Inhaltsverzeichnis

1 Einleitungund Ziel der Arbeit................oooo 1
2 LiteraturQbersiCht ... 3
2.1 Dieleberdes Menschen............cocooiiiiiiiii 3
211 Das Regenerationsvermégen derbLeber.............................. 7
212 Ursachen flr Leberversagen ... 10

2.2 Lebertransplantation — Standardtherapie bei Leberversagen................................. 16
221 Geschichte der Lebertransplantation...........................ooooiiiiiiii, 17
222 Die orthotope Lebertransplantation ...............................o 18

2.3 Alternative Behandlungsverfahren bei Leberversagen............................................ 25
2.31 Lebendorganspende..............oooiiiiiiii 25
2.3.2  Maschinelle Leberersatzverfahren................................co 26
2.3.3 Leberzelltransplantation......................... 27

2.4 Leberzelltransplantation im Tiermodell ... 29
241 Zielsetzung im Tiermodell — die humanisierte Mausleber................................ 29
2.42  Bisher etablierte Tiermodelle......................oooo i 30
243  Auswahl der ImMmUNSUPPreSSION. ..........oooooiiiii e 34
244  Auswahl des Applikationsweges der Hepatozyten und Vorlauferzellen ........... 35

2.5 Auswahl der Nachweismethoden humaner Zellen in der Mausleber...................... 36

3  Material und Methoden ..o, 37
3.1 Versuchsaufbau und zeitlicher Ablauf im Uberblick........................cccccoiviii, 37
3.2 Herkunft und Isolierung humaner Hepatozyten und Vorlauferzellen ..................... 39
3.2.1 Humane Hepatozyten ... 39
3.2.2 Isolierung der Hepatozyten..................oooooiiiiiiiiiii e 39
3.2.3 Isolierung der Vorlauferzellen.............................. 42
3.2.4  Kuhllagerung derisolierten Zellen ... 43

3.3  Zellkultur und Zelfunktion ...............cccoiiiiiiiii 44
3.3.1 Aussaat und Kultur der Hepatozyten und Vorlauferzellen............................... 44
3.3.2  Bestimmung der Zellviabilitat mit Hilfe von Enzymaktivitaten........................... 45

I

Bibliografische Informationen digitalisiert durch
http://d-nb.info/1366041763



http://d-nb.info/1366041763

Inhaltsverzeichnis

3.3.3  Bestimmung der metabolischen Aktivitat Uber Messung des

hepatozytenspezifischen Produktes Harnstoff ........................................ 46
3.4 Tiere und Operationsmethode ...t 46
3.4.1  Verwendete Tiere und Haltungsbedingungen .....................oooiiiiie, 46
3.42 Vorbehandlung der Tiere................oooiiiiiiiiii e 47
3.4.3 Operation und Zelltransplantation.........................oo 47
344 ANAIGESIE ... 50
3.4.5 NachbehandlungderTiere ... 50
3.46  Versuchsende und Probenentnahme ...................c.ooooiiii 50
3.5 Nachweis der RekoloniSIErUNG .............ooiiiiiiiiiiiii e 52
3.5.1 Immunbhistologischer NaChweis ...................ccccoiiiiiiii 52
3.5.2  Molekulargenetischer NaChweis .......................ccociiiiiiiiiii e 58
3.5.3  Statistische AUSWEITUNG ..o 64
4 ErQEDNISSE .. .o 67
4.1 Hepatozytenisolation aus Explantaten und Leberteilresektaten ............................. 67
4.2 Isolierung der Vorladuferzellen aus Explantaten und Resektaten ............................. 70
4.3 Kultivierung der Hepatozyten...............cocooiiiiiiiii 71
44 Tiere Und Operation ... ... 74
4.5 Nachweis der Rekolonisierung mit humanen Hepatozyten mittels PCR ................. 76
451 Nachweis von Humanalbumin ... 76
452 Nachweis der humanspezifischen Gensequenzen ACTN4 und B2M............... 77
46 Nachweis der Rekolonisierung mit humanen Hepatozyten mittels
IMMUNNISTOCREMIE..... ... e 79
O DUSKUSSION ... 85
5.1 Isolierung von Hepatozyten und Vorlauferzellen ........................., 85
5.2 Beurteilung der KUhIIAQerung ... 87
5.3 Beurteilung der ZellKURUr ... 88
54 Beurteilung des TIierverSUCNES ..........cccooiiiiiiiiiiiiiii e 89
5.5 Beurteilung des Nachweises der Rekolonisierung...............cccccociiiiiiiiiiiiinninnne, 91
5.6 Beurteilung der Eignung von Resektaten und Explantaten als Zellquellen ............. 94

5.7 Bewertung des etablierten Modells und der Generierung neohybrider Mauslebern
MUt AUSDHICK. ... e 95



Inhaltsverzeichnis

B ZUSAMMENTASSUNG . ......oooiiii e e 97
T SUMIMIAIY oot ae s 99
8  LIteraturVerZeICNNIS ... ... e 101
O AN ANG . e 125

9.1 Materialliste..... ... e 125

9.2 Verwendete Puffer, Lé6sungenund Medien.......................ciiiiiiiin 129

9.3  Score Sheet fir die postoperative Uberwachung der Mause .............................. 131
10 PUDIKALIONEN ... e 133
11 DANKSAGUNG ..o 134
12 Finanzierung des Projektes ... . ... 135
13 InteressenkonfliKte. ... 136
14 Selbststandigkeitserklarung/Eigenstandigkeitserklarung ...l 137



