhistologie aber eine Sensitivitat von 65% um
Patienten mit Child Klasse A Leberzirrhose zu detektieren, wie von Shiffman berichtet, ist nur ein
wenig akkurater als das einfache Werfen einer Miinze; die quantitative Messung der Funktion der
Leber ist schwierig und mit Fehlern behaftet wegen der interindividuellen Variabilitat des
Metabolismus von Substraten *. Huang et al. hat mit einem kleinem Patientenkollektiv und
anderen Granzwerten fir Sensitivitat, Spezifitat und Akkuratesse Werte von (iber 80% '*. Weitere
Literatur zu MEGX wurde ansonsten bereits im Abschnitt zur Testsubstanz Lidocain diskutiert.

4.1.3 Sorbitol

Mit Sorbitol kann eine Aussage Uber die Funktion des Insulinunabhangigen Zuckerstoffwechsels
gemacht werden.

Die Unterschiede der Mittelwerte in der ANOVA mit Post Hoc Test sind fur die Gruppen ,Standard”
verglichen mit ,Infektion“ und ,Zellfreier Bioreaktor" signifikant. Um einen Bereich festzulegen, in
dem eine normale Funktion der Zellen angenommen werden kann eignet sich die Abgrenzung
zwischen Standard Gruppe und ,Zellfreier Bioreaktor®. Die obere Quartile der Standard Gruppe
kénnte dazu die Obergrenze sein, der Minimalwert der Standard Gruppe fur A-Sorbitol die untere
Begrenzung. Ein infizierter Bioreaktor zeigt mehrere extrem niedrige A-Sorbitol Werte, was auf
einen Summationseffekt durch den Bakterienstoffwechsel hindeutet. Sorbitol hat einen
gleichmafigen intraindividuellen Verlauf und nur mafige interindividuelle Schwankungen.

Die Fragestellung des Zurlickweisens der Nullhypothese ,der Bioreaktor erméglicht keine
Lebertypische Leistung” mittels T-Test zwischen der Standard und ,Zellfreier* Bioreaktor* Gruppe
ist hochsignifikant. Damit leistet auch Sorbitol einen Beitrag zum Wirksamkeitsnachweis des
Bioreaktors.

Bei den kontinuierlichen metabolischen Untersuchungen mit Sorbitol durch Zugabe im Medium und
einmal taglicher Messung des Fliesgleichgewichts zeigt sich ein guter Verlauf (iber die Zeitdauer
des Routine Stand-By Protokolls. In den ersten beiden Tagen ist der Mittelwert von A-Sorbitol
etwas geringer als in den darauf folgenden 14 Tagen. Die Werte sind insgesamt stabil auf hohem
Niveau, Ausreil3ern und Extremwerten kann immer ein unerwiinschtes Ereignis, wie
unsachgemalfe Gaseinstellung nach Wechsel einer Gasflasche zugewiesen werden. In den letzten
Kategorien der Kulturtage schwanken die Werte da in diesem Zeitrahmen das Standard Protokoll
bei vielen Zellkulturen verlassen wurde und Oxygenierungs- und Konservierungsstudien
durchgefuhrt wurden.

Die Kinetik von Sorbitol gemessen in zellfreien Bioreaktor- Systemen ist gepragt durch schnelle
Aufséattigung in den ersten 30 Minuten und ein darauf folgendes geringfligig niedrigeres Plateau.
Die Verteilung zwischen den verschieden Kompartimenten des Bioreaktor- Systems ist als schnell
einzustufen.

Insgesamt ist Sorbitol ein sensitiver Parameter fir den Energieverbrauch und ist fur die Routine der
Qualitatssicherung ein wertvoller Beitrag.

Im klinischen Gebrauch ist Sorbitol erste Wahl als Testsubstanz um den hepatischen Blutfluss mit
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einer nicht- invasiven Technik zu Messen™**. Des Weiteren reprasentiert die nicht- renale

Clearance von Sorbitol den funktionellen Fluss in Patienten mit Zirrhose. Bei der Verwendung der
Infusions- und Messtechnik von Bradley™*® **® kann die Differenz zwischen totalem und
funktionellem Blutfluss als intrahepatischer Shuntfluss betrachtet werden.

4.1.4 Galaktose

Der Stoffwechsel von Galaktose ist eine Lebertypische Leistung aus dem Bereich des
Energiestoffwechsels.

Galktose, bzw. die Differenz des Messwerts zum Mediumleerwert, A-Galaktose zeigt bei den Post
Hoc Tests der ANOVA zwischen allen Gruppen hochsignifikante Unterschiede. Dies liegt vor allem
an der gleichmafligen Homogenitat der Varianz. Galaktose ist als Parameter zur
Qualitatssicherung geeignet, der Bereich der tolerierten Werte fur ein Zellsystem, dass klinisch
Verwendung finden soll, kbnnte bei der oberen Quartile beginnen und bis zum Minimalwert der
Standardgruppe gehen.

Der Beitrag zum Zurtickweisen der Nullhypothese und damit zum Wirksamkeitsnachweis durch
den T-Test zwischen den Gruppen Standard und ,Zellfreier Bioreaktor" ist hochsignifikant. Die
Nullhypothese ,der Bioreaktor ermdglicht keine Lebertypische Leistung” kann mit Galaktose
ebenfalls zurtickgewiesen werden.

Im zellfreien System &hnelt die Kinetik von Galaktose der des anderen Zuckers Sorbitol. Nach 30
Minuten ist eine Aufsattigung da mit einem Plateau Uber den gesamten Messzeitraum von 180
Minuten. Eine schnelle Verteilung tber alle Kompartimente des Bioreaktor-Systems ist
anzunehmen.

Bei den kontinuierlichen metabolischen Leberfunktionstests mit Berechnung der Differenz
zwischen FlieRgleichgewicht und Mediumleerwert ist Galaktose ebenfalls Sorbitol von der Dynamik
ahnlich. In den ersten Tagen sind die Mittelwerte geringfiigig unter den Werten der darauf
folgenden 2 Wochen, die Werte steigen in der ersten Woche treppenférmig an, wahrscheinlich ist
dieses Phanomen mit Enzyminduktion zu erklaren ¥ ¥ Wahrend der RoutinemaRigen
Kulturphase unter dem Stand-By Protokoll bewegen sich die Mittelwerte insgesamt auf hohem und
gleichmafigen Level. Allen Ausrei3ern und Extremwerten in diesem Bereich lassen sich
unerwiinschte Ereignisse zuordnen. Ab Kategorie des Kulturtags ,day 17-21“, wurde das Stand-By
Protokoll zugunsten von Oxygenierungs- und Konservierunguntersuchungen verlassen, die
Streubreite der Werte in diesem Bereich ist deshalb grof3 und ohne weitere Groupierung wenig
gehaltvoll.

Interferenzen mit anderen Substanzen sind bei Galaktose mdglich. Eine Sudie von Keiding et al
zeigte, dass Ethanol die Kinetik der Galaktose Elimination stark beeintrachtigt, K, wurde signifikant
von 0,23 mmol/l auf 0,03 mmol/l reduziert**. Dies spricht auf jeden Fall fir die gleichzeitige
Verwendung von Galaktose und Ethanol als Testsubstanzen.

Durch die gute Reproduzierbarkeit und Stabilitat ist A-Galaktose als guter Parameter fiir die
Qualitatssicherung zu gebrauchen.

Im der klinischen Anwendung ist die die Galaktose- Eliminations- Kapazitat bei der
Verlaufsbeurteilung eines etablierten Leberschadens nitzlich™*. Der Zeitpunkt des Eintritts der
Leberinsuffizienz kann bei chronisch progressiven Leber- Erkrankungen mit groRer Genauigkeit
voraus gesagt werden**".

Fabbri et al**? wertete die Ergebnisse von 868 GEK Tests in Patienten mit Lebererkrankungen aus,
die Ergebnisse zeigen eine intrinsische Variabilitat des Tests von 10%, ausserdem gibt Fabbri den
Hinweis die Datenevaluation sorgféltig durchzufiihren bei gréeren intraindividuellen
Schwankungen, die Schlussfolgerung bewertet den Test aber durchaus positiv fur die Evaluation
von Lebererkrankungen. Des Weiteren ist der Single Sample Galaktose Test der Messung an
mehreren Zeitpunkten in der Genauigkeit unterlegen, insbesondere bei Patienten mit
fortgeschrittenerer Lebererkrankung™®.

4.1.5 Ammoniak

Der Abbau von Ammoniak erfolgt als Lebertypische Leistung vor allem durch den Harnstoffzyklus.
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Die Differenz zwischen der Konzentration von Ammoniak an den Test- Zeitpunkten 0 min und 90
min, A-Ammoniak zeigt in der ANOVA einen hochsignifikanten Unterschied zwischen allen
Gruppen. Der Post Hoc Test zeigt einen Unterschied zwischen der Gruppe Zellfreier Bioreaktor,
Standard, Therapie und Infektion.

Der T-Test ergibt ebenfalls einen hochsignifikanten Unterschied zwischen der Gruppe ,Standard”
und ,Zellfreier Bioreaktor”. Ammoniak ist somit ebenfalls ein Parameter, der zum Leistungs-
nachweis der Leberzellkultur geeignet ist.

Die Kinetik von Ammoniak bei den Bolus Studien ist von einer schnellen Aufsattigung mit Maximum
nach 30 min und einem langsamen Abfall gepragt.

Bei den kontinuierlichen Leberfunktionstesten wurde auf eine Zugabe von Ammoniak in héheren
Dosen im Medium verzichtet um eine zu hohe Dauerbelastung der Zellen mit exogenem Ammoniak
zu vermeiden. Stattdessen wurde eine umfangreiche Analytik des Amino- und
Ketonsaurenstoffwechsels mittels HPLC durchgefiihrt, die in einer eigenstandigen, noch
unpublizierten Arbeit beschrieben werden.
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4.2 Syntheseparameter
4.2.1 Albumin

Albumin ist ein Leberspezifischer Parameter, der gerne zur Beurteilung von Zellkulturen
herangezogen wird.

Der Verlauf der Albumin Freisetzung gleicht mit seinem Peak initial dem der Enzymliberation. Zu
Beginn der Zellkultur kann man von einer hohen Freisetzung durch geschadigte Zellen ausgehen.
Im weiteren Verlauf gibt es noch mal ein weiteres Hoch in der zweiten Woche der Zellkultur. Dies
wurde in anderen Bioreaktorkonstruktionen ebenfalls beschrieben***.

Albumin ist als Parameter, der die Proteinbiosynthese von Hepatozyten reprasentiert, zur
Qualitatssicherung interessant. AuRerdem zur Beurteilung der Differenzierung der Leber-

Zellkultur.

4.2.2 Ammoniak Basal und Harnstoff

Ammoniak, als Abbauprodukt des Aminosaurestoffwechsels und der weniger toxische Metabolit
Harnstoff reprasentieren ebenfalls Lebertypische Leistungen.

Im Verlauf Gber die Kategorie der Kulturtage ist Ammoniak initial héher, dann stabil und steigt
gegen Ende der zweiten Woche treppenférmig an. Harnstoff verhalt sich spiegelbildlich dazu. Der
Metabolismus der Umwandlung von Ammoniak zu Harnstoff verschiebt sich zugunsten einer
Freisetzung von Ammoniak. Eine Antwort auf die Frage ob es sich um eine Anpassung der
Zellkultur an die Bedingungen im Bioreaktor handelt oder um einen Verlust differenzierter
Zellfunktionen kdnnte eine Genexpressions- Studie mit variierendem Ammoniak- Spiegel bringen.
Fur die Bewertung der Zellkultur im Routinebetrieb eignet sich die Bestimmung der Konzentration
von Ammoniak und Harnstoff wegen ihrer guten Reproduzierbarkeit und der einfachen Analytik.

Hohe Ammoniak Werte tber 500 umol/l sind immer ein ernstzunehmender Hinweis auf eine
Infektion. Eine grof3e Diskrepanz zwischen dem Ammoniak- und dem Harnstoffwert innerhalb eines
Messwertes ist ebenfalls ein Anhaltspunkt fir eine Infektion.

Die physiologische Ammoniak Elimination und Urea Synthese ohne weiteren Zusatz von
Ammoniak im Medium bleibt Uber den gesamten Kulturzeitraum von bis zu 33 Tagen weitgehend
stabil. Dies deckt sich mit Ergebnissen die mit anderen Bioreaktoren von unabhangigen
Arbeitsgruppen** erzielt wurden. Im klinischen Einsatz zeigte das Leberunterstiitzungssystem, das
dieser Arbeit zugrunde liegt, dass es in der Lage ist den Anstieg der Plasma- Ammoniak-
Konzentration abzuschwéchen und Urea zu synthetisieren bzw. freizusetzen **.

4.2.3 Lactat

Der Verlauf von Lactat ist durch einen héheren Mittelwert an Tag 1, einer stabilen Phase und
einem Ansteigen der Mittelwerte in der zweiten Woche charakterisiert.

Zur Erkennung von Infektionen ist Lactat nur bedingt in der Lage, bei ca. 50% hdheren Werten
innerhalb einer Zellkultur und eines Tages sollte man unbedingt nach einem unerwiinschten
Ereignis suchen.

Lactat, als anaerobes Stoffwechselprodukt der Glykolyse, ist ein Parameter, der ,Stress" in der
Zellkultur reflektiert wenn er die normalen Werte Ubersteigt. In der Qualitatssicherung ist Lactat
eine wertvolle Information, die auf Probleme in der Gas- bzw. Sauerstoffversorgung hinweist.

Die Aufnahme von Lactat in die Hepatozyten ist von der Konzentration der Glukose™® im Medium
und vom pH **" abhangig Der im Medium enthaltene Glucosewert von gemessenen 12 mmol/l ist
aber nur an der unteren Schwelle zur Inhibition der Aufnahme von Lactat in die Zellen.

4.3 Gesamtbewertung der Zellkulturen

Ahnlich den Ergebnissen in der Zellkultur variieren auch in den quantitativen Leberfunktionstesten
beim Patienten die Resultate. Dartber hinaus wird eine groRe Variabilitit der Werte sogar in

Patienten mit gleichartiger Atiologie, Aktivitat und Stérung der Leberfunktion beobachtet''?; eine
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Korrelation zwischen GEC, ABT oder MEGX mit den konventionellen Methoden zur Bewertung der
Leberfunktion wie Prothrombin Zeit, Serum Bilirubin oder Albumin Synthese wurde in dieser Studie
von von Meyer-Wyss et al nicht gefunden. In der dynamischen Zellkultur haben die individuellen
Parameter und Tests ebenfalls nur eine geringe Korrelation, sie stehen jeweils fir eine
eigenstandige Funktion in den kultivierten Zellen und ergeben nur in ihrer Gesamtheit eine
umfassendere Aussage Uber den Status der Zellkultur. Die Variabilitat ist durch die individuelle
Genetik der als Zellguelle dienenden Schweine bedingt. Galaktose und Sorbitol haben eine
geringere Schwankungsbreite als Lidocain und MEGX. Lidocain ist von der Variabilitdt ebenfalls
geringer als MEGX, fur den klinischen Einsatz empfiehlt eine Autorengruppe deshalb die
Verwendung der Lidocain Elimination der MEGX Synthese vorzuziehen **. In der Zellkultur verhalt
sich die Schwankungsbreite ahnlich, es macht Sinn, dieser Empfehlung zu folgen und nur Lidocain
als Parameter zur Bewertung des Cytochrom P450 Metabolismus heranzuziehen. AuBerdem gilt
es zu beriicksichtigen, dass Lidocain nur die Funktion eines Teils der Cytochrom P450 Familie
reflektiert, wegen der interindividuellen Unterschiede ist es als alleiniger Marker der Zellfunktion
deshalb nicht geeignet™*.

Die Abhangigkeit der gemessenen Substanzen von der Kinetik ist eine Limitation um den
Bioreaktor mit anderen System oder der in vivo Situation beim Menschen zu vergleichen. Wie in
der Einleitung bereits erwahnt gehoren alle gewahlten Substanzen zum Fluss Limitierten Schema
der hepatischen Clearance, ein Parameter aus der Enzym Limitierten Gruppe wie Antipyrin ware
fur die Zukunft zu empfehlen um eine objektivere Clearance ohne Einfluss der Kinetik berechnen
zu kénnen™°.

Die Oxygenierung der Zellkulturen ist ein Faktor, der im Routine Betreuungs- Protkoll lediglich
durch regelmaRige Blutgasanalysen aus dem Bioreaktorkreislauf gemessen wird. Die metabolische
Kapazitat der Leberzellen korreliert in der perfundierten Leber fir die Elimination von Galaktose
und Lactat mit der Zufuhr von Sauerstoff **. Lactat kann indirekt ein Feedback fir die
Oxygenierung der Zellkultur geben. Der pH Wert im physiologischen Bereich ist ebenfalls eine
wichtige grundsatzliche Vorraussetzung fir die einwandfreie Funktion der Zellkultur.

Da die meisten Parameter nur gering korrelieren und jeder einzelne eine Aussage Uber eine
bestimmte Funktion bzw. Zelltypische Leistung mit sich bringt ist es sinnvoll- &hnlich dem vorgehen
in der klinischen Diagnostik- mehrere reprasentative Parameter fir verschiedene Funktionen zu
haben um eine méglich umfangreiches Bild der Zellkultur zu bekommen. Bei den metabolischen
Leberfunktionstesten bietet sich die Verwendung von Galaktose und Lidocain an, bei den Enzymen
ALT, AST und LDH ™. Als Synthese Parameter sind Albumin fur die Proteinbiosynthese und
Harnstoff und Ammoniak fiir die Detoxifikation und den Stoffwechsel der Aminosauren geeignet.

Die Enzyme, vor allem AST, ALT und LDH (Ergebnisse hier nicht dargestellt) eignen sich als
Parameter um einen Zellschaden in der Kultur zu detektieren und sind somit ein wertvoller Beitrag
zur Qualitatssicherung. Enzymliberation ist aber nicht geeignet um eine Aussage uber den
Funktionellen Zustand der Zellkultur zu machen.

Der Metabolismus von Aminosauren eignet sich wegen der aufwendigen Analytik und
Interpretation nicht als Routineparameter zur Qualittssicherung, sie sind interessant fir Studien
Uber die Leistung der Zellkultur.

Der Verlauf der Zellkultur kann in 3 Phasen eingeteilt werden: (1) Erholung und Reorganisation
nach der Zellisolierung in den ersten 3 Tagen; (2) Stabile Kulturbedingungen bis Tag 14; (3)
moderater Abfall der Funktion ab Tag 14. Dies deckt sich mit allen gemessenen Parametern, den

Enzymen, der Synthese Parametern und den metabolischen Parametern*’.

Als Untersuchungsschema haben die in der Tabelle 15 aufgefuhrten Tests sich durch
reproduzierbare Ergebnisse und sich ergdnzende Informationen tber den Status der Leber-
Zellkultur zur taglichen Beurteilung der Qualitat der Zellkultur bewéhrt. Sie decken eine akzeptabel
reprasentatives Spektrum der Leistung und Status der Zellkultur ab.

Tabelle 15: Ubersicht Qualitatssicherung Zellkultur (In- Prozess Kontrollen)

Art Funktion in der Qualitatssicherung

-65 -




Enzym Liberation Integritét der Plasmamembran bzw.
Zellschaden, Abschatzung der Schadigung
mittels Enzymmuster

Lidocain / MEGX Cytochrom P450 Metabolismus

Galaktose Galaktokinase, Kohlenhydratmetabolismus,
Energiestoffwechsel

Sorbitol Sorbitoldehydrogenase,
Kohlenhydratmetabolismus, Fructose
Stoffwechselweg

Ammoniak NH4 Detoxifikation, Harnstoffzyklus, indirekt
Aminosaurenmetabolismus

Harnstoff NH4 Detoxifikation, Harnstoffzyklus, indirekt
Aminosaurenmetabolismus

Lactat Glykolyse, Oxygenierung bzw. ,Stress" in der
Zellkultur

Pig- Albumin Protein Biosynthese, Differenzierung d.
Hepatozyten

Oxygenierung, Gasanalyse Normbereich von pH als Vorraussetzung

Sterilkontrolle Keimfreiheit

Hinsichtlich der therapeutisch Nutzbarkeit der Zellkultur ist es nicht zwingend nétig einen festen
Zeitrahmen zu bestimmen, besser eignet sich die Definition von Normbereichen der in der
Ubersichts- Tabelle angegebener Parameter. Die Ressourcen sind damit effektiver zu Nutzen und
dennoch sicher in der Handhabung.

Fur die Definition der Zellkultur als aktives Biologic im Rahmen einer Zulassung bei den dafir
zustandigen Autoritaten wie die EMEA (The European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products) und die FDA (U. S. Food and Drug Administration) eignet sich Harnstoff als
Leitparameter, da es ein sensitiver Parameter fiir den Zustand der Leber- Zellkultur ist.
Wabhrscheinlich auch die wichtigste typische Leistung von Hepatozyten im als Therapie Indikation
vorgesehen Krankheitsbild des akuten Leberversagens. Eine Kombination aus verschiedenen
Parametern ist wahrscheinlich die bessere Losung fur die Standardisierung des Systems fir
klinische Studien.

4.4 Ausblick

Vielfaltige Verbesserungen des Managements von dynamischen Bioreaktor- Zellkulturen sind von
Interesse. Eine vorgeschlagene Verbesserung zur weiteren Fehlerbereinigung und
Standardisierung der Messwerte ist die Einflhrung etablierter biotechnologischer
Bilanzierungsschemata fiir die Testsubstanzen. Dazu gehort die genaue Protokollierung des
Medium- Volumens, das zugefuihrt wird bzw. ablauft.

Fur Untersuchungen zur Funktion von Leberzellen sind weitere interessante Parameter und
Enzymfunktionen die Monoxygenasen mit der Testsubstanz Diazepam. Analytik inklusive der
bekannten wichtigsten Metaboliten erfolgt am besten durch HPLC. Die klinische Bedeutung der
Benzodiazepine beim hepatischen Koma und die reprasentative Lebertypische Detoxifikation
machen laut Bader et al. *** Diazepam zu einem wertvollen Test zur Beurteilung der Funktion einer
Zellkultur fur den klinischen Einsatz.

Fur die initiale Messung der Zellviabilitdt vor dem Einfiillen der Zellsuspension in einen Bioreaktor
bietet sich als anspruchsvollere Methode die Flusszytometrie an'**. Dabei hat die Zellsuspension

als eine Einzelzell- Suspension vorzuliegen, was eine weitere Aufbereitung der Probe fur die Flow
Cytometrie und dadurch eine gering gradige Verfalschung des Ergebnisses mit sich bringt. Ein
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Vorteil gegenliber der einfachen Trypan- Blau Mikroskopie ist die bessere Reproduzierbarkeit, da
die Flusszytometrie nicht von subjektiver Bewertung und Auszéahlung unter dem Mikroskop
abhangig ist. Ein wichtigerer Vorteil ist die Mdglichkeit, die einzelnen Zellreihen der Co- Kultur
aufgeschlisselt zahlen zu kénnen.

Die Gewinnung von mRNA und DNA aus den Bioreaktoren und die damit verbundenen
Analytischen Methoden der Molokularbiologie, insbesondere der Genexpression, aber auch die
einfache Bestimmung des DNA Bestandteils der Zellen stellen ein Potential dar, das erschlossen
werden sollte. Eine Methode der Zellbiopsie aus den Bioreaktoren mittels Kollagenase fiir
Flachmembranbioreaktoren ist in der Literatur von De Bartolo et al™>> beschrieben. Nachteil dieser
Methode ist jedoch, dass nur eine Endpunktbestimmung méglich ist zu einem Zeitpunkt zu dem der
Bioreaktor klinisch nicht mehr einsetzbar ist. Eine Méglichkeit, dies zu umgehen ist die Nutzung
von Bioreaktoren in Lab- Scale, die nur fur wissenschaftliche Fragestellungen eingesetzt werden.

Die Gen Expression kann Information Uber den Grad der Differenzierung geben, sowie eine gute
Ruckkopplung um Variationen in den Kulturbedingungen zu messen oder Unterschiede in
Zelllinien so weit wie méglich zu dikriminieren™°. AuRerdem wird die Gen Expression von
Wissenschaftlern des King College in London als Standard fur die Bewertung der Zellfunktion in
Bioartifiziellen Leberunterstiitzungssystemen propagiert™>’. Um einen umfassenden Uberblick tiber
das genetische Programm der Zelle zu bekommen bieten Microarrays inzwischen eine Methode,
die fur viele Fragestellungen reizvoll ist**®.

Eine weitere Mdglichkeit pharmakokinetische Prozesse zu studieren bietet der Einsatz von Stabilen
Isotopen™®®. Vorgange wie Absorption, Distribution, Biotransformation und Exkretion sowie
Pharmaka- Interaktionen kdnnen untersucht werden.

Durch Kryokonservierung und Pharmakologische Modulation bestehen Aussichten die
Bereitstellung von Zellbasierten Therapiesystemen auf Abruf zu vereinfachen. Ermutigende
Ergebnisse in diesem Bereich wurden von Makowka et al *** und Maganto et al erzielt *°* *%% 13,

Die vorliegende Arbeit untersucht Leberfunktionstests an porcinen Zellen. Die Zellquelle des
Leberunterstiitzungssystems wurde inzwischen im Rahmen kontinuierlicher Verbesserung der Bio-
Kompatibilitat auf humane Leberzellen umgestellt. Die Leberzellen stammen aus fiir Transplatation
abgelehnten Organen und werden durch eine leicht Modifizierte 5- Schritt Kollagenase- Perfusion
gewonnen. Die ersten mikroskopischen Ergebnisse zeigen, dass die Zellen gut in Bioreaktoren
kultiviert werden konnen'®. Erste ermutigende klinische Ergebnisse liegen vor®®.

Fur die Zukunft stehen weitere Zellquellen, darunter die Immunologische beste- autologe Zellen in
Aussicht. Der interessanteste Aspekt in dieser Richtung ist sicherlich das zunehmende Wissen
Uber die Differenzierung von Stammzellen und die Regeneration von Organen. Das Potential der
adulten Stammzellen ist sehr viel versprechend. Die Mechanismen in vitro zu steuern ist allerdings
nur rudimentar moglich. Eine gute Ubersicht bietet ein Review von Gerlach und Zeilinger*®. Eine
weitere Alternative kdnnten genetisch modifiziere xenogene Zellen sein, wie porcine Zellen mit
humanen Blutgruppenantigenen sowie Komplement- Aktivierungs- Inhibitoren auf den
Zellmembranen. Diese transgene Schweine wurden im Rahmen der Erforschung der
Xenotransplantation entwickelt'®.

Die moglichen Verbesserungen des bestehenden Leberunterstiitzungssystems liegen nicht nur auf
der Seite der Zellen und der Biologie, auch das Zellkultursystem mit dem Bioreaktor als
Hauptkomponente ist ein Ansatzpunkt, im Bereich des Engineering. Ebenso der Bioreaktormonitor
als Steuereinheit der Zellkultur: Feedback-Regulation durch Erfassung physikalischer und
chemischer Parameter wie Druck und pH- Wert mittels Sensoren, gekoppelt mit Mikrocontroller
gesteuerten Pumpen und Gaszufuhr bzw. —mischung kann potentiell die Anzahl der wegen
unabgestimmtes Handling der Zellkultur bedingten Ausreif3er und Extremwerte sowie mittels
geringere Schwankungsbreite in den Kulturbedingungen auch geringe Variabilitat bei den
Ergebnissen bewirken.

In den letzten Jahren entstand aus verschiedenen wissenschaftlichen Bereichen wie Tissue
Engineering und Entwicklungs- Biologie die neue Disziplin Regenerative Medizin, die sich
eingehend mit der Erforschung von Gewebe- und Organfunktionen beschéftigt, fokussiert auf das
Ziel Therapieformen zu finden. Die vorliegende Arbeit beabsichtigt einen bescheidenen
Wissenszuwachs im Bereich dynamischer Zellkulturen beizusteuern.
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5 Zusammenfassung

Die Arbeit befasst sich mit Methoden der Erfassung metabolischer Funktion einer dynamischen
Zellkultur in Bioreaktoren zur klinischen Verwendung als Leberunterstiitzungssystem. Der Fokus
liegt auf der Etablierung von Tests zur Qualitatssicherung als effiziente In- Prozess Kontrollen
wahrend der Bereitstellungsphase der Zellkulturen. Weitere Ziele sind ein Beitrag zu
Wirksamkeitsnachweis und zur Charakterisierung des Systems im Rahmen von Zulassungen als
~Biologic".

Bei der experimentellen Untersuchung unter Verwendung von Leberzellkulturen aus porcinen
Organen wurden der Lidocain- MEGX Test, die Elimination von Galaktose und Sorbitol sowie die
Elimination von Ammoniak und die Synthese von Harnstoff, Lactat und Albumin beriicksichtigt.
Dies erfolgte mittels Bolus- und Fliessgleichgewichtsuntersuchungen sowie
Konzentrationsbestimmungen.

Die Ergebnisse zeigten fir alle Parameter einen hochsignifikanten Unterschied zu Zellfreien
Bioreaktoren, sowie einen typischen Verlauf, der in eine initiale Adhasionsphase, eine stabile
Kulturphase und eine darauf folgende erweiterte Phase mit langsamer Abschwachung der
Zellleistungen gegliedert werden kann.

Die Parameter erwiesen sich prinzipiell alle geeignet fir den Einsatz in der Qualitatssicherung der
dynamischen Zellkultur. Ein kombiniertes Untersuchungsschema bestehend aus Parametern die
die Integritat der Zellmembranen reflektieren, wie die Freisetzung von Enzymen, sowie
metabolischen Parametern wie Lidocain, Galaktose, Sorbitol als auch Syntheseparameter, fiir
Proteine Albumin, als Hepatozyten typische Leistungen die Synthese von Harnstoff und der Abbau
von Lactat ist in der Lage einen ausreichend umfassenden Einblick in den Status der dynamischen
Zellkultur zu liefern.
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