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Bioreaktor zurnLangzeiterhalt differenzierter
hepatischer Zellfunktionen fur in vitro Wirk-
stoffpriifungen alternativ zu Tierversuchen
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Christian Mtiller* und Peter Neuhaus
Chirurgisehe KJinik, *Institut fur Klinisehe Chernie, Universitatsklinikum Rudolf Virehow, Freie Universitat Berlin

Zusammenfassung

Vorgestellt wird ein Leberzellkulturmodell zum
Erhalt der physiologischen Funktionen von primdren
Hepatozyten aus Schlachthoforganen. Das Anwen-
dungsgebiet eines solchen Modells liegt in Langzeit-
metabolismusstudien, Enzyminduktionsversuchen
sowie in der Messung von Langzeitzytotoxiritatstests
niedriger Dosierungen als Alternativen zu Tierver-
suchen.
In dem Kulturmodell werden in einem Bioreaktor
Kapillarmembranen for verschiedene biologische
Funktionen an Leberzellen vorbeigefuhrt, um den
physiologischen Aufbau der Leber mit ihrer Lobulus-
Feinstruktur zu imitieren. Dabei bilden kultivierte
Hepatozyten auf den Kapillarsystemen, durch welche
ein Medium-Durchstrom sowie die Oxigenierung des
Systems erfolgt, Zellaggregate aus. Durch eine
entsprechend dimensionierte parallele Anordnung
solcher Einheiten wird ein Kultursystem fur Laborun-
tersuchungen ermoglicht, das in Kapazitdt und
Zellumgebung der mensch lichen Leber angendhert
werden kann. Das System weist hierbei folgende
Charakteristika auf: Perfusion der Zellen, dezentra-
ler Metabolitenruflufi und -abtransport mit geringen
Stoffgradienten, abgetrennte Sauerstoffzufuhr bzw.
COrEntsorgung, Zelladhdsion, Kokultur mit Sinus-
endotheizellen, parallele Versorgung identischer
Zelleinheiten, Miiglichkeit weiterer Funktionen wie
Substratsteuerung, Dialyse, dezentraler Wiirmeaus-
tausch zum Tieffrieren der Zellen.

In dieser Art von Bioreaktoren war die Leberzellkultur
technisch zuverldssig iiber Zeitrdume von mehreren Wochen
durchfiihrbar. Das Kulturmodell erbringt eine Verbesserung
des externen Zellmetabolismus im Vergleich zur Standard-
kulturtechnik, untersucht anhand der Zytochrom-P450-
Aktivitdt (Midarolammetabolismus, LidocainlMEGX- Test,
Galaktoseelimination), der Albuminsynthese und der
Enzymliberation (LDH. GLDH, GOT, GPT, gGT).
Damit erscheinen Yoraussetrungen gegeben, einen Einsat;
des Modelles anstelle von Tierversuchen zu uberprufen.

Summary: Bioreactor for long-term maintainance of diffe-
rentiated hepatic cell functions

A culture model and a bioreactor construction for hepato-
cyte in vitro culture is described. The reactor is based on
capillaries for hepatocyte immobilisation. Four discrete
capillary membrane systems, each serving different purpo-
ses, are woven to create a three-dimensional framework for
decentralised cell perfusion with low metabolite gradients
and decentralised oxygenation and CO2 removal. The
biochemical performance of reactors initially seeded with
2.5 x 109 pig hepatocytes was evaluated (pig albumin
synthesis, midazolam- and lidocaine/ MEGX metabolism,
galactose elimination, enzymeleakage). The specific con-
struction of the reactor enables a use in pharmacology
alternatively to animal experiments.

Keywords: hepatocytes, abattoir organs, bioreactor, cell
perfusion systems, co-culture, alternatives to animal experi-
mentation, liver toxicity, pharmaco metabolism

Thema der vorliegenden Arbeit ist
die erste Besehreibung einer Alterna-
tivrnethodik zum Tierversueh, die
fur Langzeitmetabolismusstudien,
Enzyminduktionsversuehen sowie
Messung yon Langzeitzytotoxizitats-

tests niedriger Dosierungen geeignet
erseheint.
Auch wenn mit in vitro Methoden

die gesetzlich vorgeschriebenen
Tierversuehe vor einer klinisehen
Einfuhrung yon Wirkstoffen nieht
ersetzt werden konnen (vgl. aueh die
EG-Richtlinien zu Zulassungsver-

fahren fur Arzneimittel, EG, 1983),
ergibt sieh mit in vitro Methoden ein
Einsparpotential fur Tierversuche in
der Pharmaindustrie: Fur eine phar-
makologisehltoxikologisehe Bewer-
tung insbesondere yon Substanzen in
der ersten Erprobungsphase sind An-
gaben zu ihrem Metabolismus und

Einleitung
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ihrer Toxizitat unabdingbare Voraus-
setzung. Bislang wurden solche Un-
tersuchungen fast ausschlieBlich am
Tiermodell durchgefuhrt; sie konn-
ten aber teilweise durch Untersu-
chungen an Zellkulturen ersetzt wer-
den.
In vitro Metabolismusstudien wer-

den seit einiger Zeit unter Verwen-
dung von Monolayerzellkulturen
durchgefuhrt. Die Leber, Zielorgan
solcher Studien, besteht aus einem
Zellverbund unterschiedlicher Zell-
populationen und ist uber den Kreis-
lauf mit weiteren metabolisierenden
oder ausscheidenden Organsystemen
wie etwa der Niere verbunden. Zu-
satzlich besitzt die Leber die Mog-
lichkeit, iiber die Galle Metaboliten
auszuscheidcn. Diese Vernetzung
der Organe im Korper muB bei der
Konzipierung von in vitro Modellen
beriicksichtigt werden. Das konven-
tionelle Zellkulturmodell erlaubt hier
also nur bedingt Aussagen. Doch
auch der Tierversuch ermoglicht ein
dem Humanstoffwechsel nur ange-
nahertes Modell. Angesichts der zur
Zeit verfugbaren ex vivo Versuchs-
anordnungen kann deshalb letztJich
nur eine Anwendung am Menschen
selbst die relevanten Daten zur Er-
fassung der Auswirkungen eines
Pharmakons fur den Hurnanorganis-
mus liefern. Dabei konnen jedoch
z.B. beim Menschen nicht beliebig
hohe Dosierungen einer Substanz
eingesetzt werden, urn deren Meta-
bolismus in geeigneter Weise zu
erfassen, da vor allem bei noch
unerprobten Substanzen die toxiko-
logischen Auswirkungen zunachst
nicht eingeschatzt werden konnen.
Da sich hier, alternativ zum Tierver-
such, in vitro Untersuchungen mit
Zellkulturen anbieten, ist die Weiter-
entwicklung der Standardkulturtech-
nik von groBem Interesse.
PrinzipieU ware zunachst fur Er-

probungen am menschlichen System
primaren humanen Hepatozyten der
Vorzug zu geben. Diese sind aber
nicht in ausreichendem Umfang ver-
fugbar. Es muBte also nach alternati-
yen Zelltypen gesucht werden, die
dem menschlichen Organismus mog-
lichst nahe kommen und uberdies in

208

ausreichender Menge verfugbar sind.
Schweineleberzellen aus Schlacht-
hoforganen (Gerlach et aI., 1993a)
bieten sich hier an.
Bei der Verwendung von Leber-

zellen in Kultur sollte das jeweilige
Kulturmodell berucksichtigt werden.
Ein wesentlicher Aspekt ist dabei,
sowohl die Viabilitat als auch die
Funktionstuchtigkeit einer Hepato-
zytenkultur uber einen ausreichend
langen Zeitraum zu gewahrleisten.
Bislang zeigte sich hier ein limitie-
rendes Phanornen: Die metabolische
Aktivitat von isolierten Hepatozyten
in vitro entspricht fur den ersten
Kulturtag weitgehend den Leistun-
gen des intakten Organes (Berry et
aI., 1991), doch obgleich solche pri-
maren Hepatozyten in vitro uber
mehrere Wochen uberlebensfahig
sind, verlieren sie unter Standardkul-
turbedingungen nach wenigen Tagen
ihre metabolische Aktivitat (Gerlach
et aI., 1989). Untersuchungen zur
Verbesserung des Funktionserhaltes
von isolierten Hepatozyten beruck-
sichtigten bisher in erster Linie die
Zelladhasion, den Einfluf verschie-
dener Adhasionssubstrate, die Zu-
sammensetzung des Kulturmediums,
die Kokultivierung mit Endothelzel-
len sowie Wachstumsfaktoren. Da-
bei wurde zunachst die Standardkul-
turtechnik, bei der die Zellen in mit
Kollagengel beschichteten Kulturge-
falsen als Monolayer am Leben er-
halten werden, weitgehend beibehal-
ten. Sie bietet den Zellen jedoch eine
unphysiologische Umgebung, denn
hier findet ihr Stoffaustausch mit
dem Kulturmedium nur durch Diffu-
sion statt, wahrend Hepatozyten in
vivo unter wesentlich effektiveren
Perfusionsbedingungen arbeiten.
Unter Diffusionsbedingungen entste-
hen auch erhebliche Gradienten von
O2, CO2 und von verschiedenen Me-
taboliten. Daruber hinaus ist in den
ublichen Kulturschalen die in vivo
wirksame Arbeitsteilung der Zellen
entlang ihrer Anordnung im Leberlo-
bulus aufgehoben. Der vektorielle
Stofftransport zu den Zellen und von
ihnen weg wird damit im Vergleich
zu ihrer Situation im lebenden Organ
stark beeintrachtigt. Auch verhindert

die Aufbebung des physiologischen
Zusammenhangs zwischen den ein-
zeIn en Zellen in der Standardkultur-
technik die funktionsbezogene Ver-
knupfung von Signalwegen mit
raumlichen Komrnunikationsmu-
stern, was ein wesentlicher Faktor in
der Selbstreduzierung des Metabolis-
mus von Hepatozyten in vitro sein
durfte.
Ziel unserer bisherigen Untersu-

chungen war daher die Entwicklung
eines Zellkulturmodells, das einer-
seits Losungen fur die geschilderten
Probleme der zu schaffenden Kultur-
bedingungen bietet und andererseits
die bisherigen Erkenntnisse der He-
patozytenforschung z. B. hinsichtlich
einer Kokultivierung in sich vereint
(Gerlach und Neuhaus, 1994). Als
Ausgangspunkt diente das in den
siebziger Jahren von Knazek et a1.
(1972) vorgestellte Kapillarmern-
bran-Bioreaktorprinzip, Mit der vor-
liegenden Arbeit soll der Stand der
Entwicklungen an hand erster Ergeb-
nisse vorgestellt werden. Abb. la
erlautert das entwickelte Kulturmo-
dell in schematischer Darstellung.
Fur das zunachst relativ aufwendig
erscheinende Konstruktionsprinzip
wurde eine Fertigungstechnik ent-
wickelt, die eine industrielle Prod uk-
tion (Gerlach, 1992) der Bioreakto-
ren (Abb. Ib) und deren labortechni-
sche Nutzung ermoglicht.

Material und Methoden

Hepatozytenisolierung

Hepatozytengewinnung:
Hierbei wurden zwei Verfahren an-
gewendet. 1m ersten Verfahren wur-
den uns vom Schlachthof Berlin-
Moabit Lebern von mannlichen
Hausschweinen der .Deutschen
Landrasse" mit 40-50 kg Korperge-
wicht (kg KG) zur Verfiigung ge-
stellt. Die Lebern wurden van den
Schlachthofmitarbeitern hygienisch
entnommen und von uns auf Eis in
das Labor transportiert, wo sie an
eine Perfusionsapparatur angeschlos-
sen wurden. Das Verfahren wurde
bereits beschrieben (Gerlach et aI.,
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1993a). Der Zeitraum von der To-
tung der Schweine bis zur Organent-
nahme betrug maximal 20 min. Die
Perfusion wurde jeweils spatestens
90 min. ab Totung begonnen. 1m
zweiten Verfahren wurden mannli-
che Hausschweine der .Deutschen
Landrasse" nach artgerechter Stall-
haltung bei Futterung ad libitum bis
etwa 30 kg KG unter Narkosebedin-
gungen getotet. Unter sterilen Bedin-
gungen wurde die Leber freiprapa-
riert und die v. portae kanuliert,
Daraufhin erfolgte iiber die v. portae
eine Perfusion von Isolierungslosun-
gen nach dem Eroffnen der Leberve-
nen. Das Organ wurde unter dieser
Perfusion entnommen und in die
gleiche vorgenannte Perfusionsappa-
ratur verbracht. Die nahere Beschrei-
bung erfolgte in (Gerlach et aI.,
1993b).

Nachbehandlung der Zellen:
Nach den Perfusionsschritten wurde
die Leber in auf 4°C gekuhltern
Kulturmedium ausgeschwenkt und
dabei die Leberkapsel mit stumpfen
Instrumenten eroffnet. Dabei wurden
die Zellen in das Medium suspen-
diert. Diese Zellsuspension wurde
nacheinander jeweils durch Nylon-
netze mit 500, 200 und 100 !lII1

Porenweite (ZBF/Ziirich, CH) ge-
gossen und anschlieBend in Kultur-
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Abbildung 1a:
Entwickeltes
Kulturmodell.
Ausschnilt der
kleinsten Kapillar-
einheit in einer
schematischen
Zeichnung.
A) Mediumein-
stromkapillaren,
B) Oxigenierungs-
kapillaren,
C) Mediumaus-
stromkapillaren ,
D) Kokulturkom-
partiment,
E) Hepatozyten-
kulturraum. Die
Hepatozyten
werden mit dem
Kulturmedium
zwischen A) und
C) perfundiert.

medium bei zweimaliger Zentrifuga-
tion mit 10 g gewaschen. Die Zell-
suspensionen der Sehlaehthoforgane
wurden zusatzlich mittels Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation (Per-
toft et aI., 1977) und anschlieBendem
zweimaligen Was chen in Standard-
medium weiterverarbeitet. Die Zel-
lausbeute wurde als Relation des
zum SchluB ausgewogenen Zell-
feuchtgewichts der isolierten Zellen
gegenuber dem Organgewieht zu Be-
ginn des Verfahrens in % angegeben.
Die Viabilitdt der Zellen wurde im
Trypanblaufarbstofftest mittels Pha-
senkontrastmikroskopie in % der
nieht angefarbten Zellen angegeben
(Kissmeyer-Nielsen und Kjerbye,

1967) und dureh Anlegen von Adha-
sionskulturen mit Auszahlung der
naeh 24 Stunden Standardkultur ad-
harierten und abgeflachten Hepato-
zyten kontrolliert.

Sinusendothelzellkokultur

Unter der Kollagenaseperfusion zur
Verdauung des Leberbindegewebes
werden mit der Enzymlosung aus
den Lebergefalien ein GroBteil der
Endothelzellen herausgelost. Zur
Gewinnung dieser Zellen wurde die
Kollagenaselosung nach der Organ-
passage steril gesammelt und im
Anschluf durch Zentrifugation mit
80 g uber 10 Minuten und anschlie-
Bendem Waschen in Standardkultur-
medium bearbeitet. Sparer wurden
diese Endothelzellen in das Kokul-
turkompartiment des Bioreaktors ge-
geben. Ein Teil der Zellen wurde zur
Kontrolle unter Standardbedingun-
gen in Kulturflaschen mit Medium
199 im Inkubator kulti viert.

Aufbau der Bioreaktoren

Wesentliches Merkmal unserer Bio-
reaktorkonstruktion ist die Verwen-
dung von getrennten und voneinan-
der unabhangigen, aber miteinander
verwobenen Hohlfasermernbransy-
stemen. Dureh die raumliche Anord-
nung solcher Systeme wird ein de-
zentraler An- und Abtransport von
Nahrstoffen, Metaboliten und Syn-
theseprodukten sowie den notwendi-
gen Gasen zu einer Vielzahl von

Abbildung 1b:
Entwickeltes
Kulturmodell.
Foto eines
Bioreaktors des
Kulturmodells. FOr
das Konstruk-
tionsprinzip wurde
eine Fertigungs-
technik entwik-
kelt, die eine in-
dustrielle Produk-
tion ermoqlicht.
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Zellen parallel und damit unabhan-
gig von ihrer Position im Bioreaktor
ermoglicht. Charakteristisch ist die
Kultivierung von Zellen in einem
Kompartiment, das fur jeweils weni-
ge Zellen identisehe Bedingungen
der Versorgung aufweist. Zusatzli-
che Kapillarkompartimente nehmen
in ihrem Lumen Sinusendothelzellen
in Kokulturtechnik auf. Die Anord-
nung der Kapillaren und der Aufbau
der Reaktoren geht aus Abb.l her-
VOL FUr adhasionsabhangige Hepa-
tozyten bieten die Kapillarsysteme
durch Verwendung von adhasionsge-
eignetem Polyamid und Polypropy-
len den zusatzlichen Vorteil einer
Zelladhasionsflache. Die Zellen bil-
den Aggregate zwischen den Kapil-
laren, die an den Kapillaren adharie-
ren (Gerlach et aI., 1993c; Gerlach et
aI., 1994a). Die Zellkultur in Aggre-
gattechnik auf Hohlfasermembranen
ermoglicht so, im Gegensatz zur
Standardkulturtechnik, als Monolay-
er in Kulturflaschen oder in Stan-
dardbioreaktoren eine dreidimensio-
nale Anordnung der Zellen und eine
physiologiseh-polare Ausrichtung
der Transportsysteme zwischen den
Zellen, wodurch ein transzellularer
Transport errnoglicht wird.
Das Aulsengehause der Reaktoren

besteht aus Polyurethan (Akzo/Wup-
pertal), das zusatzlich Anstromkap-
pen zum Verteilen der Medien zu
den Kapillaren aufnimmt. Die Kapil-
laren sind untereinander im Randbe-
reich durch Polyurethan vergossen.
Diese PolyurethanverguBmasse
sehlieBt das Zellkompartiment nach
auBen ab. Fur die Mediumeinstrom-
kapillaren wird Polyamid (Akzo/
Wuppertal) verwendet, die Oxigena-
tionsmembranen bestehen aus Sila-
stik (Dow Corning, USA). Die Ko-
kulturkapillaren und die Mediumaus-
stromkapillaren bestehen aus hydro-
philem Polypropylen (Akzo/Wup-
pertal). AnschluBstellen am Gehause
dienen dem Einfullen von Zellen ins I

Zellkompartiment sowie der Aufnah-
me yon Druck- und TemperaturmeB-
sonden. Eine technisehe Beschrei-
bung des Aufbaues erfolgte in Ger-
lach (1992). Vor Gebrauch wurden
die Reaktoren zusammen mit den
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AnschluBleitungen bei 60°C mit
Ethylenoxid sterilisiert. Zum Entga-
sen wurde uber 48 h abwechselnd
mit Vakuum und Druckluft gewa-
schen.
Die Kapillarsysteme der Bioreak-

toren wurden in einzelnen Studien
auf der Hepatozytenadhasionsober-
flache im ZeIlkompartiment mit ad-
hasionsvermittelnden Substraten be-
schichtet. Zur Anwendung kamen
Kollagen A (Biochrom/Berlin) und
Basement Membrane Matrigel''"
(Collaborative Research, Bedford,
USA) bzw. keine Beschichtung. Kol-
lagen A wird aus Rinderplazenta
hergestellt. Matrigelf" ist eine losli-
che Basalmembranpraparation als
Produkt einer EHS-Zellinie, die La-
minin, Kollagen IV, Heparansulfat-

• Medikamentenzugabe
BioreaktorABC

proteoglykane und Nidogen enthalt.
Die Beschichtung der KapiUaren er-
folgte naeh Verdunnung der flussi-
gen Stammlosung mit Standardkul-
turmedium bei +4°C und Ein-
schwemmen in die vorgekuhlten Re-
aktoren. Uber die Kapillarsysteme
wurden die Reaktoren auf 37°C er-
warrnt, wobei das Adhasionssubstrat
'an der Oberflache der Kapillaren
polymerisiert. Uberschussiges Sub-
strat wurde durch Spiilung des Zell-
kompartiments mit Standardmedium
entfernt.

Zellperfusion

Die Bioreaktoren wurden in erne
Zellperfusionsapparatur integriert
(Abb. 2), die eine Temperierung auf

Toxttatsmessunqen
BioreaktorABC

Abbildung 2: Zellperfusionsapparatur zum Betrieb der Bioreaktoren: Eine Temperie-
rung halt die Zellen bei 37°C, eine Begasungseinrichtung dient der Versorgung mit
Sauerstoff, Stickstoff, Druckluft und Kohlendioxid, Rollerpumpen im Leistungsbereich
von 10-200 mllh perfundieren die Reaktoren, Rollerpumpen im Leistungsbereich von
10-100 mllh sorgen fUr den Medienaustausch. Monitoring mit Mehrkanalschreiber
(Druck, Temperatur, FluB und Sauerstoffpartialdruck) dient der Dokumentation fur
sechs Reaktoren, eine Vorratsmadiumkuhleinrichtunq temperiert den Mediumvorrat
bei +4°C.
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37°C, eine Begasung mit Sauerstoff,
Stickstoff, Druckluft und Kohlendi-
oxyd, Rollerpumpen im Leistungs-
bereich von 10-200 mIlh bzw. von
10-100 ml/h, ein Monitoring mit
Mehrkanalschreiber (Druck, Tempe-
ratur, FluB und 02-Partialdruck) fur
sechs Reaktoren sowie eine Vorrats-
mediumktihlung auf +4°C gewahr-
leistet.
Die Reaktorkreislaufe wurden

kontinuierlich mit 33 ml/h Frischme-
dium perfundiert, entsprechende
Mengen verbrauchten Mediums aus
den Systemen herausgefuhrt. Dabei
handelt es sieh urn ein Perfusionskul-
turprinzip, wobei ein taglich kom-
pletter Mediumwechsel des System-
volumens (790 ml) erfoIgte. Dariiber
hinaus wurden die Reaktoren mit
dem in den Kreislaufen enthaltenden
Medium kontinuierlich mit einem
FluB von 25 ml/rnin durchspiilt, urn
eine optimale Mediumverteilung zu
erreichen.
Die verwendeten Perfusions-

schlauche (B. Braun/MeIsungen)
enthielten fur die Frischmedium-
Versorgung Rollerpumpenschlauche
aus Silastik und fur die Zellperfusion
Rollerpumpenschlauche aus PVC.
Die Silastikschlauche wurden einmal
wochentlich steril gewechselt.
Fur die Studien wurden jeweils

2,5 x 109 nach dem vorgenannten
Verfahren gewonnene Hepatozyten
in die Reaktoren gefullt. Urn die
Zellen im Kapillarbett gleichmalsig
zu verteilen und urn ihre Adhasion
uber die gesamte Zirkumferenz der
Kapillaren zu ermoglichen, wurden
die Reaktoren wahrend der ersten
acht Stunden nach Perfusionsbeginn
in drei Ebenen rotiert. Diese Rotati-
on erfolgte iiber die ersten drei Stun-
den in Abstanden von 15 min und bis
zur achten Stunde in Abstanden von
30 min.
Mit dem beschriebenen Aufbau

wurden n = 8 Kurzzeituntersuchun-
gen uber 28 Tage sowie eine Lang-
zeitstudie iiber sieben Wochen
durchgefuhrt. Die Ergebnisse der
Stoffwechseluntersuchungen sind
bei n=8 als Mittelwert ± SEM ange-
geben.
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Kulturmedium

Verwendet wurde mit Bikarbonat
gepuffertes Williams-E-Medium mit
10% fotalem Kalberserum, Penizil-
lin, Streptomycin, Amphotericin B
und HEPES sowie Zusatzen von
Schweineinsulin, Dexamethason und
Glukagon (alles BiochromIBerlin).

Zellfunktionsmonitoring

Zur Kontrolle einer ausreichenden
Mediumversorgung wurden taglich
Glukose und Elektrolyte bestimmt.
In der ersten Woche wurden Funkt-
ions- bzw. pharmakologische Tests
alle zwei Tage und von der zweiten
bis zur siebenten Woche einmal wo-
ehentlich durchgeftihrt. Hierzu wur-
de die kontinuierliche Mediumzu-
fuhr unterbrochen, und die Zellen
wurden uber sechs Stunden ohne
Mediumwechsel mit konstant 790 ml
Medium rezirkulierend mit 25 ml/
min perfundiert. Zum Zeitpunkt Null
wurden die Testsubstanzen zuge-
fuhrt, und in Abstanden von je 1, 2, 4
und 6 Stunden erfoigten Probenent-
nahmen zur Analytik (s.u.).

Xenobiotikametabolismustests:
Die Aktivierung der Zytochromoxi-
dase P450 wurde anhand zweier
Xenobiotika untersueht: Das Phar-
makon Midazolam wird u.A. in 1-
hydroxy-, 4-hydroxy und 1,4-dihy-
droxy-Midazolam umgewandelt. Die
Zugabe erfolgte mit einer Anfangs-
konzentration von 100 ng/ml im
System. Das Pharmakon Lidocain
wird u.A. zu Monoethylglycinxylidit
(MEGX) stickstoffdeethyliert. Die
Zugabe erfoigte mit einer Anfangs-
konzentration von 4 ug/ml im Sy-
stem. Beide Testsubstanzen wurden
tiber sechs Stunden im geschlosse-
nen System perfundiert. Die Bestim-
mung von Midazolam, Lidoeain und
MEGX aus den Proben erfolgte mit-
teis Immunoassays in einem TDX-
Autoanalyzer (Abbott/Wiesbaden).

Tests der akuten Lebertoxizitat:
Die LDH-, GLDH-, GOT-, GPT-
und gGT- Freisetzung in das Kultur-
medium wurde als Marker der En-

zymleakage der Zellmembran ermit-
telt. Die Aktivitat des Proteinstoff-
wechsels wurde mittels Bestimmung
der AIbuminproduktion erfaBt.
Durch Verwendung von Antikorpern
gegen Schweinealbumin in einem
Immunoassay (Nordic-Biogenzia/
Bochum) konnten Fehler dureh die
Verwendung von 10 % Kalberserum
im Kulturmedium ausgeschlossen
werden. Sehweinealbumin wurde
mitteis Immunoassay in Cobas-Fara-
Analyzern (Hoffmann La Rochel
Grenzach) bestimmt.
Die Aktivitat des Zuckerstoff-

wechsels wurde durch Galaktosebe-
Iastungen wahrend der Testphasen
mit geschlossenen Kreislaufsyste-
men (s.o.) durchgeftihrt. Galaktose
wurde iri einer anfanglichen Konzen-
tration von 100 mg/dl in die Kreis-
Iaufe gegeben und uber sechs Stun-
den perfundiert; der Umsatz wurde
in mg/dl/h berechnet. Die Bestim-
mung erfolgte mittels Cobas-Fara-II-
Analyzern (Hoffmann La Rochel
Grenzaeh).
Als MajJ fur den SauerstoJfver-

brauch der Zellen wurde die Diffe-
renz des P02 im perfundierten Kul-
turrnedium vor und hinter den Reak-
toren gernessen. Zur Dokumentation
der CO2.-Produktion erfolgte die
Messung als Differenz des PC02 im
perfundierten Kulturmedium uber
die Reaktoren. Zur Messung der
Gaspartialdrucke wurde wahrend der
Messungen ein externer Gasaustau-
scher in den Perfusionskreislauf zwi-
schengesehaltet, so daB konstante
Partialdrucke von O2 und CO2 vor
den Reaktoren garantiert werden
konnten. Die Messung des P02, des
pH und des PC02 erfolgte mit einem
Blutgasanalysegerat (Typ 178,
Corning/Halstead, GB).
Alle nieht weiter beschriebenen

Marker wurden mit RA-Analyzern
von Technikon/Bad Vilbel bestimmt.

Ergebnisse

Leberzellkulturmodell
Dureh eine dezentralisierte Anord-
nung von verschiedenen verwobenen
Kapillarrnembranen, urn die sieh die
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Hepatozyten herum gruppieren, wur-
de ein Versorgungssystem mit unter-
schiedlichen technischen Funktionen
fur die Zellen geschaffen, bei dem
der physiologische Aufbau der Leber
mit ihren Lobuli imitiert wurde (s.
Abb. la und b). Jeweils separate,
durch den Aufbau hindurchziehende
Kapillarsysteme sorgen fur den Hin-
und Abtransport des Mediums (da-
mit sind die Substratversorgung und
die Tragerlosung fur die zu analysie-
renden endogenen oder exogenen
Stoffe gemeint), fur die Oxigenie-
rung und die Kohlendioxidentsor-
gung der Hepatozyten sowie in Ko-
kulturkapillaren fiir die Anwesenheit
von Sinusoidal-Endothelzellen, die
die Leberzellfunktion aufrechterhal-
ten helfen. Die Hepatozyten heften
sich an die Oberflache der Kapillaren
und bilden Zellaggregate, so daB
mehrIagige und miteinander vernetz-
te Zellschichten analog zur Zellorga-
nisation im Leberlobulus ermoglicht
werden. Zwischen diesen Zellschich-
ten werden dureh die voneinander
unabhangigen, aber verwobenen Ka-
pillaren Stoffgradienten erzeugt, die
die aus der Leber bekannte dreidi-
mensionale, funktionsbezogene Zell-
hierarchie mit raumlichen Zell-Zell-
Kommunikationsmustern ermogli-
chen. Durch die paraJlele Anordnung
einer Vielzahl dieser Einheiten ent-
steht ein Kultursystem fur Laborun-
tersuchungen, das in der Kapazitat
beliebig dimensioniert werden kann.

Zellisolierung
Die Hepatozytenisolierung aus
Schweinelebern lieB sich mit der
entwickelten Funfschritt -Perfusion
reproduzierbar durchfuhren. In den
Kontrollkulturen aus allen Isolierun-
gen wurde in keinem Fall eine bakte-
rielle oder eine Pilzinfektion nachge-
wiesen. Das intraoperative
Isolierungsverfahren an Lebern von
20-kgKG-Schweinen erbrachte eine
mittlere Ausbeute von 71 % Feucht-
gewicht des Zellisolats. Die mittlere
Viabilitat dieser Zellen im Trypan-
blautest lag bei 82 %. Derngegen-
uber waren die Ergebnisse bei den
Schlachthoforganen deutlich ungun-
stiger: deren maximale Zellausbeute
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lag bei 58 % Feuchtgewicht, mil
einer maximalen Viabilitat von 39
%. Methoden der Auftrennung von
geschadigten und strukturintakten
Zellen wie die Percollgradientenzen-
trifugation ermoglichten allerdings
eine weitere Aufarbeitung der
Schlachthoforgane, so daB auch aus
ihnen schlieBlich Zellsuspensionen
mit uber 90 % Viabilitat gewonnen
werden konnten.

Bioreaktorerprobung
Mit dem beschriebenen Aufbau wur-
den n = 8 Kurzzeituntersuchungen
uber 28 Tage sowie eine Langzeit-
studie uber sieben Wochen durchge-
fuhrt. Dabei war die Leberzellkultur
in allen Fallen sicher und reprodu-
zierbar libel' Zeitraume von mehreren
Wochen durchfiihrbar. Im ersten
Versuch wurde ein Silastik-Roller-
pumpenschlauch nach 21 Tagen un-
dicht. Daher wurden diese Schlauche
bei den weiteren Versuchen wo-
chentlich ausgetauscht. Unter der
Antibiose zeigten sich auch bei tagli-
chen Kontaminationsrnoglichkeiten
anlalslich der Pharmakazugaben und
Probenentnahmen uber 7 Wochen
keine Sterilitatsprobleme. Reaktoren
mit verschiedenen Adhasionssub-
stratbeschichtungen der Kapillaren
und Reaktoren ohne solche Be-
schichtung zeigten keine Zellaktivi-
tatsunterschiede.

Routinekontrollen:
Zur Kontrolle einer ausreichenden
Mediumversorgung wurden taglich
Glukose und Elektrolytwerte be-
stimmt. Die Elektrolyte lieBen sich
durch den Mediumaustausch kon-
stant auf physiologischem Niveau
halten. Die Glukosewerte wurden
auf dem Level von 100 mg% gehal-
ten, wobei der Glukoseverbrauch
wahrend der Leberfunktionstests im
geschlossenen System im Mittel bei
40 mg/h pro 2,5 x 109 Zellen lag und
in der siebenten Woche noch 30,6
mg/h pro 2,5 x 109 Zellen betrug.
Der Sauerstoffverbrauch der Zellen
wurde als Differenz des P02 im
perfundierten Kulturrnedium vor und
hinter den Reaktoren gemessen. Der
Mediumfluf betrug hier jeweils 25

ml/min. Wahrend des ersten Ver-
suchstages Jag die P02-Differenz bei
180 mmHg. In der ersten Woche lag
sie bei 160 mmHg. Yon der zweiten
bis funften Woche blieb die Sauer-
stoffdifferenz konstant bei etwa 110
mmHg und fiel schlieBlich bis zur
siebten Woche auf unter 60 mmHg
ab. Die CO2-Produktion wurde eben-
falls als Differenz des PC02 im
perfundierten Kulturmedium bei 30
mllmin MediumfluB uber die Reak-
toren gemessen. Sie lag vom ersten
bis siebenten Versuchstag bei 3
mmHg und von der ersten bis zur
siebten Woche bei 2 mmHg.
Die LDH-, GLDH-, GOT-, GPT-

und gGT-Freisetzung in das Kultur-
medium wurde als Marker der En-
zymleakage der Zellmembran ge-
messen. Angegeben ist jeweils der
aktuelle Mediumgehalt bei einem
taglich vollstandigen Mediumaus-
tausch von 790 ml. GOT wurde am
Tag 1 mit 100 U/l gemessen, in den
ersten funf Tagen nach Isolierung
der ZeJIen zunehmend geringer frei-
gesetzt und blieb schlieBlich uber
insgesamt sieben Wochen unter 30
Ull. GLDH war zwischen Tag 3 und
Tag 7 mit Werten urn 70 Ull erhoht
und fiel ab der sechsten Woche auf
Werte unter 30 Ull. GPT und gGT
\agen wahrend des gesamten Versu-
ches bei Werten unter 5 Ull. Die
LDH-Werte stiegen wahrend der er-
sten 7 Tage an, urn bis zur vierten
Woche stabil bei 150 Ull zu liegen
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Abbildung 3: Schweinealbumin wurde
bei einem taqlich voltstandiqen Aus-
tausch des Perfusiansmediums gemes-
sen, die Werte entsprechen der tagli-
chen Albuminproduktion van initial
2.5 x 109 primaren Schweinehepato-
zyten in 790 ml Medium.
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Abbi/dung 4: Galaktose wurde an den
Testtagen zugegeben und im geschlos-
senen System uber sechs Stunden
perfundiert. Die Leerwerte lagen jeweils
bei 100mg/dl. Angegeben ist der Umsatz
pro Stunde fUr initial 2.5 x 109 primate
Schweinehepatozyten in 790 ml Medium.

und anschlieBend abzufallen. Zu-
sammenfassend scheint eine stabile
EnzymJeakage nach der ersten bis
zur funften Woche der Versuche
nachweisbar.
Albumin wurde selektiv als

Schweinealbumin der Zellen unab-
hangig vom Albumingehalt des Kal-
berserumzusatzes des Mediums ge-
messen. Bei einem taglich komplet-
ten Austausch des Perfusionsmedi-
urns entsprechen die aktuellen Werte
der taglichen Albuminproduktion.
Das Maximum lag bei 12 mg/l pro
Tag (Abb. 3).
Die Galaktoseelimination stieg bis

zur funften Woche stetig auf bis zu
38 mg/dl pro Stunde an und fiel in
der siebten Woche auf Werte ver-
gleichbar denen der dritten Woche
ab (Abb. 4).

Xenobiotikametabolismus durch
P450 Zytochromoxidasen:
Lidocain wurde an den Testtagen
zugegeben und im geschlossenen Sy-
stem uber sechs Stunden perfundiert.
Die Leerwerte lagen jeweils bei 4
ug/ml. Innerhalb der ersten sieben
Tage stabilisierten sich die Abbaura-
ten, in der zweiten Woche zeigte sich
ein zweites Maximum. Yon Woche 2
bis W oche 6 waren die Zellen in der
Lage, etwa 1 Ilgi ml pro Stunde
abzubauen (Abb. 5). Die MEGX-
Synthese lag zwischen der ersten und
zweiten Woche mit 65 ng/ml/h initial
hoch, urn dann, vermutlich infolge
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der Aktivierung weiterer Stoffwech-
selwege des Lidocainabbaues, kon-
stant bei 16 ng/ml/h zu bleiben.
Midazolam wurde an den Testta-

gen zugegeben und im gesehlosse-
nen System iiber sechs Stunden per-
fundiert. Die Leerwerte lagen jeweils
bei 100 ng/ml. Uber die ersten vier
W ochen waren die Zellen in der
Lage, relativ konstant 50 ng/mllh
abzubauen (Abb. 6).

Diskussion

Fur die Bewertung yon Pharmaka
sind Aussagen zum Metabolismus
und zu unerwunschten Wirkungen
der Ausgangssubstanz sowie deren
Metaboliten erforderlich. Ebenso ist
die Organtoxizitat fur die einzelnen
Organsysteme zu untersuchen. In vi-
tro Zellkulturen konnen hier drei
wichtige Anforderungen erfullen:
1. Die Auswahl der Zellart erlaubt

selektive Organtoxizitatsuntersu-
chungen,

2. die Testsubstanzen konnen unter
Verwendung yon Hepatozyten-
kulturen aktiviert werden,
und

3. ist eine komplette Metabolisie-
rungsfahigkeit (Phase I und II)
moglich.
Das vorgestellte Kulturmodell ist

fur diese Zweeke als ein in vitro
Testssystem entwickelt worden. Die
realisierten Bioreaktoren erseheinen
fur ausgewahlte Untersuchungen als
Alternativmethode zum Tierversuch
prinzipiell geeignet, da das Testsy-
stem im Vergleich zur Standardkul-
turtechnik (Gerlach und Neuhaus,
1994) iiber langere Zeit funktionsfa-
hig blieb. Die im vorliegenden Arti-
kel vorgestellten ersten Anwen-
dungsergebnisse lassen es sinnvoll
erseheinen, weitere Anwendungen
wie Studien zur Enzyminduktion zu
untersuchen.
Die Ergebnisse un serer Studien

lassen bisher drei SchluBfolgerungen
zu:
1. Die Hepatozytenisolierung war

sieher und reproduzierbar durch-
fuhrbar. Unter dem vorgestellten
Verfahren sind die Resultate der
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Abbildung 5: Lidocain wurde an den
Testtagen zugegeben und im geschlos-
senen System uber sechs Stunden
perfundiert. Die Leerwerte lagen jeweils
bei 4~g/ml. Angegeben ist der Umsatz
pro Stunde fur initial 2.5 x 109 prirnare
Schweinehepatozyten in 790 ml Medi-
um.
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Abbi/dung 6: Midazolam wurde an den
Testtagen zugegeben und im geschlos-
senen System Ober sechs Stunden
perfundiert. Die Leerwerte lagen jeweils
bei 100ng/ml. Angegeben ist der Umsatz
pro Stunde fOr initial 2.5 x 109 prirnare
Schweinehepatozyten in 790 ml Medium.

Isolierung yon Hepatozyten aus
Sehlaehthoflebern zufriedenstel-
lend.

2. Die Leberzellkultur in unserem
Modell war ebenfalls technisch
sieher und reproduzierbar iiber
Zeitraume yon mehreren Wochen
durchfiihrbar .

3. Das Kulturmodell erbringt im
Vergleich zur Standardkulturtech-
nik eine Verlangerung der Zell-
iiberlebenszeit und der Zellaktivi-
tat. Eine reproduzierbare Enzym-
funktion ist auch in vitro erhalten.
Bisher wurden jedoeh nur Zell-
funktionsparameter hinsichtlich
der Syntheseleistung (Albumin-
synthese), des Substratmetabolis-
mus (Galaktoseelimination), des
Pharmakametabolismus hinsicht-
lich der Zytoehrom P450-Aktivi-
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tat (Midazolam-Metabolismus,
LidocainlMEGX -Test) sowie der
Toxizitat (LDH, GLDH, GOT,
GPT und gGT) untersucht.

Konventionelle Kulturmodelle er-
lauben pharmakologische Messun-
gen nur in der ersten Woche nach der
Zellisolierung. Durch die in unserem
Modell ermoglichte Verlangerung
der Kulturzeit zeigte sich jedoch, daB
die Zellen gerade in dieser ersten
W oche eine Adaptationsphase
durchlaufen.
In unseren Studien wurde mit pri-

maren Hepatozytenkulturen aus
Schweineleber gearbeitet; die Ver-
wendung yon Hepatozyten aus Hu-
manleber ist jedoch prinzipiell eben-
so moglich, wenngleich hier nur in
Ausnahmesituationen Organe zur
Verfugung stehen konnen (Gerlach
et al., 1994b).
Wesentlich fur die Etablierung der

Hepatozytenkultur als Alternativme-
thode zu Tierversuchen erscheint die
Moglichkeit yon Untersuchungen
unter definierten und reproduzierba-
ren Bedingungen. Hier sind parallele
Reihenuntersuchungen an Kulturen
aus einem Organ wunschenswert,
was eine standardisierte Leberzellge-
winnung mit grolltmoglicher Aus-
beute an lebensfahigen bzw. stoff-
wechselaktiven Zellen aus einer Le-
ber zur Voraussetzung hat. Urn unter
diesen Voraussetzungen Reihenun-
tersuchungen in grbBerem Umfang
durchftihren zu konnen, haben wir,
abweichend yon der bisher etablier-
ten Verwendung yon Rattenleber,
eine Technik zur Isolierung yon He-
patozyten und Sinusendothelzellen
aus Schweineleber entwickelt (Ger-
lach et al., 1993b). Die optimale
Aufarbeitung des Ausgangsorgans
war durch eine Funfschritt-Perfusion
moglich.
Die Verwendung von Hepatozyten

aus intraoperativ gewonnenen
Schweinelebern macht ein nach dem
Tierschutzgesetz anzeigepflichtiges
Toten yon Tieren unter N arkose be-
dingungen erforderlich. Dies konnte
durch eine Leberzellisolierung aus
Organen yon Schlachthofschweinen
ersetzt werden (Gerlach et al.,
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1993a). Mit Verwendung von
Schlachthoforganen erscheint die
Isolierung yon Schweinehepatozyten
bei vergleichbarer Zellmenge im
Vergleich zur Rattenhepatozyteniso-
lierung methodologisch mit weniger
Aufwand und finanziell mit gcringe-
ren Kosten verbunden. Die beschrie-
bene primar geringere Ausbeute bei
den Schlachthoforganen ist durch
eine groBe Verftigbarkeit dieser Aus-
gangsorgane und entsprechende Ver-
arbeitungstechnologien auszuglei-
chen. Es bleibt jedoch zu untersu-
chen, ob die Phase der warmen
Ischamie zwischen Totung und Wei-
terverarbeitung subletale Schaden
setzt, und ob hier einzelne Subpopu-
lationen selektiert werden.
Mit dem in dieser Arbeit vorge-

stellten Kulturmodell lieBen sich die
Bedingungen der in vitro Kultur yon
Hepatozyten weiter an die physiolo-
gische Situation in der Leber anna-
hern: Die verwendeten Kapillarsy-
sterne bilden dreidimensionale
Strukturen, an denen sich die Zellen
organisieren konnen. Wie im intak-
ten Organ werden viele kleine identi-
sche Einheiten fur jeweils wenige
Zellen geschaffen, die der Einheit
des Lobulus in der Leber entspre-
chen. Da die Kapillaren einerseits
untereinander verwoben sind, ande-
rerseits so aus dem Reaktor heraus-
gefuhrt werden, daB sie unabhangig
voneinander unterschiedliche Funk-
tionen erftillen konnen, ergeben sich
Bedingungen ahnlich denen im Le-
bersinus: unabhangige Mediumzu-
ftihrung, dezentrale Sauerstoffver-
sorgung (Gerlach et al., 1990a) und
Kohlendioxidentsorgung sowie ein
unabhangiger Mediumausstrom sind
so moglich. SchlieBlich zeigten sich
die verwendeten Kunststoffe zell-
kompatibel (Gerlach et aI., 1990b);
die Kapillaren waren zur Hepato-
zytenadhasion geeignet (Gerlach et
al., 1990c; Gerlach et aI., 1990d) und
vermitteln eine Zellimmobilisie-
rung.
Analog zu den Verhaltnissen im

Leberlobulus werden die Zellen in
unserem System perfundiert: Das
Kulturmedium, das gleichzeitig
Nahrmedium und Tragerlosung fur

die zu analysierenden Substanzen
darstellt, gelangt uber ein eigenes
afferentes Kapillarbett zu den Zellen
und stromt dort aus den Kapillaren
entlang der Hepatozyten durch das
Zellkompartiment des Reaktors.
Nach dem Stoffaustausch mit den
Zellen gelangt es in ein weiteres
unabhangiges Kapillarbett und aus
dem Reaktor heraus. Uber ein drittes,
unabhangiges Kapillarsystem wird
Sauerstoff zu den Zellen hin- und
Kohlendioxid yon den Zellen weg-
transportiert.
Das vorgestellte Konstruktions-

prinzip eines Bioreaktors ermoglicht
die Verwendung weiterer Kapillar-
membrankompartimente. So lassen
sich mit geeigneten Kapillaren zu-
satzliche Funtionen in den Bioreak-
tor integrieren, wie z.B. die oben
geschilderte Verwendung einer Ko-
kultur mit Sinusendothelzellen. Al-
ternativ war durch Verwendung yon
Cuprophan®-ZeUulosemembranka-
pillaren (Akzo AG/ Wuppertal) die
Integration einer Dialyse moglich.
Weiterhin ware durch Verwendung
eines Kapillarsystems mit groBem
cut-off eine separate Zufuhr yon zu
untersuchenden Xenobiotika mog-
lich. Durch Verwendung yon hydro-
phoben Kapillaren, z.B. aus Edel-
stahlrohren, ware die Integration ei-
nes Warrnetauschers in den Reaktor
moglich, der den dezentralen War-
meentzug aus einer Umgebung yon
nur wenigen Zellen und damit ein
steuerbares, rasches Abktihlen er-
laubt. So ist die Moglichkeit des
DMSO-Einfrierens des ganzen Re-
aktors mit seinen Zellen denkbar.
Weitere Untersuchungen miissen
hier zeigen, ob eine Herstellung der
Reaktoren mit kultivierten Zellen
und deren Konservierung und Trans-
port ZUID potentiellen Nutzer und
dortige Reaktivierung zur Anwen-
dung im industriellen Rahmen mog-
lich ist.
Die hier vorgestellten Untersu-

chungen wurden mit Leberzellkultu-
ren durchgefuhrt. Prinzipiell konnte
sich das Zellkulturmodell durch ent-
sprechende Modifikationen auch fur
die Kultivierung yon Zellen anderer
Organe oder zur Produktion mono-
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klonaler Antikorper durch Hybrid-
omazellen als geeignet erweisen,
womit sich weitere Anwendungen
alternativ zu Tierversuchen eroffnen
konnten.
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