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1. Abstrakt 
Einleitung: Die Leberzelltransplantation (LCT) stellt eine vielversprechende 

Therapieoption zur Behandlung metabolischer, akuter oder chronischer 

Leberversagen dar. Bislang fehlte eine valide Methode zur Detektierbarkeit und 

Verfolgung der transplantierten Leberzellen. Mit Hilfe der Markierung der 

Hepatozyten mittels micron-sized paramagnetic iron-oxide particles (MPIOs) in vitro 

scheint eine geeignete Lösung gefunden worden zu sein, da die Zellen nach 

Transplantation in vivo kernspintomographisch dargestellt werden können. Ziel der 

vorliegenden Dissertation war es, die Wirkung der MPIOs auf das Immunsystem der 

Empfänger zu untersuchen.  

Methoden: Wir transplantierten MPIO-markierte Leberzellen im Schwein über drei 

verschiedene Applikationsrouten: die Arteria gastroepiploica, das Milzparenchym und 

die Pfortader. Als Vergleichsgruppe diente zum einen die Transplantation nicht-

markierter Hepatozyten über die genannten Applikationsrouten und zum anderen die 

Transplantation isolierter MPIOs über die A. gastroepiploica. Nach Isolierung der 

peripheren mononukleären Zellen aus dem Blut (peripheral blood mononuclear cells, 

PBMCs) erfolgte die Analyse der Lymphozytensubpopulationen in der 

Durchflusszytometrie. Der zweite Teil der Arbeit beschäftigte sich mit dem 

Immunogenitätspotential von porcinen Hepatozyten. Hierfür wurden porcine 

Hepatozyten in vitro mit den Zytokinen INFγ und TNFα unterschiedlicher 

Konzentration über 24, 48 und 72 Stunden inkubiert. In der anschließenden TaqMan-

PCR wurde die Expression von MHC I und MHC II analysiert.  

Ergebnisse: Es gab Anzeichen für eine Immunaktivierung nach Transplantation 

sowohl MPIO-markierter als auch nativer Hepatozyten, da es zur Zunahme der CD4+ 

und CD8+ T-Effektorzellen kam. Dabei scheinen die MPIO-markierten Hepatozyten 

einen besonders aktivierenden Einfluss auf die CD8+ T-Effektorzellen gehabt zu 

haben. Isolierte über die A. gastroepiploica injizierte MPIOs vermochten keine 

Zuwächse der T-Effektorzellen zu bewirken. Die Pfortaderroute erwies sich aus 

immunologischer Sicht am vorteilhaftesten. Die MHC I- und insbesondere die MHC 

II-Expression von porcinen Hepatozyten ließ sich durch INFγ und INFγ + TNFα in der 

Konzentration von jeweils 100 ng/ml steigern.  

Schlussfolgerung: Allogene porcine Hepatozyten können ihre Immunogenität über 

eine Hochregulierung ihrer MHC II-Antigene steigern. Die MPIO-Markierung der 
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Leberzellen zur Verlaufskontrolle in der MRT nach Transplantation hatte keine 

signifikanten zusätzlichen immunogenen Auswirkungen auf das 

Empfängerimmunsystem. Trotzdem führt die LCT zu einer Aktivierung des 

Rezipientenimmunsystems, so dass eine Immunsuppression unverzichtbar ist.  

Fortschritte in Bezug auf Immunreaktion, Detektierbarkeit und anhaltende Integration 

und Proliferation der Hepatozyten könnten die LCT zur Behandlung 

transplantationspflichtiger Lebererkrankungen vorantreiben.  

 

Background: Liver cell transplantation (LCT) is a promising approach for treatment of 

metabolic, acute and chronic liver diseases. Non-invasive methods for detection and 

monitoring are required. Labeling of hepatocytes with micron-sized paramagnetic 

iron-oxide particles (MPIOs) can help to detect the labeled liver cells with magnetic 

resonance imaging. The aim of this study was to investigate the effect of MPIOs for 

the immune system of the recipients. 

Methods: MPIO-labeled liver cells from landrace piglets were transplanted to minipigs 

into the liver via intraportal infusion, direct injection into the splenic parenchyma or 

intra-arterial infusion to the spleen. The control groups received native hepatocytes 

via the same 3 application routes or pure MPIOs which were injected intra-arterially 

to the spleen. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from blood 

samples and analysed by fluorescence-activated cell scanning (FACS). A second 

part of this study focused on the immunogenicity of porcine hepatocytes. Therefore, 

the porcine hepatocytes were stimulated with the cytokines INFγ and TNFα in 

different concentrations over a period of 24, 48 and 72 hours to analyse the 

expression of MHC I and MHC II by TaqMan-PCR. 

Results: After the transplantation of MPIO-labeled and native liver cells the CD4+ und 

CD8+ T-effector cells increased, especially the CD8+ T-effector cells after 

transplantation of MPIO-labeled liver cells. Pure MPIOs injected intra-arterially to the 

spleen had no effect on the T effector cells. The intraportal infusion into the liver had 

least effects on the T effector cells compared to the other application routes.  

The expression of MHC I and MHC II were raised by stimulation with the cytokines 

INFγ und INFγ + TNFα at a concentration of 100 ng/ml.  

Conclusion: Allogeneic porcine hepatocytes can increase the immunogenicity by 

expression of MHC II. Labeling liver cells with MPIOs had no significant additional 

adverse effects on the immune system of the recipients. Nevertheless, 
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immunosuppression is necessary due to the activation of the immune system of the 

recipients by LCT. Further evaluation of immune activation, detection, integration and 

proliferation of hepatocytes can help to promote LCT as an alternative to whole-

organ liver transplantation. 
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2. Einleitung 
"Jeder Mensch hat eine Leber, eine Milz, eine Lunge und eine Fahne; sämtliche vier 

Organe sind lebenswichtig. Es soll Menschen ohne Leber, ohne Milz und mit halber 

Lunge geben; Menschen ohne Fahne gibt es nicht" 1 (Kurt Tucholsky). Unabhängig 

von seiner politischen Botschaft muss man Kurt Tucholsky in einem Punkt vehement 

widersprechen: Ein Mensch kann ohne Milz und mit halber Lunge leben, aber 

niemals ohne Leber. Denn die Leber ist ein unverzichtbares Organ und ein 

beeindruckendes noch dazu. Kein anderes erfüllt so viele unterschiedliche Aufgaben 

wie sie. Als größtes Stoffwechselorgan und größte Drüse des menschlichen Körpers 

ist ihre Funktion mannigfaltig und umfasst die Synthese von Glukose, Ketonkörpern, 

Cholesterin und Bluteiweißen, die Speicherung von Glykogen, Fett und Vitaminen, 

die Bildung der Galle sowie die Entgiftung bzw. den Abbau von Erythrozyten, 

Bilirubin, Ammoniak, Steroidhormonen und Medikamenten 2. Doch die vielen 

Leistungen der Leber bedeuten gleichzeitig, dass Lebererkrankungen 

unterschiedlichster Ätiologien häufig lebensbedrohlich sind. Neben dem Ansporn für 

Wissenschaft und Forschung, geeignete Therapien bei Leberversagen zu 

erforschen, ist es auch die einzigartige Proliferations- und Regenerationsfähigkeit der 

Leber, die dieses Forschungsfeld so spannend macht.  

2.1 Leberzelltransplantation: Mehr als eine Alternative? 

2.1.1 Die Entwicklung der Leberzelltransplantation 

Nachdem die erste, leider erfolglose Lebertransplantation 1963 in den USA von T.E. 

Starzl durchgeführt wurde, war erst mit Einführung des Immunsuppressivums 

Ciclosporin A 1979 eine deutliche Verbesserung der Überlebensraten zu 

verzeichnen. Die Hoffnung war groß, mit der Lebertransplantation die geeignete 

Behandlungsmöglichkeit für terminale Lebererkrankungen gefunden zu haben 3, 4. 

Heute gilt die orthotope Lebertransplantation (OLT) als Standardtherapie bei akutem 

und chronischem Leberversagen sowie bei metabolischen Lebererkrankungen 5, 6. 

Allerdings sieht sie sich vielen Problemen wie dem Missverhältnis zwischen 

Organangebot und –bedarf, der Invasivität des großen bauchchirurgischen Eingriffs 

mit konsekutiven Komplikationen sowie den Folgen der notwendigen Unterdrückung 

des Immunsystems konfrontiert 6, 7, 8. Aus diesen Gründen wurden alternative 
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Therapieansätze wie die Leberzelltransplantation (LCT) entwickelt, die nach zumeist 

intraportaler oder intrasplenischer Hepatozytenapplikation die Repopulation der 

Leber zur funktionellen Unterstützung dieser zum Ziel hat 9. Nachdem 1969 die 

technische Umsetzbarkeit der Leberzellisolierung mit Etablierung eines Protokolls 

durch Berry und Friend mit Modifikation nach Seglen den Startschuss für weitere 

Entwicklungen gab 10, 11, folgten in den späten 1970er Jahren die ersten 

erfolgversprechenden Tierversuche 12, 13. Die Gunn-Ratte diente als Modell des 

Crigler-Najjar-Syndroms Typ 1, bei dem es durch einen Enzymdefekt der Bilirubin-

UDP-Glucuronosyltransferase zur gestörten Glucuronidierung mit konsekutivem 

exzessiven Anstieg von unkonjugiertem Bilirubin kommt. Durch die intraportal 

infundierten Hepatozyten konnte eine Reduktion des Serum-Bilirubinspiegels erzielt 

werden 12
. Doch der Vormarsch der zunehmend erfolgreichen Lebertransplantation 

stoppte weitere Forschungsbemühungen auf diesem Gebiet. Erst Limitierungen der 

Lebertransplantation brachten den Stein auf dem Forschungsfeld der 

Leberzelltransplantation wieder ins Rollen. Es folgten zunächst vor allem präklinische 

Studien an Tiermodellen als Träger metabolischer Lebererkrankungen. Sowohl die 

Leberzellisolierung als auch die Wirkung der transplantierten Zellen auf den zu 

untersuchenden biochemischen Parameter und das Überleben wurden hierbei 

erforscht 14, 15, 16. In einem Rattenmodell für Morbus Wilson, der durch Störung der 

Kupferausscheidung mit daraus folgenden Leberschäden und neurologischen 

Defiziten charakterisiert ist, führte die LCT zu einer 60%-igen Reduktion der 

hepatischen Kupferablagerung im Vergleich zu unbehandelten Tieren 14. Dennoch 

verstarben 7,4% der Tiere an akutem Leberversagen und 15% auf Grund von 

perioperativen Komplikationen. Zur Untersuchung der regenerativen Leberkapazität 

erfolgte die wiederholte LCT in einem Mausmodell für Tyrosinämie Typ I, die  sich 

durch Zellschäden in Leber, Niere und Gehirn äußert. Dies resultierte in einer 

kompletten Repopulation der Leber durch transplantierte Hepatozyten mit 

Normalisierung der ALT- und Bilirubin-Serumspiegel 15. In Watanabe-Hasen mit 

defektem LDL-Rezeptor als Modell für die familiäre Hypercholesterinämie bewirkte 

die intraportale LCT eine 2-3 Wochen andauernde Serum-LDL-Reduktion auf 60% 

und die intraperitoneale Applikation eine Serum-LDL-Reduktion auf 45% des 

Ausgangswertes für mehr als 4 Wochen 16.  Ebenso stellte das akute Leberversagen 

eine weitere Indikation zur Leberzelltransplantation dar und wurde zunächst im 

Tiermodell untersucht 17, 18. Bei ischämisch bedingtem akuten Leberversagen führte 
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die intrasplenische LCT 48 Stunden vor induzierter Leberischämie zu einem 

signifikant geringerem Anstieg des Serum-Ammoniakspiegels sowie einer höheren 

Blutglukose als bei Tieren ohne LCT 18. Nach 75%-iger Leberteilresektion und 

portocavalem Shunt konnte die intrasplenische und intraperitoneale LCT eine 

signifikante Reduktion der Mortalitätsrate bei Ratten erzielen 17. Den Weg in die 

Klinik zur ersten Anwendung beim Menschen fand die Leberzelltransplantation 1992 
19. Zehn Patienten mit chronischer Leberinsuffizienz erhielten autologe Hepatozyten, 

die aus den links-lateralen Segmenten der Leber gewonnen wurden. Fitzpatrick et al. 

berichteten 2009 in ihrer Übersichtsarbeit von mehr als 80 klinischen Fallbeispielen 6. 

Der ersten Leberzelltransplantation auf Grund des Crigler-Najjar-Syndroms Typ 1 

unterzog sich ein 10-jähriges Mädchen 20. Der Serum-Bilirubinspiegel blieb 

anschließend mehr als 300 Tage nach Transplantation auf stabilem Niveau, so dass 

die Phototherapie von 12 auf 6 Stunden täglich reduziert werden konnte. Dennoch 

wurde nach 4 Jahren eine OLT zur definitiven Therapie notwendig. Andere 

metabolische Lebererkrankungen wie die familiäre Hypercholesterinämie, 

Harnstoffzyklusdefekte sowie das durch Alkohol, Medikamente, Viren oder Pilze 

ausgelöste akute und chronische Leberversagen waren weitere Indikationen zur 

klinischen Leberzelltransplantation. Die Ergebnisse reichten von fehlender Wirkung 

mit konsekutivem Tod der Patienten über zeitweilige Verbesserungen der 

Leberfunktion, beispielsweise mit Reduktion von Ammoniak und Bilirubin, und 

erfolgreicher Überbrückung zur OLT bis hin zur völligen Heilung 21, 22, 23. In einem 

Fall führte die Leberzelltransplantation bei akutem Leberversagen pilztoxischer 

Genese zur vollständigen Erholung der Leber mit Absetzen der Immunsuppression 

nach 12 Wochen 5. Insgesamt profitierten von 20 Patienten, die eine LCT auf Grund 

einer chronischen Leberinsuffizienz erhielten, 60%, weil sie entweder die Zeit bis zur 

OLT überlebten oder diese gar nicht mehr benötigten 21. Von 22 Patienten mit 

akutem Leberversagen profitierten 40,9 % von der LCT (Stand 2009). Trotz der 

kleinen Fallserien und Einzelfallberichte mit einer großen Bandbreite 

unterschiedlicher Effekte zeigen die positiven Ergebnisse, dass die 

Leberzelltransplantation als Therapie des akuten und chronischen Leberversagens 

die Möglichkeit bietet, mehr als eine „Bridging-to-transplantation“-Option zu werden.   

2.1.2 Vergleich von Leberzell- und Lebertransplantation  

Der Mangel an geeigneten Spenderorganen stellt den größten limitierenden Faktor 

der Lebertransplantation dar 7. In den USA sterben ca. 5 -10% der gelisteten 
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Patienten, weil sie nicht rechtzeitig ein passendes Spenderorgan erhalten 24. Im Jahr 

2013 erreichte die Organspenderate in Deutschland eine neue Talsohle: Durch die 

Krankenhäuser wurden 2219 Hirntote gemeldet, bei 905 davon wurde der 

Organspende zugestimmt 25. 2016 sank die Rate weiter auf 857 Organspenden ab 
26. Eine weitere Einschränkung stellt die Invasivität des Eingriffs da, der bei Patienten 

mit kardiopulmonalen Komorbiditäten sehr risikoreich ist. Auch erhöhen die intra- und 

postoperativen Komplikationen Morbidität und Mortalität 24. Demgegenüber ist die 

Leberzelltransplantation als weniger invasiver Eingriff durch ein deutlich geringeres 

peri-interventionelles Risiko gekennzeichnet: Über einen radiologisch oder operativ 

platzierten Katheter können die Zellen in die Pfortader appliziert werden 5. Die 

Kryokonservierung der isolierten Zellen stellt logistisch einen großen Vorteil dar und 

erlaubt auch eine sofortige Anwendung im Bedarfsfall, beispielsweise im akuten 

Leberversagen 27. So können die transplantierten Leberzellen funktionell die 

erkrankte Leber bis zur Regeneration unterstützen oder die Zeit bis zur OLT 

überbrücken 9. Insbesondere qualitativ minderwertige Organe, welche für eine 

Ganzorgantransplantation nicht geeignet sind, können als Zellquelle genutzt werden 
28. Tierexperimente zeigen, dass nur relativ wenig Lebergewebe für die Korrektur 

eines metabolischen Defekts benötigt wird, so dass prinzipiell eine Leber für mehrere 

Empfänger genutzt werden kann 5, 29. Des Weiteren könnten die Hepatozyten vor 

Applikation genetisch modifiziert werden, um ein fehlerhaftes Enzym oder einen 

fehlerhaften Rezeptor zu ersetzen 5, 30, 31. Eine weitere Überlegenheit der LCT liegt 

darin, dass das eigene erkrankte Organ nicht entfernt werden muss und somit die 

Möglichkeit zur spontanen Regeneration bestehen bleibt. So bleibt insbesondere bei 

metabolischen Lebererkrankungen die ansonsten meist gute Leberfunktion erhalten, 

während eine Ganzorgantransplantation immer das Risiko des 

Transplantatversagens beinhaltet. Morbidität, Mortalität und initiale Kosten sind 

signifikant geringer als jene bei OLT 32. Jedoch ist sowohl bei der Ganzorgan- als 

auch bei der Leberzelltransplantation eine lebenslange Immunsuppression 

erforderlich. Die häufigsten Nebenwirkungen sind hierbei eine Verschlechterung der 

Nierenfunktion bis hin zur Dialysepflichtigkeit, neurologische, kardiale und 

gastrointestinale Probleme, eine Knochenmarksdepletion sowie ein erhöhtes Risiko 

für maligne Erkrankungen 33 . Während die Immunsuppression nach OLT bereits ein 

Transplantatüberleben von über 25 Jahren ermöglicht, ist die adäquate Medikation 

nach LCT hinsichtlich Langzeiterfolg noch unbekannt 5, 34 .  
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2.2 Grenzen und Brücken: Probleme und deren Lösungsversuche 

2.2.1 Limitierungen der Leberzelltransplantation 

Neben den zahlreichen Fortschritten auf dem Gebiet der Leberzelltransplantation gibt 

es auch Grenzen, deren Überwindung den derzeitigen Forschungseifer begründen. 

Die größte Hürde stellt das sowohl quantitativ als auch qualitativ limitierte Angebot 

dar: Die Quellen der zu isolierenden Leberzellen sind meist marginale Organe, also 

Lebern, die wegen ausgeprägter Steatose, langer Ischämiezeit, hohen Spenderalters 

und anderer Gründe zur Ganzorganspende abgelehnt wurden 27. Um jedoch eine 

befriedigende Qualität und Viabilität der isolierten Hepatozyten zu erreichen, ist diese 

Grundlage oft nicht ausreichend 5. In einigen Zentren erfolgt deswegen bei einer 

Teilung der Spenderleber für einen erwachsenen und einen pädiatrischen Patienten 

die Hepatozytenisolierung aus dem nicht transplantierten Segment IV 35. Zum einen 

wird dadurch eine signifikant höhere Zellviabilität erzielt, da nur gesunde Lebern mit 

qualitativ hochwertigen Hepatozyten überhaupt als Spenderorgan zugelassen 

werden und zum anderen profitieren 3 Patienten von nur einer Leber 5.  

Weiterhin wirft die Isolierungstechnik immer noch Fragen auf: Für die klinische 

Anwendung muss eine Zellviabilität von mehr als 60% erreicht werden, was jedoch 

nicht immer gelingt. Außerdem ist nicht bekannt, wie viele Zellen in wie vielen 

Applikationssitzungen infundiert werden müssen, um Defekte auszugleichen und 

eine adäquate Leberleistung zu erzielen 36. Beim Crigler-Najjar-Syndrom hat sich 

gezeigt, dass ca. 12% der Lebermasse des Empfängers benötigt werden 6. In wie 

weit diese Erfahrung jedoch auf andere Ätiologien der Leberinsuffizienz übertragbar 

ist, bleibt bis dato unklar. Als nächste Herausforderung zeigt sich die Wahl des 

geeigneten Applikationsortes. Leber und Milz sind die gebräuchlichsten 

Implantationsorte für eine erfolgreiche Integration und Funktionalität der Leberzellen 
29. Während beim chronischen Leberversagen die Architektur der zirrhotischen Leber 

das Anwachsen über die Pfortader applizierter Zellen erschwert, finden sich in der 

Milz als in diesem Falle alternativen Zielort zahlreiche immunkompetente Zellen, die 

eine Abstoßung initiieren könnten 6. Bei akutem Leberversagen und metabolischen 

Lebererkrankungen hingegen ist die intraportale Applikation bisher Standard. Wegen 

der Gefahr des portalen Hochdrucks und der Mikrothrombenbildung sollte hierbei 

jedoch nicht mehr als 1% der Lebermasse in einer Sitzung transplantiert werden, 

obwohl insgesamt etwa 10% der Empfängermasse erreicht werden müssen. Durch 

gleichzeitige Heparingabe und wiederholte Infusionen können diese Gefahren 
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minimiert werden 6, 29. Die intraperitoneale Route macht zwar die Applikation einer 

suffizienten Menge möglich 37, aber auch hier sind die transplantierten Zellen dem 

Angriff des Immunsystems ausgesetzt. Die Nierenkapsel wurde in Tierversuchen als 

Implantationsort untersucht, erwies sich jedoch als zu klein 38. Daneben liegt eines 

der größten Probleme im erforderlichen Anwachsen und Integrieren der 

transplantierten Hepatozyten in das Empfängerleberparenchym. Ein Hepatozyt hat 

einen Durchmesser von 20 – 40 µm. Dagegen sind die Fenestrationen der 

Sinusoide, die es zu überwinden gilt, nur 6 - 9 µm groß. Dieses Missverhältnis löst 

eine portale Hypertension und einen transienten Ischämie-Reperfusionsschaden aus, 

der wiederum Kupffer-Zellen stimuliert und zur TNFα-Ausschüttung führt. Das erhöht 

die Gefäßpermeabilität: Die Hepatozyten heften sich am aktivierten Endothel an und 

gelangen durch die sinusoidalen Fenestrationen ins Leberparenchym, wo sie gap 

junctions und Gallenkanälchen 3 – 7 Tage nach Zelltransplantation bilden 39, 40. Für 

den klinischen Alltag ist es wichtig, Verbleib und Integration transplantierter Zellen 

nicht nur über Veränderungen biochemischer Parameter, sondern auch über 

bildmorphologische Verfahren nachzuweisen 5. Als derzeitiges 

Routinenachweisverfahren steht lediglich die Biopsie für die Analyse von short-

tandem-repeats, die als Wiederholung kurzer Basenpaarmuster auf der DNA für die 

genetische Individualisierung verwendet werden 41, die Bestimmung der 

Genexpression von leberspezifischen Transkripten 42 oder die Real-time-

Polymerasekettenreaktion (PCR) des Y-Chromosoms bei Geschlechtsunterschieden 

von Empfänger und Spender 43 zur Verfügung. Diese Tests sind jedoch durch ihre 

Invasivität und den damit verbundenen Risiken sowie die Analyse nur eines kleinen 

nicht zwingend repräsentativen Teils der Leber limitiert 5. Aus diesem Grund sind 

neuartige nicht-invasive Methoden erforderlich, um das Schicksal transplantierter 

Zellen zu verfolgen. In Tierexperimenten gelang durch Zellmarkierung mit 

Radioisotopen wie 111-Indium 44 und 99m-Technetium 45 der Nachweis von 

Hepatozyten. Da die Isotope allerdings zerfallen und gleichzeitig eine 

Strahlenbelastung darstellen, kann diese Technik nur eine kurze Detektion bei 

einmaliger Anwendung liefern. Eine vielversprechende Möglichkeit bietet daher die 

Magnetresonanztomographie (MRT), über die Zellen, welche in vitro mit einem 

Kontrastgeber markiert wurden, nachgewiesen werden können 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52.  
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2.2.2 Detektion transplantierter MPIO-markierter Hepatozyten mittels MRT 
Für die Leberzelltransplantation sind zuverlässige nicht-invasive Methoden zur 

Beurteilung des Zellüberlebens und der Zellintegration unverzichtbar 53. Die 

Magnetresonanztomographie kann prinzipiell als geeignetes bildgebendes Verfahren 

dienen. Einerseits bietet sie eine detaillierte Wiedergabe anatomischer Verhältnisse, 

andererseits kommt im Vergleich zu anderen bildgebenden Verfahren bei der MRT 

weder Röntgen- noch Gammastrahlung zum Einsatz 54. Somit kann sie ohne größere 

Risiken für den Patienten angewandt werden und eignet sich für eine längerfristige 

Verlaufskontrolle 52. Der Gebrauch von intrazellulären kontrastgebenden 

Substanzen, welche vor Transplantation mit den Zellen inkubiert werden, ermöglicht 

ihre Darstellung in der MRT. Das erste von der U.S. Food and Drug Administration 

(FDA) zugelassene MR-Kontrastmittel war Gadopentetat-Dimeglumin, das jedoch 

wegen langer Retentionszeiten im Körper und noch unklaren Abbaumechanismen, 

Toxizität und reduzierter T1-Relaxivität nie den Sprung in die klinische Testung zur 

Verfolgung transplantierter Zellen schaffte 49. Durch Markierung der Zellen mittels 

superparamagnetischer Eisenoxid-Partikel (superparamagnetic iron-oxide particle, 

SPIO) wird in der MRT ein hypointenses Signal in der T2-/ T2*-Wichtung erzeugt, so 

dass eine in vivo Darstellung der SPIO-markierten Zellen möglich wird 48. Erste 

klinische Studien berichteten über die Markierung von dendritischen, neuronalen 

Stamm- und Inselzellen und deren erfolgreiche kernspintomographische 

Visualisierung 49, 55, 56. Für eine sichere Detektion braucht es aber eine große 

Beladungszahl von Eisenpartikeln pro Zelle, um den nötigen Kontrast zu erreichen. 

Darüber hinaus besteht durch instabile Eigenschaften der SPIOs die Gefahr der 

nachlassenden Darstellbarkeit sowie der Zytotoxizität 52. Zusätzlich sind bei 

Übertragung dieser Technik in den Klinikalltag, wo andere 

Magnetresonanztomographen, Magnetspulen und Untersuchungssequenzen als in 

der Kleintierforschung zur Verfügung stehen, Kontrastgeber mit hoher Relaxivität 

erforderlich. Diese Limitierungen scheinen Eisenoxid-Partikel in Mikrometergröße 

(micron-sized paramagnetic iron-oxide particle, MPIO) zu überwinden 51. Die 

Partikelaufnahme in die Zellen ist sicher und schnell, der Kontrast auf Grund des 

höheren Eisengehalts größer, die Auflösung besser und die Relaxivität höher, was zu 

einem größeren Grad an Hypointensität in der MRT führt 51, so dass die 

Detektierbarkeit auf Einzelzellniveau möglich ist 50, 57. Shapiro et al. konnten zeigen, 

dass Zellen, die mit MPIOs markiert wurden, den 3-fachen Eisengehalt enthielten im 
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Vergleich zur SPIO-Markierung 58. Ein Protokoll zur Markierung menschlicher 

Hepatozyten mit MPIOs, bei dem pro Leberzelle 30 Partikel für 4 Stunden in einer 

Adhäsionskultur inkubiert werden, konnte bereits etabliert werden 52. In vitro waren 

die Zellen mit einem 3.0 Tesla MR-Tomographen nachweisbar und Markierung und 

Resuspension hatten im Vergleich zu Kontrollgruppen keine negativen Auswirkungen 

auf Viabilität, enzymatische und metabolische Aktivitäten der Zellen 52. Die 

Zellmarkierung mit eisenoxidhaltigen Partikeln in vitro und die dadurch bedingte 

Visualisierbarkeit in der MRT in vivo hat das Potential, von einer vielversprechenden 

Technik zur Identifikation transplantierter Hepatozyten zur Standardmethode zu 

werden.  

2.3 Großer oder kleiner Kampf? Aspekte der Immunabwehr  

2.3.1 Transplantationsimmunologie 

Jegliche Art von allogener Transplantation muss sich auch immer der 

Herausforderung ihrer Wirkung auf das Empfängerimmunsystem und dessen 

Reaktion stellen. Immunmechanismen bei Transplantationen werden primär von T-

Zellen vermittelt 59. T-Zellen erkennen fremde Antigene über peptidbindende 

Glykoproteine, den MHC-Molekülen, die das an sich gebundene Antigen auf der 

Zelloberfläche präsentieren 60. Diese Zelloberflächenglykoproteine, die polymorph 

sind, werden von Genen des Haupthistokompatibilitätskomplexes (major 

histocompatibility complex, MHC, auch human leukocyte antigens, HLA), die polygen 

sind, codiert: Es gibt die MHC-Klasse-I-Hauptgene HLA-A, -B, -C und die MHC-

Klasse-II-Hauptgene HLA-DR, -DP, -DQ, so dass jedes Individuum über eine Gruppe 

von MHC-Molekülen mit unterschiedlichen Peptidbindungseigenschaften verfügt 61. 

Zytokine wie Interferon gamma (INFγ) und Tumornekrosefaktor alpha/beta (TNFα/β), 

die während  einer Immunantwort freigesetzt werden, können die Expression von 

MHC-I- und  MHC-II-Molekülen auf antigenpräsentierenden Zellen (antigen 

presenting cells, APC) sowie Parenchymzellen verschiedener Organtransplantate 

verstärken und sogar die Expression von MHC-II-Molekülen bei bestimmten 

Zelltypen auslösen, die diese Moleküle normalerweise nicht herstellen 62 63. Somit 

bietet der Nachweis ihrer Hochregulierung, also die vermehrte Expression dieser 

Moleküle, einen guten Indikator für eine stattgehabte Immunreaktion. Unterscheiden 

sich Spender und Empfänger in ihren MHC-Molekülen, lösen die Alloantigene auf 

dem Transplantat eine Immunreaktion aus 64. Daneben existieren  
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Nebenhistokompatibilitätsantigene, die als Peptide von MHC-Molekülen auf den 

Zellen des Transplantats präsentiert werden und bei Unterscheidung zwischen Donor 

und Empfänger zusätzlich zu einer Abstoßungsreaktion beitragen können 64. Deshalb 

wird bei Nieren-, Pankreas-, Dünndarm- und Knochenmarkstransplantationen eine 

möglichst große HLA-Übereinstimmung zwischen Spender und Empfänger gesucht 
65.  Bei der Lebertransplantation scheint allerdings der Einfluss des sonst so nötigen 

HLA-matching auf das Transplantatüberleben eher gering zu sein 66. Studien konnten 

überwiegend keinen Einfluss des HLA-matching auf das Langzeitergebnis belegen. 

Insgesamt sind die klinischen Erfolge auf dem Gebiet der Transplantationsmedizin 

eher auf Fortschritte in der Immunsuppressionstherapie als auf eine bessere 

Abstimmung von HLA-identischen Spendern und Empfängern zurückzuführen 64.  

Mit Hilfe ihrer T-Zell-Rezeptoren, von denen jede T-Zelle etwa 30 000 besitzt, erfolgt 

die Kontaktaufnahme der T-Zellen sowohl mit dem MHC-Molekül als auch mit dem 

antigenen Peptid 67. Es gibt zwei wichtige Untergruppen von T-Zellen, die sich durch 

die Zelloberflächenproteine cluster of differentiation (CD) 4 und CD8 unterscheiden. 

CD4 bindet an das MHC II-Molekül, das auf B-Lymphozyten, dendritischen Zellen, 

Makrophagen und anderen antigenpräsentierenden Zellen zu finden ist, während 

CD8 auf zytotoxischen T-Zellen das MHC I-Molekül, welches sich auf allen 

kernhaltigen Zellen befindet – auf Leberzellen im Vergleich zu Immunzellen in 

kleinerer Anzahl – erkennt 68. CD4 und CD8 dienen als sogenannte Co-Rezeptoren: 

Wenn sie und der T-Zell-Rezeptor gleichzeitig an denselben MHC-Peptid-Komplex 

binden können, erhöht sich die Empfindlichkeit einer T-Zelle für ein Antigen stark, so 

dass sich die zur Aktivierung der T-Zelle benötigte Antigenmenge auf ein Hundertstel 

verringert 69, 70. Die Interaktion zwischen dem T-Zell-Rezeptor und seinem Liganden, 

dem MHC-I- bzw. MHC-II-Oberflächenmolekül, das ein entsprechendes 

immunogenes Peptid bindet, stellt den ersten Stimulus zur Aktivierung naiver T-

Zellen dar. Der zweite Stimulus ist nicht antigenspezifisch und besteht aus der 

Interaktion zwischen einer Vielzahl von co-stimulatorischen Molekülen auf der 

Oberfläche von APCs und den korrespondierenden Rezeptoren auf T-Zellen 71.  

Die Alloantigene eines Transplantats werden den T-Lymphozyten des Empfängers 

auf zwei Arten präsentiert. Organtransplantate enthalten antigenpräsentierende 

Zellen des Spenders, die allogene MHC-Moleküle exprimieren und einen wichtigen 

Stimulus für die Alloreaktivität der Empfänger-T-Zellen darstellen. Man nimmt an, 

dass bei dieser direkten Erkennung die APCs das Transplantat verlassen und über 
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die Lymphflüssigkeit zu den regionalen Lymphknoten gelangen. Dort können sie 

naive T-Zellen des Empfängers aktivieren, die entsprechende T-Zell-Rezeptoren 

tragen. Beim indirekten Weg nehmen APCs des Empfängers allogene MHC-Proteine 

auf und präsentieren diese mit Hilfe der eigenen MHC-Moleküle den eigenen T-

Zellen 72. Darüber hinaus exprimieren antigenpräsentierende Zellen co-

stimulatorische Faktoren, die beispielsweise in der B7-CD28-Interaktion münden und 

für die Aktivierung der T-Zellen unerlässlich sind 73, 74. Nach Aktivierung bilden die T-

Zellen das Zytokin Interleukin-2 (IL-2) und induzieren die Synthese der α-Kette 

(CD25) des IL-2-Rezeptor auf ihrer Zelloberfläche. Während die β- und γ-Ketten des 

Rezeptors auch im unaktivierten Zustand vorhanden sind, findet die Bildung der α-

Kette erst nach Antigenbindung statt. Erst wenn der Rezeptor aus allen 3 

Untereinheiten besteht, ist die Affinität zwischen ihm und IL-2 ausreichend hoch. CD 

25 dient demnach als guter Aktivierungsmarker des Immunsystems. IL-2 fördert als 

Wachstumsfaktor die Proliferation und Differenzierung der T-Zellen 75. Am Ende der 

Immunaktivierungskaskade stehen die T-Effektorzellen zum Angriff bereit. Zu ihren 

wichtigsten Aufgaben gehören die Apoptoseauslösung in den Zielzellen durch 

zytotoxische CD8+ T-Zellen 76, 77, die Aktivierung von Makrophagen durch INF-γ-

produzierende CD4+ Th1-Zellen, die zusammen die zellvermittelte Immunität bilden 
78, 79 sowie die über CD40-CD40-Liganden-Bindung und Zytokinausschüttung 

vermittelte antigenspezifische CD4-B-Zell-Interaktion. Letztere führt zur B-

Zellproliferation und –differenzierung, was in der Antikörperbildung für die humorale 

Immunreaktion mündet 80, 81.  

2.3.2 Die Immunabwehr nach Hepatozytentransplantation 
Ursprünglich dachte man, bei der Leberzelltransplantation ein leichtes Spiel auf dem 

Kampffeld der Empfängerimmunzellen gegen Fremdleberzellen zu haben, da  

Hepatozyten als weniger immunogen als Ganzorgantransplantate galten und eine 

Immunsuppression somit verzichtbar würde 40. Grund dafür war das Wissen über die 

Leber als immunprivilegiertes Organ 82, das bei Transplantationen in Tiermodellen 

sogar ohne Immunsuppression akzeptiert wurde 83 sowie die Erkenntnis über die 

Toleranzeigenschaften von Leberzellen 84. Spenderlebern sind in der Lage, eine 

Immuntoleranz zu induzieren und damit sogar andere parallel transplantierte Organe 

zu schützen 83. Bei der OLT reichen im Vergleich zu anderen soliden Organen oft 

weniger Immunsuppressiva aus 85. Bumgardner und Orosz fanden jedoch bei der 

Transplantation transgener Leberparenchymzellen auf Grund ihrer großen 
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Antigenität eine schnelle Abstoßungsreaktion vor 86. Bei der Autopsie eines Patienten 

nach Hepatozytentransplantation auf Grund eines akuten Leberversagens konnten 

38 Tage nach Absetzen der Immunsuppression weder Hepatozyten in der Milz noch 

in der Leber nachgewiesen werden 22. Allogene transplantierte Hepatozyten 

überleben demnach nur 7 - 10 Tage ohne Immunsuppression 85. Eine mögliche 

Erklärung für diese Diskrepanz von Immunogenität zwischen Leber und Leberzellen 

könnte die spezielle Anatomie und Funktion der Leber sein. Diese muss von Hause 

aus über das Pfortadersystem zufließende Fremdantigene und potentiell 

immunogene Elemente aus der Milz tolerieren 86 und weist eine einzigartige drei-

dimensionale Architektur auf, die einen Angriff des Immunsystems im Organverband 

im Vergleich zur Einzelzelle erschwert. Zudem können bei Hepatozyten während des 

Isolierungsprozesses Oberflächenproteine verändert werden 87, über welche sie 

erkennbar(er) werden. Folglich kann bei der Leberzelltransplantation nicht auf 

Immunsuppressiva verzichtet werden. Es gibt aber keinen allgemeinen Konsens über 

die Art des Regims. Die meisten Zentren benutzen das Protokoll der 

Lebertransplantation, bei dem Tacrolimus oder Ciclosporin, beides Calcineurin-

Inhibitoren, in Kombination mit Steroiden verabreicht werden. Dieses Schema wird 

zum Teil um Sirolimus, das die Zytokin-vermittelte Signaltransduktion und somit die 

Aktivierung und Progression der T-Lymphozyten hemmt oder Mycophenolat-Mofetil 

als Inhibitor der Synthese der Guanin-enthaltenen Purine, die unerlässlich für die 

Proliferation von Lymphozyten sind, ergänzt 5, 30. Zusätzlich kommen monoklonale 

Antikörper gegen den Interleukin-2-Rezeptor wie Basiliximab zum Einsatz 88. Doch 

trotz der Unterdrückung des Immunsystems gibt es Probleme hinsichtlich des 

Langzeitüberlebens der Hepatozyten: Nach etwa 6 - 9 Monaten gehen die Zellen 

unter. Die Gründe dafür liegen noch im Verborgenen: Sind es unspezifische 

Mechanismen wie Apoptose oder spezifische zellvermittelte Mechanismen oder 

humorale Abstoßungsreaktionen 6? Es gibt wenige Studien, die sich mit dieser Frage 

bei Leberzelltransplantation beschäftigen. Allen et al. untersuchten den Untergang 

der Spenderhepatozyten bei einem Patienten mit Crigler-Najjar-Syndrom Typ I und 

beobachteten, dass sich nach erfolgreichem Anwachsen der Zellen eine graduelle 

Funktionsabnahme bedingt durch den Verlust der Zellen einstellte 87. Nachdem es 

keinen Hinweis auf eine humorale Antwort gab, schlossen die Autoren auf eine T-

Zell-vermittelte Abstoßung: Der Empfänger zeigte eine CD8+ Alloreaktivität gegen 

ein bestimmtes HLA-Klasse-I-Antigen, welches nur vom Hepatozytenspender 
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stammen konnte 87. Ein anderer Aspekt lässt sich beim Prozess der 

Leberzellisolierung beleuchten: Immunkompetente Zellen wie antigenpräsentierende 

Zellen werden dabei durch die Purifikation der Hepatozyten meist entfernt. Diese 

Zellen sind aber nicht nur auf dem Weg zu einer Immunantwort wichtig, sondern 

aktivieren auch T-regulatorische Zellen, die wiederum für die Toleranzentwicklung 

essentiell sein sollen 89. Weiterhin exprimieren Hepatozyten auf ihrer Oberfläche das 

HLA-Antigen-I sowie andere Proteine wie CD40. In vitro Studien mit menschlichen 

Hepatozyten haben ergeben, dass die Bindung von CD40 an seinen Liganden 

CD154 (CD40-Ligand) auf T-Zellen, ein Vertreter der TNF-Familie,  eine T-

Zellaktivierung und Apoptose vermittelt 90. Außerdem exprimieren Leberzellen 

Oberflächenadhäsionsmoleküle wie das interzellulare Adhäsionsmolekül 1  

(intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1), das vaskuläre Adhäsionsprotein 

(vascular adhesion protein, VAP) und E-Cadherin, die zur Aktivierung von T-Zellen 

beitragen könnten 91. Der Ligand von E-Cadherin, CD103, ist auf T-Zellen 

hochreguliert, die die Leber nach Hepatozytentransplantation infiltrieren. Im 

Gegensatz dazu kommt es bei Inselzelltransplantaten nicht zur Initiierung solch einer 

Immunantwort 92. Man nimmt an, dass alles zusammen Teil eines komplexen CD8-

abhängigen CD4-unabhängigen 87 oder CD4-abhängigen 93 Abstoßungsprozesses 

ist: Der T-Zellrezeptor auf CD8+ T-Zellen kann das MHC-Klasse-I-Peptid auf 

allogenen Leberzellen erkennen und vermittelt über co-stimulatorische Signale von 

CD4+ T-Zellen die Entwicklung von CD8+ T-Zellen zu alloreaktiven zytotoxischen T-

Zellen 86. Auf der anderen Seite wird die CD4+abhängige Zerstörung der 

Hepatozyten bei Abwesenheit von CD8+ Zellen über alloreaktive Antikörper realisiert 
94. Interessanterweise sind die Immunmechanismen bei Abstoßung allogener 

Leberzellen andere als jene bei allogenen Inselzell- oder Herztransplantaten, wo die 

Abstoßung allein über den CD4+abhängigen Weg vermittelt wird 86. Zusätzlich 

betonen Wesolowska et al. in ihrer Arbeit, dass das angeborene Immunsystem eine 

wichtige Rolle bei der Abstoßungsreaktion spielt, da nach Eliminierung von 

Natürlichen Killerzellen (NK) eine frühe Dysfunktion der transplantierten Leberzellen 

verhindert werden konnte 95. Bei Mäusen, die allogene Leberzellen erhielten, wurden 

1-3 Tage nach Transplantation Granulozyten, NK und Makrophagen in der 

Umgebung von sich integrierenden Hepatozyten gefunden 85. In vitro führt die Co-

Kultur von Granulozyten und syngenen Hepatozyten durch zytotoxische Reaktionen 

zur Lyse letzterer. Monozyten erzielen einen vergleichbaren, wenn auch weniger 
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ausgeprägten Effekt 96. Mehr als 70 % der transplantierten Leberzellen sollen durch 

diese frühe Immunantwort des angeborenen Immunsystems bereits zerstört werden 
39.  

Die Immunmechanismen nach Hepatozytentransplantation sind komplex und 

weitestgehend noch nicht verstanden. Die Immunabwehr ist (noch) wehrhaft und 

erfordert weitere Studien, um wegweisende Erkenntnisse auf diesem Gebiet zu 

gewinnen.   

2.4 Fragestellung 
Zur Erfolgs- und Qualitätskontrolle sowie zum Ausschluss einer unerwünschten 

Akkumulation der transplantierten Zellen außerhalb des Zielorgans ist eine nicht-

invasive Methode zur Detektion der Leberzellen bezüglich Lokalisation, Integration 

und Langzeitüberleben erforderlich. Die MRT-Technik zur in vivo Visualisierung nach 

Transplantation der in vitro markierten Hepatozyten mit Eisenoxidpartikeln (MPIOs) 

scheint derzeitig eine vielversprechende Methode darzustellen. Wenig beleuchtet ist 

bis dato jedoch die Auswirkung der nano- bis mikrometergroßen paramagnetischen 

Eisenoxidpartikel auf das Rezipienten-Immunsystem, da nach jetzigem 

Kenntnisstand die Leberzelltransplantation ohnehin nicht ohne immunsuppressiven 

Schutz durchgeführt werden kann. Zur weiteren Etablierung dieser neuen 

Nachweismethode von transplantierten Hepatozyten ist es aber nötig, den Einfluss 

der Eisenoxidmarkierung der Leberzellen auf ihre immunogenen Eigenschaften zu 

untersuchen und negative Effekte auszuschließen. Eine weitere Bedingung für den 

erfolgreichen Schritt vom Forschungslabor zur Patientenanwendung sind Modelle, 

die der menschlichen Anatomie, Biochemie und Physiologie nahe kommen, wie es 

im Großtiermodell Schwein gegeben ist. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit 

dem immunogenen Potential von MPIOs bei konstanter Immunsuppression durch 

Analyse der Immunantwort des Empfängers nach Transplantation MPIO-markierter 

Hepatozyten im Vergleich zur Immunreaktion nach Transplantation naiver 

Hepatozyten und isolierter MPIOs im Großtiermodell Schwein. Parallel soll die 

Evaluierung der Applikationsrouten via A. gastroepiploica, Milzparenchym und 

Pfortader aus immunologischer Sicht erfolgen. 

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:  

• Kommt es nach Transplantation MPIO-markierter porciner Hepatozyten in 

Leber und Milz trotz Immunsuppression zu einer Aktivierung des 
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Empfängerimmunsystems und ist diese stärker als jene nach Transplantation 

naiver Hepatozyten?  

• Lösen die Applikationsrouten A. gastroepiploica, Milzparenchym und Pfortader 

unterschiedliche Immunantworten aus und sollte einer der genannten 

Applikationswege aus immunologischer Sicht bevorzugt werden?  

• Haben isolierte MPIO-Partikel ein immunogenes Potential? 

 

Um die genannten Aspekte im richtigen Kontext werten zu können, ist es wichtig, die 

Immunogenität primärer porciner Hepatozyten zu untersuchen und das etwaige 

Ausbleiben einer Immunantwort wegen möglicher geringer Immunogenität der 

Leberzellen nicht als Unbedenklichkeitsnachweis der MPIOs fehlzudeuten.  

 

• Regulieren porcine Hepatozyten nach Zytokinstimulation mit INFγ und TNFα, 

wie sie regelhaft während einer Immunreaktion ausgeschüttet werden, ihre 

MHC I- und MHC II-Moleküle hoch, so dass sie durch die vermehrte 

Präsentation ihrer allogenen Peptide für das Empfängerimmunsystem 

erkennbar werden? 

• Ist ein dosisabhängiger Einfluss nachweisbar? 
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3. Material und Methoden 
3.1 Materialliste 
Die Auflistung der verwendeten Materialien erfolgt jeweils in alphabetischer 

Reihenfolge. 

3.1.1 Reagenzien 
Reagenz Hersteller 

Aqua dest: RNase- und DNasefrei Gibco by Life Technologies Co., USA 

Biocoll Separating Solution Biochrom AG, Berlin 

CaCl2 2H2O Merck KGaA, Darmstadt 

Chloroform Biochrom AG, Berlin 

DMSO: Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

Ethanol: 70% Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

FCS (Fetales Kälberserum) Biochrom AG, Berlin 

HBSS: Hanks` Balanced Salt Solution Biochrom AG, Berlin 

Hepes Buffer Merck KGaA, Darmstadt 

High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit 

Applied Biosystems by Life Technologies 

Co., USA 

Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Kcl Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Kollagenase P Roche, Mannheim 

L-Alanyl-L-Glutamin Biochrom AG, Berlin 

Mastermix: TaqMan® Gene Expression 

Master Mix 

Applied Biosystems by Life Technologies 

Co., USA 

MgSO4 2H2O Merck KGaA, Darmstadt 

MPIO (micron-sized particles of iron 

oxide) 

Bangs Laboratories, USA 

NaCl Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

Natriumazid Merck KGaA, Darmstadt 

Natrium-Pyruvat Biochrom AG, Berlin 
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Paraformaldehyd Serva Electrophoresis GmbH, 

Heidelberg 

PBS: Dulbecco’s phosphate buffered 

saline  

PAA, Österreich  

RPMI 1640 Medium Biochrom AG, Berlin 

Trizol® LS Reagent 

 

Invitrogen by Life Technologies Co., 

USA 

 

Trypanblau: 0,4% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

Trypsin/EDTA-Lösung Biochrom AG, Berlin 

Williams Medium E Biochrom AG, Berlin 

Williams Medium E Waschmedium Genaxxon Biosciences, Biberach 

 

3.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Hersteller 

Auslaufpipetten Falcon® 1 ml, 2 ml, 5 ml, 

10 ml und 25 ml 

BD Biosciences, USA 

Blutentnahmekanüle BD Vacutainer®  BD Biosciences, USA 

Blutentnahmeröhrchen BD Vacutainer®  BD Biosciences, USA 

Darmrohr Ratiomed®, Megro, Wesel 

Deckgläser Menzel Gläser, Braunschweig 

FACS-Röhrchen Falcon® 5 ml BD Biosciences, USA 

Falcon® Röhrchen (15 ml, 50 ml) BD Biosciences, USA 

Filter Tips: FT 100 und FT 10E Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Filter Tips Biosphere® 2-200µl und 100-

1000µl 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Gasfilter: Sartorius Minisart® Sartorius AG, Göttingen 

Kryoröhrchen: 1,6 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

MicroAmp® Optical Tube 0,2 ml Applied Biosystems by Life Technologies 

Co., USA 

MicroAmp® Optical 8-Cap Strip Applied Biosystems by Life Technologies 

Co., USA 
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MicroAmp® Cap Installing Tool Applied Biosystems by Life Technologies 

Co., USA 

Neubauerzählkammer Brand Gläser, Wertheim 

Perfusorspritze B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Prolene 3-0 (resorbierbar) Ethicon Johnson & Johnson Medical 

GmbH, Norderstedt 

Reaktionsgefäß: 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg 

Reaktionsgefäße: 0,6 ml und 1,6 ml, 

RNase-, Dnasefrei 

Biozym Scientific GmbH, Hessisch 

Oldendorf 

Tabotamp®  Ethicon, Johnson & Johnson Medical 

GmbH, Norderstedt 

Venenverweilkatheter Braunüle® 18G, 

20G 

B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Vicryl® 3-0, 5-0 (resorbierbar) Ethicon, Johnson & Johnson Medical 

GmbH, Norderstedt 

Zellkulturflasche Falcon® (A=175cm2) BD Biosciences, USA 

Zellkulturplatte Falcon® (12 well, 24 well) BD Biosciences, USA 

Zentraler Venenkatheter Certofix® Trio: 

16G, 18G, 18G 

B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

3.1.3 Geräte und Software 
Gerät/Software Hersteller 

Begasungssystem DASGIP AG, Jülich 

Durchflusszytometer: BD FACSCalibur™ BD Biosciences, USA 

Durchflusszytometrie: Software 

CellQuest Pro 

BD Biosciences, USA 

Eppendorf-Pipetten Eppendorf AG, Hamburg 

Excel® 2008 für Mac Microsoft® Inc., USA 

FlowJo Version 8.8.6. Tree Star Inc., USA 

GraphPad Prism Version 6.0 GraphPad Software, Inc., USA 

Mikroskop: Axiovert 40 CFL Zeiss, Göttingen 

Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences GmbH, Fernwald 

Real Time PCR System 7500 Applied Biosystems, USA 

Real Time PCR Systems 7500 SDS Applied Biosystems, USA 
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Software 

Sauger: Vacusafe Biosciences Integra Biosciences AG, Schweiz 

Spektralphotometer: Nano Drop ND-

1000 

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 

Sterilbank: LaminAir® HBB 2448 Heraeus Instruments, Hanau 

Stickstofftank: Arpege 55 Air Liquide Medical GmbH, Düsseldorf 

Thermal Cycler: MJ Research PTC-200  GMI Inc., USA 

Vortexer: Vortex-Genie 2 Scientific Industries, USA 

Wasserbad Köttermann GmbH & Co. KG 

Labortechnik, Uetze 

Zentrifuge: Multifuge 3 S-R Thermo Fisher Scientific Inc., USA  

3.1.4 Lösungen und molekularbiologische Produkte 

Puffer und Lösungen 
 Calciumfreie Lösung 

 DMSO-Lösung: 80% FCS, 20% DMSO 

 FACS-Puffer: PBS, 2% FCS, 0,1% Na-Acid 

 Kollagenlösung: Kollagenfertiglösung + PBS 1:50 

 Kollagenasepuffer: Kollagenasestammlösung + 400 mg Kollagenase P steril 

filtriert; anschließend Calcium und Magnesium hinzugefügt 

 Parafomaldehydlösung: 5 g Parafomaldehyd in 400 ml PBS über Nacht bei 

50°C mittels Magnetrührer gelöst, auf pH 7,4 eingestellt und mit PBS auf 500 

ml aufgefüllt 

 RPMI-Lösung: RPMI 1640, 5 % Hepes, 1% Streptomycin/Penicillin,  

1% L-Glutamin, 1 % Natrium-Pyruvat 

 Williams Medium E supplementiert: 1 M Insulin, 1 M 

Dexamethason/Fortecortin, 100 U/ml Penicillin G, 40 g/ml Gentamycin, 100 

g/ml Vancomycin, 2 g/ml Fluconazol, 1 mM Natrium-Pyruvat, 15 mM N-2-

Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethan-Schwefelsäure-Puffer (HEPES), 4 mM L-

Glutamin und 50 ml 10%-iges fetales Kälberserum (FCS) 

Zytokine 
 INFγ Recombinant Swine, Fa. Gibco® by Life Technologies Co., USA 

 Tumor Necrosis Factor α Recombinant Swine, Fa. Gibco® by Life 

Technologies Co., USA 
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Primärantikörper 
Antigen Spezies Fluoreszenz Hersteller 

CD3 epsilon Maus, monoklonal, 

anti-pig 

Biotin Abcam, UK 

CD4a Maus, monoklonal, 

anti-pig 

PE BD Biosciences, 

USA 

CD25 Maus, monoklonal, 

anti-pig 

 AbD Serotec, USA 

HLA DR + HLA DP 

(MHC II) 

Maus, monoklonal, 

anti-pig 

FITC Abcam, UK 

IgG2a 

(Isotypkontrolle) 

Maus, monoklonal PE BD Biosciences, 

USA 

 

Sekundärantikörper 
Antigen Spezies Fluoreszenz Hersteller 

IgG1 Ratte, anti-mouse PerCP BD Biosciences, USA 

 
Second Step Reagent 

 APC Streptavidin, Fa. BD Biosciences, USA 

Primer 
Gen Assay ID Hersteller 

HPRT1 Ss03388274_m1 

SLA-6 (MHC I) Ss03389934_m1 

SLA-DRA (MHC II) Ss03389945_m1 

TaqMan® Gene 

Expression Assay,  

Applied Biosystems by Life 

Technologies Co., USA 

 

3.1.5 Medikamente 
Medikament Hersteller 

Baytril® Bayer Animal Health, Monheim 
Draxxin® Pfizer Pharma GmbH, Berlin 
Fentanyl  TAD Pharma GmbH, Cuxhaven 
Fluconazol Pfizer Pharma GmbH, Berlin 
Fortecortin Merck KGaA, Darmstadt 
Gentamycin BioWhitakker Europe, Essen 
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Heparin Ratiopharm, Ulm 
Insulin Biochrom AG, Berlin 
Isofluran Baxter Deutschland GmbH, 

Unterschleißheim 
M+Pac® MSD Animal Health GmbH, 

Schwabenheim 
Novaminsulfon® Vetoquinol GmbH, Ravensburg 
Paspertin® Solvay Arneimittel GmbH, Hannover 
Penicillin/ Streptomycin Gibco, GB 
Ranitic® Hexal AG, Holzkirchen 
Rompun® Bayer Vital GmbH, Leverkusen 
Sandimmun® Novartis, Nürnberg 
Solu-Decortin® Merck KGaA, Darmstadt 
Stresnil® Janssen Animal Health, Johnson & 

Johnson, Neuss 
Tazobac® Pfizer Pharma GmbH, Berlin 
Temgesic® Essex Pharma GmbH, München 
Urbason® solubile forte Sanofi, Frankreich 
Ursotamin® Serumwerk Bernburg AG, Bernburg 
Vancomycin Abott Deutschland, Ludwigshafen 
 

3.2 Versuchsablauf: Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten im 

Großtiermodell Schwein 
Zur Isolierung der Leberzellen erfolgte die Explantation der Leber von 

Hausschweinen. Die isolierten Leberzellen einer Leber wurden jeweils 3-4 Minipigs 

transplantiert. Dabei gab es 3 Experimentalgruppen: Die erste Gruppe von Tieren 

erhielt MPIO-markierte Hepatozyten, eine zweite erhielt native Hepatozyten und die 

dritte Gruppe isolierte MPIO-Partikel. In der ersten und zweiten Experimentalgruppe 

wurden die Tiere die Applikationsroute betreffend in weitere Untergruppen unterteilt: 

A. gastroepiploica, Milzparenchym und V. portae. Isolierte MPIO-Partikel wurden nur 

über die A. gastroepiploica infundiert (Abb. 1).  
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Abbildung 1: Studiendesign. Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten, nativer Hepatozyten und 
isolierter MPIO-Partikel über die Applikationsrouten A. gastroepiploica, Milzparenchym und Pfortader. 
Angegeben ist die Anzahl (n) von Tieren pro Gruppe. 

 

3.3 Leberzellisolierung 

3.3.1 Spendertiere 

Nach Genehmigung der geplanten Tierversuche durch die Tierversuchskommission 

durch das Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin (Genehmigungsnummer: 

G0110/08) wurden die Tiere unter standardisierten Bedingungen in der 

tierexperimentellen Einrichtung des Campus Virchow-Klinikum der Charité gehalten 

und versorgt. 

Die Lebern zur Isolierung der Hepatozyten stammten von 8 männlichen 

Hausschweinen der Landrasse (Tierhandlung Wolfgang Günther, Neuenhagen). Sie 

waren 8 Wochen alt und wogen 15-20 kg.  

3.3.2 Leberzellisolierung 
Nach Explantation der Leber 97 erfolgte die Isolierung der Hepatozyten auf der 

Grundlage eines modifizierten Protokolls von van de Kerkhove et al. 98 unter sterilen 

Bedingungen in einer Sterilarbeitsbank. Calciumfreie Lösung und kurz vor Isolierung 

angesetzter Kollagenasepuffer wurden im Wasserbad auf 37° C erwärmt. Über ein in 
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der Vena portae liegendes Darmrohr, das während der OP platziert wurde, konnte 

der Anschluss an einen Perfusionskreislauf geschaffen werden. Darüber wurde die 

Leber zunächst zur Lösung der Zell-Zell-Kontakte mit 2000 ml calciumfreier Lösung 

bei einer Flussrate von 200 ml/min durchspült und anschließend mit 800 ml 

Kollagenasepuffer (150-200 ml/min) über ein zweites Schlauchsystem perfundiert. 

Die Oxygenierung der Lösungen wurde durch einen Gasfilter realisiert (95% O2, 5% 

CO2). Nach ca. 10-15 min war der Verdauvorgang abgeschlossen und wurde mittels 

750 ml 4°C-kalter Hanks-Pufferlösung gestoppt. Nach manueller Lösung der Zellen 

und ihrer Filtration mittels Gaze in 50ml Falcon-Röhrchen folgte die Zentrifugation 

(Einstellung: Beschleunigung 9, Bremse 1, Zentrifugalbeschleunigung 50 g, Dauer 3 

min, Temperatur 4° C). Das Zellsediment wurde in 100 ml Williams-Medium-E-

Waschmedium resuspendiert. Zentrifugations- und Waschvorgang wurden 

anschließend 2x wiederholt. Daraufhin wurde das Zellgesamtvolumen von 300 ml in 

supplementiertem Williams-Medium-E aufgenommen. Die Quantifizierung und 

Vitalitätsbestimmung erfolgte mittels Trypanblau lichtmikroskopisch in einer 

Neubauerzählkammer. Danach wurde die Konzentration auf 1x106 Zellen/ml 

eingestellt und jeweils 9 ml Zellsuspension in Zellkulturflaschen (A=175 cm2) 

ausgesät. Diese waren zur Adhäsionsverbesserung bereits zuvor mit Kollagenlösung 

1:50 beschichtet und für 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert worden. Die 

Zellsuspension in den Kulturflaschen wurde mit jeweils 9 ml supplementiertem 

Williams-Medium-E aufgefüllt. Nach 18-stündiger Inkubationszeit bei 37°C im 

Brutschrank wurden die Zellkulturen mit PBS gewaschen und pro Kulturflasche mit 9 

ml frischem supplementiertem Williams-Medium-E versorgt.  

3.3.3 MPIO-Markierung der Leberzellen in vitro 

Die Markierung der Leberzellen erfolgte mit superparamagnetischen 1,6 µm großen 

Eisenoxidpartikeln, die einen durchschnittlichen Eisengehalt von ca. 1,1 pg/Partikel 

aufwiesen. Sie wurden mittels supplementiertem Williams-Medium-E in einer 

Konzentration von 60x106 Partikel/ml in Lösung gebracht, wovon jeweils 9 ml in die 

Zellkulturflaschen gegeben wurden. Nach 4-stündiger Inkubation bei 37°C im 

Brutschrank wurden die Leberzellen, die einen Großteil der Partikel über Endozytose 

aufgenommen hatten, 3x mit jeweils 10 ml PBS gewaschen. Um den markierten 

Zellrasen von seiner Adhäsionsfläche zu lösen, wurde in jede Zellkulturflasche 10 ml 

warme Trypsin-EDTA-Lösung gegeben. Eine 4-minütige Inkubation bei 37°C im 

Brutschrank folgte. Die Zugabe von 10 ml 4ºC-kaltem supplementiertem Williams- 
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Medium-E stoppte die enzymatische Aktivität des Trypsins. Nach Überführen der 

Zellsuspension in Falcon-Röhrchen und Zentrifugation (Einstellung: Beschleunigung 

9, Bremse 5, Zentrifugalbeschleunigung 50 g, Dauer 3 min, Temperatur 4º C) wurde 

der Überstand abgenommen und die Zellen wurden in 4ºC-kaltem PBS 

resuspendiert. Quantifizierung und Viabilitätsprüfung mittels Trypanblau schlossen 

sich an. Pro Empfängertier wurde das Zellsediment aus 18 Falcon-Röhrchen, in 30 

ml PBS gelöst, in eine Perfusorspritze überführt. Diese wurde bis zur Applikation bei 

4ºC im Kühlschrank gelagert. 

3.4 Leberzelltransplantation 

3.4.1 Empfängertiere 

Als Empfängertiere der Leberzelltransplantation wurden 18 Monate alte weibliche 

mini-pigs mit einem Gewicht von 25-31 kg gewählt. Bezugsquelle war die Firma 

Ellegaard Göttingen Minipigs A/S in Dänemark. 

3.4.2 Medikation 
Alle Empfängertiere erhielten 2 Wochen präoperativ eine Impfung gegen 

Mycoplasma hypopneumoniae (M+Pac), den am weitesten verbreiteten 

Krankheitserreger des Schweins. Die antibiotische Prophylaxe umfasste 2,5 

mg/kg/KG Tulathromycin i.m. (Draxxin® 10%) 2 Wochen vor LCT, intraoperativ 

einmalig Piperacillin und Tazobactam 4,5 mg i.v. (Tazobac®) und im Verlauf 

Enrofloxacin 10% (Baytril®). Erstmalig 2 Tage vor LCT und im weiteren Verlauf 

erfolgte die Gabe von 2-2,5 mg/10kg/KG Metoclopramid p.o. (Paspertin®) zur 

Steigerung der Magen-Darm-Motilität und antiemetischen Prophylaxe. Als 

Schmerztherapie diente die transdermale Anwendung von Fentanyl-Pflaster 75 µg/h 

(TAD®), Buprenorphin 0,3 mg/ml (Temgesic®) und Metamizol 2,5 mg/5ml 

(Novaminsulfon®). Ranitidin 150mg (Ranitic®) wurde als Magenschutz ins Futter 

gemischt. Wenn nicht anders angegeben, wurden die Medikamente an OP- und 

Blutentnahmetagen in Narkose i.v. oder i.m. und an den restlichen Tagen i.m. oder 

p.o. verabreicht (Tab. 1). 

Die Gabe der Immunsuppressiva Ciclosporin A 0,05 ml/kg/KG p.o. (Sandimmun®) 

und Prednisolon 0,5 mg/kg/KG p.o. (Solu-Decortin®/ Decortin H®) zweimal täglich 

erfolgte erstmalig 2 Tage vor LCT und wurde in diesem Rhythmus fortgesetzt (Tab. 

1). Entweder wurden den Tieren die Medikamente ins Maul gespritzt oder sie 

erhielten sie über Nahrungsvektoren. An OP- und Blutentnahmetagen belief sich die 
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tägliche CicloporinA-Dosis unter Narkose auf 0,2 ml/kg/KG i.m. und die Prednisolon-

Dosis auf 1 mg/kg/KG i.v.. Darüber hinaus erhielten die Tiere am Tag der 

Leberzelltransplantation Methylprednisolon-21-Hydrogensuccinat 250 mg i.v. 

(Urbason® solubile forte). Die CiclosporinA-Dosis wurde nach 

Blutspiegelbestimmung am 2. postoperativen Tag individuell angepasst.  

 
Tag Metoclopramid 

10mg/2ml 

Enrofloxacin 

10% oder 50 

mg 

Fentanyl  

75 µg/h 

 

Buprenorphin 

0,3mg/ml 

Metamizol 

2,5mg/5ml  

Ranitidin 

150mg 

CiclosporinA 

Saft:100mg/ml 

Injektionslsg: 

50mg/ml 

Prednisolon 

25mg/ml 

10mg/Tbl. 

-2 2 Gtt. p.o.      2x tgl. 0,05ml/ 

kg/KG p.o. 

 

2x tgl.  

0,5mg/kg 

p.o. 

-1 2 Gtt. p.o.      2x tgl. 

0,05ml/kg/KG 

p.o. 

2x tgl.  

0,5mg/kg 

p.o.  

0 
OP 

BE 

1ml i.v.  kleben 1ml s.c. 1ml i.v.  0,2ml/kg/KG 

i.m. 

1mg/kg/KG 

i.v. 

1 1ml i.m. 0,5-0,75ml 

i.m. 
 1ml i.m. 1ml i.m.  2x tgl. 0,05ml/ 

p.o. 

2x tgl. 

0,5mg/kg 

p.o. 

2 

BE 

1ml i.m. 0,5-0,75ml 

i.m. 
kleben 1 ml i.v. 1ml i.m.  0,2ml/kg/KG 

i.m. 

1mg/kg/KG 

i.v. 

3 2 Gtt. p.o. 

oder 1ml i.m. 

0,5-0,75ml 

i.m. oder 50-

75mg p.o. 

 bei Bedarf i.m. 1g p.o. gemör- 

sert in  

Futter 

2x tgl. nach 

Spiegel p.o. 

2x tgl.  

0,5mg/kg 

p.o. 

4 2 Gtt. p.o. 

oder 1ml i.m. 
0,5-0,75ml 

i.m. oder 50-

75mg p.o. 

 bei Bedarf i.m. 1g p.o. gemör- 

sert in  

Futter 

2x tgl. nach  

Spiegel p.o. 

2x tgl.  

0,5mg/kg 

p.o. 

5 2 Gtt. p.o. 

oder 1ml i.m. 
0,5-0,75ml 

i.m. oder 50-

75mg p.o. 

  1g p.o. gemör- 

sert in  

Futter 

2x tgl. nach 

Spiegel p.o. 

2x tgl. 

0,5mg/kg 

p.o. 

...         
14  
BE 

FI 

1ml i.m. 0,5-0,75ml 

i.m.  
  bei Bedarf gemör- 

sert in  

Futter 

nach Spiegel  

i.m. 

1mg/kg/KG 

i.v. 

Tabelle 1: Medikamentenplan. OP = Tag der Leberzelltransplantation; BE = Blutentnahme; FI = 
Finalisierung = Sektion der Tiere 

3.4.3 Zelltransplantation 
Die Tiere wurden nach einem Standardprotokoll der Forschungseinrichtung für 

experimentelle Chirurgie (FEM) der Charité im Nüchternzustand mit 4,8-5,3 ml 

Xylazin i.m. (Rompun®), 7,6-8,6 ml Ketamin i.m. (Ursotamin®), 3 ml Azaperon i.m. 

(Stresnil®) und 0,5-0,8 ml Atropin 1% i.m. prämediziert. Die Narkose wurde mit 2-7 
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mg/kg Propofol 1% i.v. eingeleitet und mit Isofluran 0,8-1,2% über mechanische 

Ventilation und Fentanyl i.v. (1-3 µg/kg als Bolus und 1-4 µg/kg/h) aufrechterhalten. 

Der Zugang zu Leber bzw. Milz gelang über eine mediane Laparotomie. Alle 

Empfängertiere erhielten 30 ml einer Zell- bzw. Partikelsuspension. Blutungen 

wurden bei Bedarf mittels Bipolarpinzette koaguliert, mit Tabotamp® verklebt oder 

übernäht (Vicryl 3-0, 5-0). Die Bauchdecke wurde mittels Fasziennaht (Vicryl 1 Plus), 

Subkutannaht (Vicryl 2-0) und Hautnaht (Prolene 3-0) verschlossen und die Wunde 

steril versorgt. Postoperativ wurden die Tiere mit Rotlicht gewärmt und fürsorglich 

überwacht. Nach MRT- und Blutuntersuchungen erfolgte die Finalisierung der 

Schweine am 14. postoperativen Tag mittels Kaliumchloridlösung. Post mortem 

wurden Leber, Milz, Nieren, Herz und Lungen entnommen und Gewebeproben für 

die histologische Aufarbeitung gewonnen.  

3.4.3.1 Applikation via Arteria gastroepiploica 
5 Tiere erhielten MPIO-markierte Hepatozyten, 2 Tiere nicht-markierte native 

Hepatozyten und 4 Tiere isolierte MPIOs über die A. gastroepiploica infundiert. Die 

gastroepiploischen Gefäße wurden freipräpariert, die Venen ligiert und abgesetzt und 

die Arterie doppelt angeschlungen (Vicryl 3-0), wobei der distale Teil ligiert wurde 

und der proximale offen blieb. Die Arterie wurde eröffnet und ein 

Venenverweilkatheter (18 G) platziert, über den die Milz mit 250 ml NaCl-Heparin-

Lösung (5000 I.E. Heparin 1:2500 verdünnt) gespült wurde. Während A. und V. 

lienalis abgeklemmt wurden, erfolgte die Zell- bzw. Partikelapplikation 3 min 

retrograd über die A. gastroepiploica. Nach Spülung mit 15 ml NaCl wurde die 

Klemme entfernt, die A. gastroepiploica dekanüliert und der proximale Teil ligiert. 

Bauchdeckenverschluss und postoperative Versorgung erfolgten wie oben 

beschrieben. 

3.4.3.2 Applikation via Milzparenchym 
5 Tieren wurden MPIO-markierte Leberzellen und 2 Tieren nicht-markierte 

Hepatozyten via intrasplenische Injektion verabreicht. Die gastroepiploischen Gefäße 

wurden aufgesucht und abgeklemmt. Mittels einer Kanüle (20 G) erfolgte die 

Injektion von jeweils 10 ml Zellsuspension auf Höhe der A. gastroepiploica einmal in 

kaudaler Ausrichtung und einmal in apikaler Orientierung und von 10 ml in den 

apikalen Milzpol. Nach Spülung mit 15 ml NaCl wurde die Klemme entfernt. Die 

Bauchdecke wurde verschlossen und die Wunde steril versorgt.  
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3.4.3.3 Applikation via Vena portae 
5 Tiere erhielten MPIO-markierte Hepatozyten und 2 Tiere nicht-markierte 

Hepatozyten in die Pfortader injiziert. Dafür wurde die V. portae dargestellt, eröffnet 

und mittels eines dreilumigen Zentralen Venenkatheters kanüliert. Über einen 

Schenkel wurde die Zellsuspension 5 min lang appliziert, während über einen 

anderen 30 ml einer NaCl-Heparin-Lösung (5000 I.E. Heparin 1:300 verdünnt) 

infundiert wurden. Der Katheter wurde entfernt und die Pfortader mit einer vorher 

gesetzten Tabaksbeutelnaht (Vicryl 5-0) verschlossen. Bauchdeckenverschluss und 

postoperative Versorgung erfolgten wie oben beschrieben. 

3.5 Durchflusszytometrie 

3.5.1 Blutentnahme 

Zur Analyse der mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) im 

unbehandelten Zustand der Empfängerschweine erfolgte die Blutentnahme 8 Tage 

vor LCT (Tag -8). Um eventuelle Veränderungen des Immunstatus durch die Wirkung 

der verabreichten Immunsuppression aufzudecken, wurde erneut Blut am Tag der 

OP (Tag 0), aber noch vor LCT, abgenommen. Postoperativ folgten Blutentnahmen 

an den Tagen 2, 7 und 14 (Abb. 2). Zur Durchführung der Blutentnahmen an den 

Tagen -8, 0, 7 und 14 wurden die Tiere narkotisiert. Die Narkose war jeweils für eine 

sich anschließende MRT-Untersuchung notwendig und wurde wie unter 2.3.3 

beschrieben umgesetzt. Am 2. postoperativen Tag hingegen wurden die Schweine 

mittels 4,8-5,3 ml Xylazin i.m. (Rompun®), 7,6-8,6 ml Ketamin i.m. (Ursotamin®) und 

3 ml Azaperon i.m. (Stresnil®) sediert. 

Blutproben zur Blutspiegelbestimmung von Ciclosporin A, AST, ALT, Harnstoff und 

Albumin wurden jeweils zusätzlich abgenommen. 
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Abbildung 2: Zeitliche Abfolge von Blutprobengewinnung für die PBMC-Isolierung und Laboranalyse, 
Beginn der Immunsuppressionsgabe und Hepatozytentransplantation. 

 

3.5.2 PBMC-Isolierung 
 
Die Blutproben wurden jeweils aus zwei 6ml-Heparinröhrchen in ein steriles 50ml-

Falcon-Tube überführt und mit PBS 1:1 bis 1:2 verdünnt. Bei 20 ml verdünntem Blut 

wurde ein Gradient, bei 30 ml verdünntem Blut wurden 2 Gradienten je Falcon-Tube 

gegossen. Dafür wurden je nach Gesamtvolumen mehrere neue Falcon-Tubes mit 

jeweils 15 ml Biocoll Separating Solution befüllt und darauf 15–20 ml verdünntes Blut 

gegeben, um durch eine anschließende Gradientenzentrifugation (Einstellung: 

Beschleunigung 9, Bremse 1, Zentrifugalbeschleunigung 650 g, Dauer 30 min, 

Raumtemperatur) einen Lymphozytenring in der Interphase zu erzeugen, der mit 

einer Pipette abgenommen und in ein frisches 50ml-Falcon-Tube überführt wurde. 

Nach Auffüllung mit PBS auf 50 ml erfolgte eine weitere Zentrifugation (Einstellung: 

Beschleunigung 9, Bremse 5, Zentrifugalbeschleunigung 250 g, Dauer 10 min, 

Raumtemperatur). Danach wurde der Überstand abgenommen, 30 ml PBS 

dazugegeben und bei gleicher Einstellung zentrifugiert. Im Anschluss wurde der 

Überstand verworfen, das Pellet in 5 ml RPMI-Lösung resuspendiert und in ein 

neues 15ml-Falcon-Tube überführt und auf Eis gelagert. Zur Quantifizierung wurden 

ca. 0,1 ml pro Falcon-Tube in ein Eppendorf-Gefäß überführt, in einem weiteren 

wurde die Zelllösung im Verhältnis 1:1 mit Trypanblau vermischt, mit Hilfe des 

Haemocytometers gezählt und die Zellzahl errechnet. Als vitale Zellen galten nicht 
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gefärbte Zellen, da diese über eine intakte Membran verfügen, durch die der 

Farbstoff nicht in die Zelle eindringen kann. Nach Auszählen der 4 Quadrate ergaben 

sich auf Grundlage der folgenden Formel die jeweiligen Zellzahlen für vitale und tote 

Zellen: 
. 

Zuletzt schloss sich die Zentrifugation der Falcon-Tubes an (Einstellung: 

Beschleunigung 9, Bremse 5, Zentrifugalbeschleunigung 250 g, Dauer 10 min, 

Temperatur 4°C). Zum Einfrieren der Zellen wurde der Überstand abgesaugt, pro 10 

Millionen Zellen 0,5 ml RPMI-Lösung dazugegeben und die Zellen darin 

resuspendiert, jeweils 0,5 ml in ein Kryoröhrchen überführt und darauf langsam 0,5 

ml 20%-ige DMSO-Lösung getröpfelt. Schließlich wurden die Kryoröhrchen in einer 

vorgekühlten Styroporbox für eine Stunde bei -20°C, über Nacht bei -80°C gelagert 

und am nächsten Tag in den Stickstofftank gestellt. 

3.5.3 Oberflächenfärbung und FACS-Analyse 
Die Oberflächenfärbung der Zellen erfolgte zur Untersuchung im Fluoreszenz-

aktivierten Zellsorter (FACS) mit den Antikörpern anti-CD3ε-AK, anti-CD4-AK, anti-

CD25-AK und anti-MHCII–AK.  

CD3ε erlaubt über die Antikörperbindung die Selektion der T-Zellen von den 

mononukleären Zellen im Durchflusszytometer. Über die Verwendung eines anti-

CD4-AKs gelingt die differenzierte Betrachtung der Verteilung von Helfer- und 

zytotoxischen T-Zellen. CD25 als alpha-Kette des Interleukin-2-Rezeptors, dessen 

Synthese von aktivierten T-Zellen induziert wird, dient als Aktivierungsmarker. 

Ebenso kann über die Verwendung eines anti-MHCII-AKs die Expression von MHC II 

auf mononukleären Zellen beleuchtet werden. Zusätzlich wurde die Mean 

Fluorescence Intensity (MFI) bestimmt. Diese gibt Auskunft über einen Anstieg oder 

eine Abnahme der Expression des untersuchten Antigens, also der relativen 

Expressionsdichte, die anzeigt, wie viel des Antigens die Zellen der Population im 

Mittel exprimieren.  

 

Zum Auftauen der PBMC-Kryoröhrchen wurden diese im 37°C-Wasserbad erwärmt 

und noch vor Verschwinden der letzten Eisklumpen mit 1 ml warmer RPMI-Lösung 

tröpfchenweise versetzt. Nachdem die PBMC-Lösung in ein 15ml-Falcon-Tube 

überführt wurde, erfolgte die weitere Zugabe von 10 ml RPMI-Lösung. Es schloss 

sich eine Zentrifugation an (Einstellung: Beschleunigung 9, Bremse 5, 
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Umdrehung/min 1000 rpm, Dauer 4 min, Raumtemperatur). Der Überstand wurde 

abgesaugt und das Pellet in 10 ml FACS-Puffer gewaschen. Bevor eine weitere 

Zentrifugation folgte (Einstellung: Beschleunigung 9, Bremse 5, 

Zentrifugalbeschleunigung 300 g, Dauer 5 min, Temperatur 8°C), wurden die Zellen 

mittels Trypanblau gezählt. Nach Dekantieren und Schütteln mittels Vortexgerät 

wurde das Pellet je nach Zellzahl entsprechend mit FACS-Puffer verdünnt, um es auf 

7 FACS-Röhrchen mit jeweils 500 000 Zellen in 0,1 ml zu verteilen, die wiederum 

nach Zugabe von jeweils 2 ml FACS-Puffer zentrifugiert wurden (Einstellung: 

Beschleunigung 9, Bremse 5, 1200 U/min, Dauer 5 min, Temperatur 4°C). Die 

Röhrchen wurden dekantiert und mittels Vortexgerät geschüttelt. Es folgte die 

Zugabe der Antikörper zum einen als Einzelfärbung pro Röhrchen und zum anderen 

als Vierfachfärbung in einem Röhrchen. Das Volumen wurde per Titration ermittelt: 1 

µl des anti-CD25-Antikörpers, 0,5 µl des anti-CD3ε-Antikörpers, 1 µl des anti-CD4-

Antikörpers und 10 µl des anti-MHCII-Antikörpers. Ein ungefärbtes Röhrchen diente 

als Negativkontrolle und eines als Isotypkontrolle mit anti-mouse-IgG2a-AK zur 

Bestimmung unspezifischer Bindungen durch den Fc-Rezeptor. Nach 30-minütiger 

Inkubation bei 4°C wurden die Zellen mit jeweils 2 ml FACS-Puffer gewaschen und 

zentrifugiert (Einstellung unverändert). Der Überstand wurde abgegossen und die 

Röhrchen mittels Vortexgerät geschüttelt. Zum anti-CD25-Primärantikörper wurden 5 

µl anti-mouse-IgG1-Sekundärantikörper und zum anti-CD3ε-Antikörper wurden 0,5 µl 

Streptavidin-Second-Step-Reagent gegeben und eine nochmalige Inkubation von 20 

min bei 4°C folgte. Danach wurden die Zellen abermals mit 2 ml FACS-Puffer 

gewaschen, bei gleicher Einstellung zentrifugiert, der Überstand verworfen, die 

Proben mittels Vortexgerät geschüttelt und mit jeweils 1 ml 1%-iger 

Paraformaldehydlösung fixiert und für 15 min bei 4°C inkubiert. Die anschließende 

Analyse erfolgte im BD FACSCalibur™ unter Verwendung der CellQuestPro-

Software. Dabei wurden die Zellpopulationen auf Grund ihrer Größe mittels 

Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC), auf Grund ihrer Granularität mittels 90°-

Streulicht (sideward-scatter, SSC) und auf Grund der Fluoreszenzeigenschaften der 

Antikörper unterschieden. Für die Datenauswertung wurde mit dem Programm 

FlowJo gearbeitet. 
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3.6 In vitro Versuche zur Immunogenitätsuntersuchung porciner 

Hepatozyten 
Als kernhaltige Zellen exprimieren Hepatozyten das Oberflächenmolekül MHCI. 

Dieses Alloantigen dient für das Empfängerimmunsystem als geeignetes 

Erkennungsmerkmal, um eine Immunkaskade gegen die transplantierten 

Hepatozyten einzuleiten. Man weiß, dass Zytokine wie INFγ und TNFα die 

Expression der MHC I-Moleküle auf Zellen verstärken und die MHC II-Expression bei 

Zellen induzieren können, die bisher keine MHC II-Moleküle auf ihrer Oberfläche 

getragen haben. Mit dem folgenden Versuchsaufbau sollen porcine Hepatozyten auf 

ihre Ausgangsexpression von MHC I- und MHC II-Molekülen und deren 

Expressionsverhalten durch Zytokinstimulation untersucht werden, um die 

Immunogenität von porcinen Hepatozyten beurteilen und etwaige immunologische 

Reaktionen nach Transplantation MPIO-markierter porciner Hepatozyten verstehen 

und erklären zu können. Dafür wurden die isolierten (nicht-markierten) Hepatozyten 

in 24-well-Platten ausgesät und mit den Zytokinen INFγ und TNFα unterschiedlicher 

Konzentration stimuliert. Anschließend folgte die RNA-Isolierung. Die RNA wurde 

mittels der Reversen-Transkriptase-Reaktion in cDNA umgeschrieben, um in der 

anschließenden TaqMan-PCR das Ausmaß der MHC I- und MHC II-Transkription zu 

analysieren und zu vergleichen. Die einzelnen Schritte werden im Folgenden 

detailliert beschrieben. 

3.6.1 Zellkultur und Stimulation mit Zytokinen

 
Abbildung 3: Zeitliche Abfolge von Hepatozytenstimulation mit den Zytokinen INFγ und TNFα und 
anschließender RNA-Isolierung. 

Für das Aussäen der Zellen wurden drei 24-well-Platten mit Kollagen beschichtet, 

das nach kurzer Einwirkzeit abgesaugt wurde. Danach wurde pro Vertiefung 500 µl 
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supplementiertes Williams-Medium-E hinzugefügt. Bei einer Konzentration von 1 

Million Hepatozyten pro 1 ml Zellsuspension wurde in jede Vertiefung 500 µl 1:1 mit 

Medium verdünnte Zellsuspension gegeben. Die Platten wurden für 24 h bei 37°C 

inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen und mit 

frischem supplementiertem Williams-Medium-E versorgt. Anschließend wurden in 

jeweils eine Vertiefung aller 3 Platten 500 µl von INFγ 10 ng/ml, INFγ 100 ng/ml, 

TNFα 10 ng/ml, TNFα 100 ng/ml, INFγ 10 ng/ml + TNFα 10 ng/ml und INFγ 100 

ng/ml + TNFα 100 ng/ml gegeben. Jeweils eine Vertiefung pro Platte diente als 

Negativkontrolle – dort wurden keine Zytokine hinzugefügt. Die drei Platten wurden 

abermals für 24 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte aus 

den Vertiefungen einer Platte nach Absaugen des Mediums die RNA-Isolierung 

mittels TRIzol® LS Reagent. Diese Proben dienten zur Beurteilung der MHC-

Expression nach 24-stündiger Inkubation mit INFγ und TNFα in den genannten 

Konzentrationen. Die anderen beiden Platten wurden wiederum 2x mit PBS 

gewaschen, mit 500 µl supplementiertem Williams Medium E und 500 µl Zytokin pro 

Vertiefung in gleicher Konzentrationsverteilung wie oben beschrieben versehen. Eine 

Vertiefung pro Platte diente wieder als Negativkontrolle. Nach 24 h Inkubation im 

Brutschrank erfolgte die RNA-Isolierung einer Platte zur Beurteilung der MHC-

Expression nach 48-stündiger Stimulation mit Zytokinen. Die dritte Platte wurde wie 

oben beschrieben behandelt und nach 72-stündiger Stimulationszeit schloss sich die 

RNA-Isolierung an (Abb. 3). 

3.6.2 RNA-Isolierung 
Zuerst erfolgte die Homogenisierung der Hepatozyten mittels 300 µl TRIzol® LS 

Reagent pro well einer 24-well-Platte bzw. 400 µl pro well einer 12-well-Platte durch 

mehrmaliges Resuspendieren und die Überführung des Hepatozyten-TRIzol®-

Gemischs aus jeweils einer Vertiefung in jeweils ein beschriftetes RNase- und 

DNase-freies Eppendorf-Gefäß. Die Zentrifugation (Einstellung: Beschleunigung 9, 

Bremse 5, Zentrifugalbeschleunigung 12000 g, Dauer 10 min, Temperatur 2-8ºC) 

schloss sich an. Die im Überstand lokalisierte RNA wurde abgenommen und in ein 

sauberes Eppendorf-Gefäß überführt. Zur Separation folgte die Inkubation für 5 min 

bei 15-30ºC, danach die Zugabe von 0,2 ml Chloroform pro 0,75 ml eingesetztem 

TRIzol®. Die Proben wurden vorsichtig verschlossen und für 15 sec per Hand 

geschüttelt, bevor sie abermals für 2-15 min bei 15-30ºC inkubiert wurden. Nach 

einer erneuten Zentrifugation (Einstellung: Beschleunigung 9, Bremse 5, 
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Zentrifugalbeschleunigung 12000 g, Dauer 15 min, Temperatur 2-8ºC) stellten sich 3 

Phasen dar, von denen die obere farblose wässrige Phase die RNA enthielt. Diese 

wurde in ein sauberes Gefäß überführt. Zur Präzipitation wurde die RNA mit 0,5 ml 

Isopropanol pro 0,75 ml eingesetztem TRIzol® gefällt. Nach Inkubation bei 15-30ºC 

für 10 min und Zentrifugation (Einstellung: Beschleunigung 9, Bremse 5, 

Zentrifugalbeschleunigung 12000 g, Dauer 10 min, Temperatur 2-8ºC) formte die 

RNA ein gelartiges, nicht gut sichtbares Pellet am Boden und an den Seiten des 

Gefäßes. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml 75%-igen Ethanols 

pro 0,75 eingesetztem TRIzol® gewaschen. Es folgte das Vortexen der Proben und 

ihre Zentrifugation (Einstellung: Beschleunigung 9, Bremse 5, 

Zentrifugalbeschleunigung 7500 g, Dauer 5 min, Temperatur 2-8ºC). Die Proben 

wurden dann in Ethanol bei -20ºC gelagert oder ihre Ratio sofort im 

Spektralphotometer analysiert. Dafür wurde das Ethanol vollständig abgenommen 

und die Pellets 5-10 min nicht komplett luftgetrocknet. Im Anschluss daran wurden 

sie im RNase-freiem Wasser gelöst und resuspendiert und für 10 min bei 55-60ºC 

inkubiert. Die Messung erfolgte bei A260/A280 nm mit einer Ziel-Ratio > 1,6.  

3.6.3 Reverse Transkription 
Die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte mit Hilfe des High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kits. Nachdem die Komponenten auf Eis langsam auftauten, 

wurde das Volumen des Mastermixes für die benötigten Proben auf der Grundlage 

einer Reaktion berechnet und dieser wie folgt angesetzt: 2 µl RT-Buffer, 0,8 µl dNTP-

Mix, 2 µl Random Primer, 1 µl MultiScribe Reverse Transcriptase und 4,2 µl 

nukleasefreies Wasser für jeweils eine RNA-Umschreibung. Der fertige Mix wurde 

vorsichtig gemischt und auf Eis gelagert. Daraufhin wurden pro Reaktion 10 µl 

Mastermix jeweils in ein RNase- und DNase-freies 0,6 ml-Reaktionsgefäß gegeben 

und dieser per Auf- und Abpipettieren mit der RNA (1 µg in 10 µl) vermischt. Die 

Gefäße wurden verschlossen, kurz zentrifugiert und bis zum endgültigen Beladen 

des Thermocyclers auf Eis gelagert. Dieser wurde folgendermaßen programmiert: 

1.Stufe: 25°C, 10 min Dauer; 2. Stufe: 37°C, 120 min Dauer; 3. Stufe: 85°C, 5 sec 

Dauer; 4. Stufe: bei 4°C bis zu 24 h lagerbar.  

3.6.4 TaqMan®-PCR 
Die TaqMan®-PCR beruht auf dem Prinzip der PCR und ermöglicht durch 

Verwendung von Sonden eine zusätzliche Quantifizierung der gewonnenen DNA. 
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Eine PCR besteht aus einer Folge von Zyklen mit den Schritten Denaturierung, 

Anlagerung der Primer und DNA-Synthese. Die Quantifizierung des PCR-Produktes 

wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgeführt, die während eines PCR-

Zyklus erfasst werden. Diese Fluoreszenz nimmt proportional zur Menge der PCR-

Produkte zu. Die TaqMan-Sonden besitzen an einem Ende eine Reporter-

Fluoreszenz und am anderen Ende einen Quencher, der die Fluoreszenz-Abgabe 

unterdrückt. Während eines PCR-Zyklus hybridisiert die Sonde mit dem 

komplementären DNA-Strang. In jedem Zyklus trifft nun die Taq-Polymerase auf 

ihrem Syntheseweg des Gegenstrangs auf diese Sonde, baut sie am 5´-Ende ab, so 

dass der Energietransfer vom Quencher auf den Reporter unterbrochen wird und 

letzterer nun seine Fluoreszenz abgeben kann, die während jedes Zyklus gemessen 

wird. Für die relative Quantifizierung wird ein sogenanntes Housekeeping-Gen 

verwendet, in diesem Fall Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1), das 

regelhaft amplifiziert wird und keiner Regulation unterliegt. Es dient zum Ausgleich 

der unterschiedlichen Ausgangsmenge der eingesetzten cDNA. Über seine 

Amplifikation wird eine Referenzkurve geschaffen, auf die die zu untersuchenden 

Transkripte bezogen werden. Die Auswertung findet mit Hilfe des Ct-Werts statt, der 

auf Grund der Doppelwert-Bestimmung als Mittelwert der vom Gerät ermittelten 

HPRT-, MHC I- und MHC II-Cts gebildet wird. Der Ct-Wert beschreibt den Zyklus 

bzw. den Teil der Kurve, bei dem die Fluoreszenz am Anfang des exponentiellen 

Wachstums erstmalig statistisch signifikant über die Hintergrundfluoreszenz ansteigt. 

Die MHC I- und MHC II-Kurven wurden in Bezug zur HPRT-Kurve gesetzt, um die 

Ct-Abstände zu ermitteln: ∆Ct = Mittelwert Ct (MHC I bzw. MHC II) – Mittelwert Ct 

(HPRT1). Dieses ∆Ct wurde in die Gleichung 2-∆Ct eingesetzt. Über das Ergebnis, 

eine einheitslose Zahl, konnten die relativen Expressionslevel der MHC I- und MHC 

II-Gene in den verschiedenen Proben miteinander verglichen werden. 

 

Zuerst wurde das für die Anzahl der cDNA-Proben benötigte Volumen der einzelnen 

Komponenten auf der Grundlage einer Reaktion berechnet und der Mix angesetzt: 

12,5 µl Mastermix, 10,5 µl H2O und 1 µl des TaqMan® Gene Expression Assays für 

HPRT, MHC I bzw. MHC II (enthielt jeweils das Primerpaar und die Sonde). Die 

cDNA-Proben wurden zum Mischen mittels Vortexgerät geschüttelt und kurz 

zentrifugiert. Eine cDNA-Probe wurde mit jeweils 1,5 µl auf 6 PCR-Röhrchen zum 

Zwecke der Doppelwertbestimmung aufgeteilt und der HPRT-, MHC I- und MHC II-
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Mix in jeweils 2 PCR-Röhrchen dazugegeben. Pro Platte liefen eine HPRT-, MHC I- 

und MHC II-Probe ohne cDNA à jeweils 1 µl zur Leerwertbestimmung mit. Die 

Proben wurden verschlossen, zentrifugiert und der PCR-Cycler mit Ihnen beladen. 

Die Real-time-quantitative-PCR umfasste 40 Zyklen mit den folgenden Stufen: 

I.  2 min bei 50ºC 

II.  10 min bei 95ºC  

III.  40 Zyklen:  

15 s bei 95ºC 

1 min bei 60ºC 

IV.  4°C 

3.7 Statistische Analyse 
Alle Ergebnisse sind als Mittelwert oder Median und Standard Error of Mean (SEM) 

oder Standardabweichung angegeben. Für die statistische Auswertung wurden der 

one-way ANOVA und der Kruskal-Wallis-Test bei Vergleich von mehr als 2 Gruppen, 

der Zweistichproben-t-Test, der Wilcoxon-Test und der Mann-Whitney-U-Test bei 

Vergleich zweier Gruppen und der two-way ANOVA bei Einfluss von 2 Variablen mit 

Hilfe des statistischen Auswertungsprogramms GraphPad Prism Version 6.0 

verwendet. Die grafische Darstellung der Daten erfolgte ebenfalls mit diesem 

Programm. Ein p-Wert von ≤ 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.  

 
 



  38 

4. Ergebnisse 
Die in vitro Markierung von Hepatozyten mit MPIOs vor Leberzelltransplantation stellt 

aktuell eine der geeignetsten Methoden zur in vivo Detektion der selbigen in der MRT 

dar. Über die immunogenen Eigenschaften und Wirkungen der Eisenpartikel bzw. 

Eisenmarkierung ist jedoch kaum etwas bekannt. Erste Einblicke, die im Rahmen der 

vorliegenden Dissertation diesbezüglich gewonnen wurden, werden auf den 

folgenden Seiten aufgezeigt. Zuerst werden die Ergebnisse bezüglich Zellzahl, -

viabilität und –partikelbeladung dargestellt. Anschließend werden die Veränderungen 

der Lymphozytensubpopulationsanteile bezogen auf die Applikationsroute sowie den 

Zeitpunkt vor bzw. nach Transplantation im Vergleich zur Transplantation nativer 

Hepatozyten aufgeführt. Weiterhin erfolgt ein Vergleich zwischen MPIO-markierten 

Hepatozyten und den Kontrollgruppen bei Transplantation über die Arteria 

gastroepiploica. Der zweite Teil beschäftigt sich mit den Ergebnissen der Zytokin-

induzierten MHC I- und MHC II-Expression auf porcinen Hepatozyten. Abschließend 

werden laborchemische Parameter der Tiere und Komplikationen aufgezeigt.  

4.1 Zellzahl und –viabilität vor Leberzelltransplantation 
Die Quantifizierung und Viabilitätsbestimmung der porcinen Hepatozyten erfolgte 

mittels Trypanblau unter dem Lichtmikroskop. Nach Leberzellisolierung lag die 

durchschnittliche Zellzahl bei 2,8 x 109. Die durchschnittliche Viabilität belief sich auf 

75%. Nach 18-stündiger Kultivierung, 4-stündiger Inkubation mit MPIOs und 

Trypsinierung der Hepatozyten betrug die durchschnittliche Viabilität nun 43,7 ± 

1,4%. Die Partikelbeladung pro Zelle lag durchschnittlich bei 20 ± 1, die 

Markierungseffizienz bei 94,6 ± 0,8%. In der Versuchsgruppe der intraarteriellen 

Applikation von MPIO-markierten Hepatozyten erhielt jedes Tier durchschnittlich 6,5 

x 107 Zellen (SEM: 10,04). In der Milzparenchymgruppe wurden durchschnittlich 7,7 

x 107 (SEM: 10) Leberzellen transplantiert und über die Pfortader wurden 

durchschnittlich 7,3 x 107 (SEM: 10,35) Zellen pro Schwein appliziert. In der 

Kontrollgruppe der nativen Hepatozyten lag die Viabilität nach Kultivierung und 

Adhäsionslösung bei 33 ± 9% und im Mittel wurden 5 x 107 Zellen transplantiert 

(SEM: 5,85). Die Zellzahl war in der Gruppe der MPIO-markierten und in der Gruppe 

der nativen Hepatozyten nicht signifikant unterschiedlich (p=0,0795). 
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Abbildung 4:  Durchschnittlich transplantierte Zellzahl bei Transplantation von MPIO-markierten 
Hepatozyten (MPIO) und nativen Hepatozyten (native). Dargestellt sind A) Mittelwert und SEM sowie B) 
Tukey mit Median und Einzelwert-Verteilung aus n = 15 bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten 
und n = 6 bei Transplantation nativer Hepatozyten.  

4.2 Immunologischer Status nach Transplantation MPIO-markierter 

Leberzellen 
Zur Evaluation des immunlogischen Status nach Transplantation MPIO-markierter 

Hepatozyten erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der PBMCs der jeweiligen 

Tiere 8 Tage vor Transplantation, am Tag 0 vor Transplantation bei bereits 

immunsupprimierten Tieren sowie an den postoperativen Tagen 2, 7 und 14. Die 

präoperativen Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert und alle weiteren 

Ergebnisse der anderen Tage in Bezug auf diesen Ausgangswert gesetzt bzw. 

umgerechnet. Wenn nicht anders erwähnt, beziehen sich die nachfolgenden 

beschriebenen prozentualen Veränderungen der einzelnen analysierten 

Lymphozytensubpopulationen auf den Ausgangswert (Tag -8), der auf 100% 

normiert wurde. Die weiblichen Empfängerschweine der LCT mit MPIOs bildeten 

entsprechend der zu untersuchenden Applikationsrouten A. gastroepiploica, 

intrasplenische Injektion und V. portae 3 Experimentalgruppen jeweils à 3-5 Tieren. 

Als Kontrolle diente zum einen die Transplantation nativer Hepatozyten. Auch hier 

wurden die Empfängertiere in 3 Gruppen entsprechend der unterschiedlichen 

Applikationsrouten mit jeweils 2 Tieren unterteilt. Eine statistische Erhebung gelang 

in dieser Gruppe auf Grund der zu geringen Versuchsanzahl von n = 2 nicht. Die 

Transplantation isolierter MPIO-Partikel via A. gastroepiploica in 4 Tieren diente als 

weitere Kontrollgruppe. Hier wurden die Untersuchungen postoperativ nur bis Tag 7 

durchgeführt.  
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Die immunologische Statuserhebung mittels FACS-Analyse wurde mit den 

Antikörpern anti-CD3ε-AK, anti-CD4-AK, anti-CD25-AK und anti-MHCII–AK 

durchgeführt.  

Analysiert wurden die Zellpopulationen CD3+ T-Zellen, CD3+CD4+ T-Zellen und  

CD3+CD8+ T-Zellen (Abb. 5B), CD3+CD4+MHCII+CD25- aktivierte T-Zellen (Abb. 

6A), CD3+CD8+MHCII+CD25- aktivierte T-Zellen (Abb. 6B) und CD3-MHCII+ 

mononukleäre Zellen (Abb. 7).  

 
Abbildung 5: Gating der PBMCs im FACS. Als exemplarisches Beispiel dient der 2. postoperative Tag von 
einem Tier, das MPIO-markierte Hepatozyten über die A. gastroepiploica erhalten hat. A) Lymphozyten- 
(R1) und Lymphozyten-Monozyten-Gate (R2) im Forward und Side Scatter. B) Im R1-Gate sind unter 
Verwendung des antiCD3ε-AKs und anti-CD4AKs die CD3- und CD3+ Subpopulation sowie in der CD3+ 
Subpopulation die CD4+ und CD8+ Subpopulation dargestellt.  

 
 
 



  41 

 
Abbildung 6: Gating der PBMCs im FACS. Dargestellt ist dasselbe Tier wie in Abb. 4. In der A) CD4+ 
Subpopulation und B) CD8+ Subpopulation werden unter Verwendung des anti-MHCII-AKs und des anti-
CD25-AKs die Verteilung der MHCII+/- CD25+/- Zellen gezeigt.  

 
Abbildung 7: Gating der PBMCs im FACS. Dargestellt ist dasselbe Tier wie in Abb. 4. Im A) R2-Gate 
(Lymphozyten+Monozyten) wird B) die Verteilung der CD3- und CD3+ Subpopulationen dargestellt. In der 
C) CD3- Subpopulation wird unter Verwendung des anti-MHCII-AKs die Verteilung der MHC II- und MHC 
II+ Zellen gezeigt.  
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4.2.1 Vergleich immunologischer Reaktionen zwischen MPIO-markierter und 
nativer Leberzelltransplantation 

4.2.1.1 Veränderungen im Anteil der CD3+ T-Zellen 

 
Abbildung 8: Prozentuales Verhalten der CD3+ Zellen im Lymphozyten-Gate nach FACS-Analyse bei 
Transplantation MPIO-markierter (LCT+MPIO) und nativer Hepatozyten (LCT nativ) über die 3 
Applikationswege A. gastroepiploica, Milzparenchym und V. portae am A) präoperativen Tag 0 sowie an 
den postoperativen Tagen B) 2, C) 7 und D) 14. Zusätzlich werden die %CD3+ Werte bei Transplantation 
von isolierten MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica gezeigt. Die präoperativen Werte von Tag -8 
wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen auf Tag -8 = 100% aufgezeigt. Am 
präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM aus n 
= 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten, n = 2 pro Applikationsweg 
bei Transplantation nativer Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten MPIOs in die A. 
gastroepiploica. 

 

Die Immunsuppression, welche 2 Tage vor Transplantation begonnen wurde, bewirkt 

sowohl in der MPIO-markierten als auch der nativen Hepatozytengruppe am Tag 0 

teilweise eine Normierung des Anteils der CD3+ T-Zellen. Nach Transplantation 

kommt es in allen Gruppen im Vergleich zum präoperativen Tag -8 am Tag 2 zum 

Abfall des Anteils an CD3+ T-Zellen, in der eisenmarkierten Gruppe am deutlichsten 

nach Applikation über die Pfortader (-15%), in der nativen Hepatozytengruppe am 

deutlichsten nach intrasplenischer Injektion (-17%), beides jeweils nicht signifikant. In 

der eisenmarkierten Gruppe lässt sich ein nicht signifikanter Abfall der T-Zellen nach 

intrasplenischer Applikation (-14%) und solcher via V. portae (-20%) am Tag 14 

erkennen, wohingegen das Niveau in der Milzarteriengruppe etwa gleichbleibend ist. 

Demgegenüber entwickelt sich in der nativen Hepatozytenvergleichsgruppe nach 2 
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Wochen eine leicht abnehmende Tendenz in der Arteria-gastroepiploica-Gruppe (-

8%). Dagegen ist eine leichte Zunahme des CD3+ Zellanteils bei den Schweinen 

nach intrasplenischer Injektion ersichtlich (+7%). Die Pfortaderapplikation zeigt im 

Vergleich zum Ausgangsniveau annähernd gleiche Werte. 

4.2.1.2 Veränderungen im Anteil der CD3+ CD4+ T-Zellen  
 

 
Abbildung 9: Prozentuales Verhalten der anteiligen CD4+ Zellen an den CD3+ Zellen nach FACS-Analyse 
bei Transplantation MPIO-markierter (LCT+MPIO) und nativer Hepatozyten (LCT nativ) über die 3 
Applikationswege A. gastroepiploica, Milzparenchym und V. portae am A) präoperativen Tag 0 sowie an 
den postoperativen Tagen B) 2, C) 7 und D) 14. Zusätzlich werden die %CD3+CD4+ Werte bei 
Transplantation von isolierten MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica gezeigt. Die präoperativen 
Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen auf Tag -8 = 
100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. Dargestellt sind 
Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten, n 
= 2 pro Applikationsweg bei Transplantation nativer Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten 
MPIOs via A. gastroepiploica. 

 

Die CD4+CD3+ T-Zellen sind in der Gruppe, der MPIO-markierte Hepatozyten 

transplantiert wurden, in den jeweiligen Applikationsgruppen nicht auf gleichem 

Ausgangsniveau und am Tag 0 ist keine Angleichung durch die am Tag -2 

begonnene Immunsuppression zu erkennen.  

In der MPIO-markierten Hepatozytengruppe steigt am Tag 2 nach Transplantation 

der Anteil der CD3+CD4+ T-Zellen in allen 3 Applikationsgruppen an, am 

deutlichsten nach intrasplenischer Transplantation (+22%) und nach Transplantation 

über die Pfortader (+11%, gegenüber Tag 0 +26%), jedoch ohne Signifikanz. 
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Während der CD4+ Anteil nach Applikation über die A. gastroepiploica und Pfortader 

am Tag 7 wieder leicht abnimmt, erreichen die Werte nach intrasplenischer Injektion 

an diesem Tag mit +38% ihr Maximum. Der nachfolgende Abfall von Tag 7 auf Tag 

14 ist in dieser Applikationsgruppe signifikant (siehe Abbildung 16, p < 0,05). Am Tag 

14 fallen die Werte in allen drei Applikationsgruppen jeweils bis unter ihr 

Ausgangsniveau. 

In der nativen Leberzellgruppe findet sich ein transplantationsassoziierter Abfall des 

CD4+ Zellanteils am Tag 2 beim intrasplenischen Transplantationsweg (-11%), 

wohingegen der Anteil in den beiden anderen Gruppen ansteigt. Hier ist der größte 

Sprung in der A.-gastroepiploica-Gruppe zu verzeichnen (+36%). Am Tag 14 zeigt 

sich in der intraarteriellen (-14%) und Milzparenchymgruppe (-22%) eine absteigende 

Tendenz, in der Pfortadergruppe mit +12% eine zunehmende. 

4.2.1.3 Veränderungen im Anteil der CD3+ CD8+ Zellen  
 

 
Abbildung 10: Prozentuales Verhalten der anteiligen CD8+ Zellen an den CD3+ Zellen nach FACS-Analyse 
bei Transplantation MPIO-markierter (LCT+MPIO) und nativer Hepatozyten (LCT nativ) über die 3 
Applikationswege A. gastroepiploica, Milzparenchym und V. portae am A) präoperativen Tag 0 sowie an 
den postoperativen Tagen B) 2, C) 7 und D) 14. Zusätzlich werden die %CD3+CD8+ Werte bei 
Transplantation von isolierten MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica gezeigt. Die präoperativen 
Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen auf Tag -8 = 
100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. Dargestellt sind 
Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten, n 
= 2 pro Applikationsweg bei Transplantation nativer Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten 
MPIOs via A. gastroepiploica. 
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Der Anteil der CD8+ T-Zellen an den CD3+ T-Zellen ist am Tag 0 in den 

Applikationsgruppen der MPIO-markierten und nativen Hepatozytentransplantationen 

gering voneinander abweichend. Eine Ausnahme bildet hier die Applikation von 

MPIO-markierten Hepatozyten via V. portae mit einer Anteilszuahme um 7%. Am 

Tag 2 zeigt sich bis auf die Milzparenchymroute der nativen Hepatozyten (+3%) ein 

gleichermaßen transplantationsassoziierter Abfall des CD8+ Anteils – am 

deutlichsten, aber nicht signifikant, nach Transplantation MPIO-markierter 

Hepatozyten via Milzparenchym (-10%) und nach Applikation nativer Hepatozyten 

über die A. gastroepiploica (-14%). Anschließend steigen die Werte bis auf die 

Applikation MPIO-markierter Hepatozyten via Milzparenchym wieder an. Nachdem 

der Anteil hier am Tag 7 weiter absinkt (-17%), ist der nachfolgende Wiederanstieg 

(+5%, gegenüber Tag 7 +22%) am Tag 14 signifikant (siehe Abbildung 17, p < 0,05). 

Auch die Applikation nativer Hepatozyten führt an diesem Tag zu einem diskreten 

Abfall des CD8+ Zellanteils. Bis auf die Gruppe der nativen über die Pfortader 

applizierten Hepatozyten übertreffen die Werte der anderen Gruppen leicht ihr 

Ausgangsniveau. Es zeigen sich aber keine statistisch signifikanten Änderungen.  

Darüber hinaus wird insgesamt eine CD4+/CD8+ Ratio zu Gunsten von CD8+ im 

Verhältnis ca. 1:3 deutlich (nicht-normierte Werte, keine Abbildung). 
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4.2.1.4 Veränderungen im Anteil der CD4+ Effektor-T-Zellen 
 

 
Abbildung 11: Prozentuales Verhalten der anteiligen MHCII+CD25- Zellen an den CD4+ Zellen nach FACS-
Analyse bei Transplantation MPIO-markierter (LCT+MPIO) und nativer Hepatozyten (LCT nativ) über die 3 
Applikationswege A. gastroepiploica, Milzparenchym und V. portae am A) präoperativen Tag 0 sowie an 
den postoperativen Tagen B) 2, C) 7 und D) 14. Zusätzlich werden die %CD4+MHCII+CD25- Werte bei 
Transplantation von isolierten MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica gezeigt. Die präoperativen 
Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen auf Tag -8 = 
100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. Dargestellt sind 
Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten, n 
= 2 pro Applikationsweg bei Transplantation nativer Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten 
MPIOs in die A. gastroepiploica. 

Der Anteil der CD4+ T-Effektorzellen (MHCII+CD25- T-Zellen) befindet sich sowohl 

in der MPIO-markierten als auch in der nativen Leberzellgruppe am Tag 0 nicht auf 

gleichem Ausgangsniveau. 

In der MPIO-markierten Hepatozytengruppe steigen am Tag 2 die Werte nach 

intraarterieller Applikation an (+16,3%, gegenüber Tag 0 +6,9%), während sie nach 

Milzparenchym- mit -5,4% und nach portaler Injektion mit -28,4% abfallen, jeweils 

ohne Signifikanz.  

In der Gruppe der nativen Hepatozytentransplantation zeigt sich am Tag 2 bis auf 

den Pfortaderweg (-25,5%) eine Zunahme des CD4+Effektor-T-Zell-Anteils: +46,2% 

nach intraarterieller Applikation und +63,6% nach Milzparenchyminjektion. Am Tag 7 

kommt es bis auf die Gruppe, der MPIO-markierte Hepatozyten über die A. 
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gastroepiploica transplantiert wurden (+18,3% gegenüber Tag 2), zu einem Abfall 

des T-Zell-Effektoranteils. 

Auffällig ist ein später Anstieg nach 2 Wochen in der eisenmarkierten und noch 

ausgeprägter in der nativen Hepatozytengruppe bei allen 3 Applikationsrouten über 

das jeweilige Ausgangsniveau hinaus, jeweils ohne Signifikanz. Eine Ausnahme 

bildet hier die Applikation von MPIO-markierten Hepatozyten über die Pfortader, da 

der Anteil am Tag 14 um 1,8% sinkt. Bei Transplantation MPIO-markierter 

Hepatozyten macht dabei der Anteil der CD4+ T-Effektorzellen nach Applikation über 

das Milzparenchym von Tag 7 auf Tag 14 mit +82,5% (p > 0,05) den größten Sprung. 

Ebenso ist dies bei Transplantation nativer Hepatozyten via Milzparenchym der Fall 

(+110% gegenüber Tag 7).  

4.2.1.5 Veränderungen im Anteil der CD8+ Effektor-T-Zellen  
 

 
Abbildung 12: Prozentuales Verhalten der anteiligen MHCII+CD25- Zellen an den CD8+ Zellen nach FACS-
Analyse bei Transplantation MPIO-markierter (LCT+MPIO) und nativer Hepatozyten (LCT nativ) über die 3 
Applikationswege A. gastroepiploica, Milzparenchym und V. portae am A) präoperativen Tag 0 sowie an 
den postoperativen Tagen B) 2, C) 7 und D) 14. Zusätzlich werden die %CD8+MHCII+CD25- Werte bei 
Transplantation von isolierten MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica gezeigt. Die präoperativen 
Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen auf Tag -8 = 
100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. Dargestellt sind 
Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten, n 
= 2 pro Applikationsweg bei Transplantation nativer Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten 
MPIOs via A. gastroepiploica. Der Anteil in den Gruppen LCT+MPIO via Milzparenchym und V. portae ist 
am Tag 0 signifikant unterschiedlich, p < 0,05. 
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Die CD8+MHCII+CD25- T-Effektorzellen starten in den beiden Gruppen der 

markierten und nicht-markierten Hepatozyten von unterschiedlichen 

Ausgangsniveaus. Am präoperativen Tag 0 ist der CD8+ T-Effektor-Anteil zwischen 

den Applikationsgruppen, die MPIO-markierte Hepatozyten über das Milzparenchym 

und die Pfortader erhalten haben, signifikant unterschiedlich (p = 0,0355). 

Bei den Tieren, die eisenmarkierte Hepatozyten erhielten, wird ein Anstieg von Tag 0 

auf Tag 2 und Tag 7 auf Tag 14 postoperativ deutlich. Nach intraarterieller 

Applikation steigt der Anteil von Tag 0 auf Tag 2 um 46%, um nach Abfall auf Tag 7 

(-37%) von Tag 7 auf Tag 14 wieder anzusteigen (+106%). Der Anstieg von Tag -8 

auf Tag 14 ist hierbei signifikant (siehe Abbildung 19, p < 0,05). Ein ähnliches 

Verhalten zeigt sich nach Pfortaderapplikation. Direkt nach Transplantation steigen 

die Werte von Tag 0 auf Tag 2 um 52% an, gefolgt von einem Abfall an Tag 7 um 

49%, um am Tag 14 wieder um 70% zuzunehmen. Hier lassen sich keine 

signifikanten Unterschiede hervorheben. Nach Milzparenchyminjektion fällt hingegen 

direkt nach Transplantation ein leichter Abfall des Anteils der CD8+ T-Effektorzellen 

auf (-13% gegenüber Tag 0). Danach zeigt sich ein nicht signifikanter kontinuierlicher 

Anstieg.  

Demgegenüber wird nach Transplantation nativer Hepatozyten über das 

Milzparenchym und die Pfortader ein ebenso biphasischer Verlauf mit Anstiegen an 

Tag 2 und 14 postoperativ deutlich. Insbesondere die Zunahmen von Tag 7 auf Tag 

14 fallen geringer aus als jene bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten: 

Nach Milzparenchyminjektion steigt der Anteil von Tag 7 auf Tag 14 um 39%, nach 

Pfortaderapplikaton um 41%. Auf der anderen Seite kommt es nach 

Milzarterienapplikation direkt nach Transplantation am Tag 2 zunächst zu einem 

Abfall (-54% gegenüber Tag 0) sowie ebenso am Tag 14 (-24% gegenüber Tag 7). 

Ein Anstieg um 75% ist von Tag 2 auf Tag 7 zu verzeichnen. 
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4.2.1.6 Veränderungen im Anteil der CD3- MHC II+ Nicht-T-Zellen 
 

 
Abbildung 13: Prozentuales Verhalten der anteiligen MHCII+ Zellen an den CD3- Zellen nach FACS-
Analyse bei Transplantation MPIO-markierter (LCT+MPIO) und nativer Hepatozyten (LCT nativ) über die 3 
Applikationswege A. gastroepiploica, Milzparenchym und V. portae am A) präoperativen Tag 0 sowie an 
den postoperativen Tagen B) 2, C) 7 und D) 14. Zusätzlich werden die %CD3-MHCII+ Werte bei 
Transplantation von isolierten MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica gezeigt. Die präoperativen 
Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen auf Tag -8 = 
100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. Dargestellt sind 
Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten, n 
= 2 pro Applikationsweg bei Transplantation nativer Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten 
MPIOs in die A. gastroepiploica.  

 

Die Ausgangswerte bezüglich des Anteils der MHC II+ Zellen an den CD3- Nicht-T-

Zellen sind in der MPIO-markierten Gruppe und in der nativen Gruppe am Tag 0 

nicht auf gleichem Niveau.  

In der eisenmarkierten Gruppe fällt der Anteil nach Applikation via A. gastroepiploica 

von Tag 0 auf Tag 2 um 22%, ebenso von Tag 2 auf Tag 7 um 16%. Zuletzt steigen 

die Werte von Tag 7 auf Tag 14 nicht signifikant an (+34%). Nach 

Pfortaderapplikation zeigt sich postoperativ ein kontinuierlicher Abfall ohne 

Signifikanz. Nachdem der Anteil der MHC II+ Zellen an den CD3- Zellen nach 

Milzparenchyminjektion zunächst nach Transplantation zunimmt (+21%), stellt sich 

anschließend ebenso ein kontinuierlicher Abfall ein (ohne Signifikanz). Insgesamt 

liegen die Werte nach Milzparenchym-  (-32%) und Pfortaderapplikation (-23%) am 

Tag 14 deutlich unter ihrem Ausgangsniveau. 
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In der nativen Hepatozytengruppe lässt sich am Tag 2 bei allen Applikationsrouten 

eine Abnahme des MHCII+ Anteils beobachten, am deutlichsten nach 

Pfortaderinjektion (-50% gegenüber Tag 0). Im weiteren Verlauf sinkt der Anteil nach 

Milzparenchymapplikation kontinuierlich, während er nach Gabe via A. 

gastroepiploica kontinuierlich steigt. Die Pfortaderroute bewirkt von Tag 2 auf Tag 7 

eine Zunahme (+31%); zuletzt nimmt der Anteil von Tag 7 auf Tag 14 ab (-31%). 

Insgesamt landen die Werte aller 3 Applikationsrouten am Tag 14 unterhalb ihres 

Ausgangsniveaus. 

 

 
Abbildung 14: Mean Fluorescence Intensity (MFI) der MHCII+ Zellen in den CD3- Zellen nach FACS-
Analyse bei Transplantation MPIO-markierter (LCT+MPIO) und nativer Hepatozyten (LCT nativ) über die 3 
Applikationswege A. gastroepiploica, Milzparenchym und V. portae am A) präoperativen Tag 0 sowie an 
den postoperativen Tagen B) 2, C) 7 und D) 14. Zusätzlich werden die %CD3-MHCII+ Werte bei 
Transplantation von isolierten MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica gezeigt. Die präoperativen 
Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen auf Tag -8 = 
100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. Dargestellt sind 
Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten, n 
= 2 pro Applikationsweg bei Transplantation nativer Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten 
MPIOs in die A. gastroepiploica.  

 

Die Ausgangswerte der mittleren Fluoreszenzintensität der CD3-MHCII+ Zellen 

weichen am Tag 0 in allen Gruppen deutlich voneinander ab. Postoperativ 

präsentiert sich am Tag 2 in der MPIO-markierten Gruppe eine Abnahme bei 

Transplantation über alle 3 Wege: via A. gastroepiploica um 51%, via Milzparenchym 
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um 22% und via Pfortader um 28% (-73% gegenüber Tag 0). Hierbei ist der Abfall 

gegenüber Tag 0 bei Pfortadertransplantation signifikant (siehe Abbildung 21, p < 

0,05). Im weiteren Verlauf nimmt der Anteil wieder zu. Ebenso zeigt sich dies am Tag 

14 bei der Milzparenchymroute, da es gegenüber Tag 7 zu einer Zunahme von 46% 

kommt. Der Anstieg von Tag 2 auf Tag 14 (+71%) ist signifikant (siehe Abbildung 21, 

p < 0,05). Gleichermaßen deutlich ist eine Zunahme im zeitlichen Verlauf via 

Pfortader zu verzeichnen (+54% Tag 14 gegenüber Tag 7). Die geringsten 

Veränderungen lassen sich bei intraarteriellem Zugangsweg erkennen: +13% Tag 14 

gegenüber Tag 7). 

Die Transplantation nativer Hepatozyten ruft am 2. postoperativen Tag eine 

Abnahme der MFI nach intraarterieller Applikation (-36%) und nach 

Pfortaderapplikation hervor (-14% gegenüber Tag 0), während die 

Milzparenchyminjektion keine größeren Veränderungen bewirkt (+8% gegenüber Tag 

0). Die Abnahme setzt sich an Tag 7 fort. Zuletzt stellt sich wieder eine Zunahme der 

MFI am Tag 14 ein, die jedoch deutlich geringer ausfällt als jene bei Transplantation 

MPIO-markierter Hepatozyten: via A. gastroepiploica +1%, via Milzparenchym +18% 

und via Pfortader +22% (jeweils gegenüber Tag 7). 
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4.2.2 Vergleich immunologischer Reaktionen bei Transplantation MPIO-

markierter Hepatozyten und freier Eisenpartikel  

4.2.2.1 Veränderungen im Anteil der CD3+ T-Zellen 
 

 
Abbildung 15: Prozentuales Verhalten der anteiligen CD3+ Zellen im Lymphozyten-Gate nach FACS-
Analyse bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten (LCT+MPIO)  über die A. gastroepiploica, das 
Milzparenchym und die V. portae sowie freier MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica. Die 
Messungen zeigen die präoperativen Tage  -8 und 0 sowie die postoperativen Tage 2, 7 und 14. Die 
präoperativen Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen 
auf Tag -8 = 100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. 
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-
markierter Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten MPIOs in die A. gastroepiploica.  

Nach unterschiedlichen Ausgangsniveaus am Tag 0 in allen Experimentalgruppen 

kommt es bei der Applikation von MPIO-markierten Hepatozyten über alle 3 

Applikationsrouten zu einem Abfall des CD3+ Zellanteils (-5% via A. gastroepiploica 

Tag 2 gegenüber Tag 0). Hingegen führt die Injektion von freien MPIO-Partikeln in 

die A. gastroepiploica zu einem Anstieg um 9% gegenüber Tag 0. Diese Tendenz 

setzt sich am Tag 7 fort, da gegenüber Tag 2 eine weitere Zunahme um 6% zu 

erkennen ist. Auch die Transplantation von MPIO-markierten Hepatozyten bewirkt 

einen Anstieg nach intraarterieller Applikation am Tag 7, der jedoch mit 1,5% 

gegenüber Tag 2 deutlich geringer ausfällt. Ebenso bewirkt die Pfortaderapplikation 

eine Zunahme des CD3+ Anteils, während die Milzparenchymroute zu einer 

Abnahme führt. Am Tag 14 steigt der Anteil nach Transplantation MPIO-markierter 

Hepatozyten über die A. gastroepiploica um weitere 3% gegenüber Tag 7. In den 
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anderen beiden Applikationsgruppen ist eine Abnahme zu verzeichnen. Signifikante 

Unterschiede traten jeweils nicht auf. 

4.2.2.2 Veränderungen im Anteil der CD3+ CD4+ T-Zellen 
 

 
Abbildung 16: Prozentuales Verhalten der anteiligen CD4+ Zellen an den CD3+ Zellen nach FACS-Analyse 
bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten (LCT+MPIO) über die A. gastroepiploica, das 
Milzparenchym und die V. portae sowie freier MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica. Die 
Messungen zeigen die präoperativen Tage  -8 und 0 sowie die postoperativen Tage 2, 7 und 14. Die 
präoperativen Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen 
auf Tag -8 = 100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. 
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-
markierter Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten MPIOs in die A. gastroepiploica. *p < 0,05. 

Der Anteil der CD4+ T-Helferzellen an den CD3+ T-Zellen ist in allen 

Transplantationsgruppen am Tag 0 nicht auf gleichem Niveau. Auffallend ist, dass 

am 2. postoperativen Tag  der Anteil in den MPIO-markierten Gruppen steigt (via A. 

gastroepiploica um 9%), während er bei Injektion freier MPIO-Partikel über die A. 

gastroepiploica deutlich, aber nicht signifikant, um 18% abnimmt. Diese Tendenz 

lässt sich auch am Tag 7 weiter verfolgen (-7% gegenüber Tag 2). Gleichermaßen 

sinkt auch der Anteil nach Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten über diesen 

Weg am Tag 7 (-8% gegenüber Tag 2). Insbesondere bewirkt an diesem Tag die 

Milzparenchymroute eine Zunahme um 16% gegenüber Tag 7. Der darauffolgende 

Abfall auf Tag 14 um 50% gegenüber Tag 7 ist signifikant (p < 0,05). Auch die 

anderen beiden Applikationsrouten führen zu einer Abnahme (-9% via A. 

gastroepiploica Tag 14 gegenüber Tag 7). 
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4.2.2.3 Veränderungen im Anteil der CD3+ CD8+ T-Zellen 

 
Abbildung 17: Prozentuales Verhalten der anteiligen CD8+ Zellen an den CD3+ Zellen nach FACS-Analyse 
bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten (LCT+MPIO) über die A. gastroepiploica, das 
Milzparenchym und die V. portae sowie freier MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica. Die 
Messungen zeigen die präoperativen Tage  -8 und 0 sowie die postoperativen Tage 2, 7 und 14. Die 
präoperativen Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen 
auf Tag -8 = 100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. 
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-
markierter Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten MPIOs in die A. gastroepiploica. *p < 0,05. 

Die prozentualanteiligen CD8+ zytotoxischen T-Zellen an den CD3+ T-Zellen zeigen 

vor Transplantation am Tag 0 bis auf die Pfortaderroute ähnliche Ausgangsniveaus. 

Die Injektion isolierter MPIOs via A. gastroepiploica führt am Tag 2 zu einer 

Zunahme um 7%, wohingegen es in den MPIO-markierten Gruppen zu einer 

Abnahme kommt (via A. gastroepiploica -5%). Am Tag 7 steigt der Anteil bei 

intraarterieller Injektion freier MPIOs weiter um 4% gegenüber Tag 2 an. Auch die 

Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten über diese Route bewirkt eine 

Zunahme um 4% gegenüber Tag 2. Dieser Anstieg setzt sich am Tag 14 fort (+4% 

gegenüber Tag 7). Bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten in das 

Milzparenchym kommt es am Tag 7 zunächst zu einer weiteren Abnahme des CD8+ 

Anteils. Der nachfolgende Anstieg auf Tag 14 um 22% ist signifikant (p < 0,05). 

Die Pfortaderroute lässt einen kontinuierlichen Anstieg ab dem 2. postoperativen Tag 

erkennen. 
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4.2.2.4 Veränderungen im Anteil der CD4+ Effektor-T-Zellen 
 

 
Abbildung 18: Prozentuales Verhalten der anteiligen MHCII+CD25- Zellen an den CD4+ Zellen nach FACS-
Analyse bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten (LCT+MPIO) über die A. gastroepiploica, das 
Milzparenchym und die V. portae sowie freier MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica. Die 
Messungen zeigen die präoperativen Tage  -8 und 0 sowie die postoperativen Tage 2, 7 und 14. Die 
präoperativen Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen 
auf Tag -8 = 100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. 
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-
markierter Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten MPIOs in die A. gastroepiploica. *p < 0,05. 

Beim Anteil der CD4+ T-Effektorzellen (MHCII+CD25-) ist am Tag 0, nachdem zwei 

Tage zuvor die Verabreichung der Immunsuppression begonnen wurde, noch vor 

Transplantation am Tag 0 eine deutliche Abweichung der Werte in allen Gruppen zu 

erkennen. Nach Transplantation steigt der Anteil am deutlichsten nach Injektion freier 

MPIOs in die A. gastroepiploica am Tag 2. Diese Zunahme ist gegenüber Tag -8 mit 

+91% signifikant (p < 0,05). Ebenso steigt der Anteil, wenn auch deutlich geringer, 

nach Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten via A. gastroepiploica um 7% 

gegenüber Tag 0. Die Applikationsrouten Milzparenchym (-54% gegenüber Tag 0) 

und Pfortader (-28%) rufen eine Abnahme des Anteils der CD4+ T-Effektorzellen am 

Tag 2 hervor. Während am Tag 7 die Werte der isolierten MPIO-Applikation via A. 

gastroepiploica wieder annähernd das präoperative Niveau von Tag 0 erreichen, 

steigt der Anteil bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten über die genannte 

Route weiter an (+19% gegenüber Tag 2). Die Werte in den anderen beiden 

Applikationsgruppen sinken hingegen um jeweils -10% gegenüber Tag 2. Am Tag 14 

wird in allen MPIO-markierten Hepatozytenapplikationsgruppen ein sprunghafter 
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Anstieg des Anteils der CD4+ T-Effektorzellen gegenüber Tag 7 deutlich: via A. 

gastroepiploica um 48%, via Mizparenchym um 82% und via Pfortader um 36%, 

jeweils ohne Signifikanz. 

4.2.2.5 Veränderungen im Anteil der CD8+ Effektor-T-Zellen 

 
Abbildung 19: Prozentuales Verhalten der anteiligen MHCII+CD25- Zellen an den CD8+ Zellen nach FACS-
Analyse bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten (LCT+MPIO) über die A. gastroepiploica, das 
Milzparenchym und die V. portae sowie freier MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica. Die 
Messungen zeigen die präoperativen Tage  -8 und 0 sowie die postoperativen Tage 2, 7 und 14. Die 
präoperativen Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen 
auf Tag -8 = 100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. 
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-
markierter Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten MPIOs in die A. gastroepiploica. *p < 0,05. 

 

Die Werte der CD8+ T-Effektorzellen (MHCII+CD25-) starten von unterschiedlichen 

Ausgangsniveaus am Tag 0. Die Injektion freier MPIOs in die A. gastroepiploica 

bewirkt eine kontinuierliche postoperative Abnahme der CD8+ T-Effektorzellen (-36% 

Tag 7 gegenüber Tag -8). Nach Applikation MPIO-markierter Hepatozyten über die 

A. gastroepiploica zeigt sich ein biphasischer Verlauf mit zwei sprunghaften 

Anstiegen: +46% Tag 2 gegenüber Tag 0 und +106% Tag 14 gegenüber Tag 7. 

Hierbei ist die Zunahme am Tag 14 im Vergleich zum Ausgangswert mit +121% 

signifikant (p < 0,05). Ebenso fallen in der Pfortadergruppe zwei sprunghafte 

Anstiege auf: zunächst am Tag 2 um 52% gegenüber Tag 0 und am Tag 14 um 70% 

gegenüber Tag 7. Die Milzparenchymroute ruft ab Tag 2 einen kontinuierlichen 

Anstieg des Anteils der CD8+ T-Effektorzellen hervor: +86% am Tag 14. 
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4.2.2.6 Veränderungen im Anteil der CD3- MHC II+ Nicht-T-Zellen 
 

 
Abbildung 20: Prozentuales Verhalten der anteiligen MHCII+ Zellen an den CD3- Zellen bei 
Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten (LCT+MPIO) über die A. gastroepiploica, das 
Milzparenchym und die V. portae sowie freier MPIOs (MPIO nativ) über die A. gastroepiploica. Die 
Messungen zeigen die präoperativen Tage  -8 und 0 sowie die postoperativen Tage 2, 7 und 14. Die 
präoperativen Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind Veränderungen bezogen 
auf Tag -8 = 100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits immunsupprimiert. 
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei Transplantation MPIO-
markierter Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten MPIOs in die A. gastroepiploica.  

Die Ausgangswerte bezüglich des Anteils von MHC II+ Zellen an den CD3- Zellen 

weichen am Tag 0 in allen Gruppen voneinander ab. Postoperativ fällt auf, dass die 

Injektion freier MPIOs in die A. gastroepiploica eine anhaltende Zunahme bewirkt 

(am Tag 7 +21%). Die Applikation MPIO-markierter Hepatozyten über die A. 

gastroepiploica führt bis zu Tag 7 zu einer Abnahme des Anteils (-38% gegenüber 

Tag 0). Zuletzt kommt es am Tag 14 wieder zu einem Anstieg des Anteils der 

MHCII+CD3- Zellen um 34% nach intraarterieller Applikation MPIO-markierter 

Hepatozyten. Demgegenüber zeigt sich nach Applikation MPIO-markierter 

Hepatozyten über die anderen beiden Routen eine postoperative zunehmende 

Abnahme: bei Milzparenchymapplikation am Tag 14 um 32%, bei Pfortaderzugang 

am Tag 14 um 23%. 
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Abbildung 21: MFI der MHCII+CD3- Zellen bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten (LCT+MPIO) 
über die A. gastroepiploica, das Milzparenchym und die V. portae sowie freier MPIOs (MPIO nativ) über 
die A. gastroepiploica. Die Messungen zeigen die präoperativen Tage  -8 und 0 sowie die postoperativen 
Tage 2, 7 und 14. Die präoperativen Werte von Tag -8 wurden auf 100% normiert, im Zeitverlauf sind 
Veränderungen bezogen auf Tag -8 = 100% aufgezeigt. Am präoperativen Tag 0 sind die Tiere bereits 
immunsupprimiert. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM aus n = 3-5 pro Applikationsweg bei 
Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten und n = 4 bei Injektion von isolierten MPIOs in die A. 
gastroepiploica. *p < 0,05. 

Die MFI der MHCII+CD3- Nicht-T-Zellen weicht am Tag 0 in allen Gruppen deutlich 

voneinander ab. Nach Transplantation sinkt am Tag 2 die MFI in allen Gruppen, am 

deutlichsten nach Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten über die A. 

gastroepiploica (-51%). Bei der Pfortaderroute fällt am Tag 0 ein deutlicher Anstieg 

auf, obwohl die Tiere lediglich immunsupprimiert wurden und keine weitere 

Manipulation bis dahin stattfand. Die daraufhin abnehmende MFI ist am Tag 2 (-73%) 

und Tag 7 (-72%) gegenüber Tag 0 signifikant unterschiedlich (p < 0,05). Am Tag 7 

nimmt die MFI in allen Gruppen mit dem größten Sprung um 36% nach 

intraarterieller Applikation MPIO-markierter Hepatozyten zu. Eine weitere Zunahme 

lässt sich am Tag 14 in allen MPIO-markierten Hepatozytengruppen erkennen. Dabei 

erreichen die Werte der intraarteriellen Applikationsroute annähernd ihr 

Ausgangsniveau, während sie bei den anderen beiden Routen deutlich über das 

jeweilige Ausgangsniveau ansteigen. Hierbei ist die Zunahme bei 

Milzparenchymapplikation zwischen Tag 2 und 14 mit +71% signifikant (p < 0,05). 

Die Applikation isolierter MPIOs via A. gastroepiploica bewirkt postoperativ 

tendenziell eine Zunahme der MFI, verglichen mit dem Wert von Tag 0, jedoch 

bezogen auf den Ausgangswert von Tag -8 eine anhaltende Abnahme.   
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4.2.3 Zusammenfassung der prozentualen Veränderungen von 
Lymphozytensubpopulationen bei Transplantation MPIO-markierter 

Leberzellen im Vergleich zu Kontrollgruppen 
Die Transplantation von MPIO-markierten Hepatozyten führt zum Anstieg der CD4+ 

und CD8+ T-Effektorzellen. Eine Ausnahme bildet die Pfortaderapplikationsroute. 

Hier resultiert zwar ein Anstieg der CD8+ T-Effektorzellen, die CD4+ T-Effektorzellen 

erreichen jedoch annähernd ihr Ausgangsniveau. Der prozentuale Anteil der MHC II+ 

Zellen an den Nicht-T-Zellen sinkt nach Applikation via Milzparenchym und Pfortader, 

während die MFI derselbigen steigt.  

Im Vergleich dazu zeigt sich in der Kontrollgruppe der nativen Hepatozyten, dass die 

CD4+ T-Effektorzellen in allen 3 Applikationsgruppen steigen, die CD8+ T-

Effektorzellen ebenso, aber nur gering im Vergleich zu den präoperativen Werten 

von Tag -8 und Tag 0. Auf den Anteil der MHC II+ Zellen an den Nicht-T-Zellen hat 

die Transplantation von nativen Hepatozyten keinen Einfluss; es werden nach 14 

Tagen die Ausgangsniveaus erreicht. Die MFI der MHC II+CD3- Zellen sinkt in den 3 

Applikationsgruppen. 

Die Transplantation von isolierten MPIOs via A. gastroepiploica bewirkt einen Anstieg 

des Anteils der CD4+ T-Effektorzellen. Der Anteil der CD8+ T-Effektorzellen sinkt. 

Während die Werte der MHC II+ Nicht-T-Zellen steigen, sinkt die MFI der MHC II+ 

Nicht-T-Zellen. 

 

Transplantat Appli- 
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route 

CD3+ CD4+ CD8+ CD4+ T-
Effektorzellen 

CD8+ T-
Effektorzellen 
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MFI von  
MHCII+ 
CD3- 

A. gastro- 
epiploica    =   

-8% 
    
  +4% 

   
        +83% 

  *c 

        +121% 
     

     =       = 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-14% 

*a 
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*a 

  +5% 
 

   
        +67% 

   
         +86% 

  
    -32% 
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   +49% 
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-20% 

 
-8% 

  
  +4% 

          =     
         +38% 

  
    -23% 

  
   +27% 
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epiploica 

 
-8% 

 
-14% 

  
  +5% 

   
       +126% 

   
        +30% 

     =    
    -34% 
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parenchym 

 
+7% 

 
-22% 

 
+5% 

   
       +116% 

               
        +38% 

     =    
    -33% 

Native 
Hepatozyten 

Pfortader =  =      
  -3% 

   
         +42% 

          
        +19% 

     =    
    -52% 
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epiploica  

+11% 
  
 -21% 

    
+11% 

         *b 

         +14% 
   
         -36% 

    
   +21% 

  
   -18%  

MPIOs 

 

Tabelle 2: Zusammenfassung der prozentualen Veränderungen von Lymphozytensubpopulationen nach 
Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten über A. gastroepiploica, Milzparenchym und Pfortader 
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sowie nativer Hepatozyten über die gleichen Applikationsrouten. Isolierte MPIOs wurden nur über die A. 
gastroepiploica appliziert. Der nach oben gerichtete Pfeil   zeigt angestiegene Werte am Tag 14 im 
Vergleich zu präoperativen Werten an. Der nach unten gerichtete Pfeil   zeigt erniedrigte Werte am Tag 
14 im Vergleich zu präoperativen Werten an. Nur minimale bis keine Veränderungen am Tag 14 im 
Vergleich zu präoperativen Werten werden durch = dargestellt.  *p < 0,05 als Vergleich zwischen a = Tag 7 
gegen Tag 14, b = Tag 0 gegen Tag 2, c = Tag 0 gegen Tag 14, d = Tag 2 gegen Tag 14. 

4.3 In vitro Stimulation der MHC-Expression auf porcinen Hepatozyten 
Um eine Aussage über die Immunogenitätseigenschaften von Schweinehepatozyten 

treffen zu können, wurde ein in vitro Versuchsaufbau mit der Fragestellung gewählt, 

in wie weit die porcinen Hepatozyten nach Stimulation mit Zytokinen mit einem 

Anstieg der Expression von MHC I- und MHC II-Molekülen reagieren. Dafür wurden 

die Hepatozyten nach ihrer Isolierung in Zellkulturplatten ausgesät und mit den 

Zytokinen INFγ und TNFα in unterschiedlicher Konzentration stimuliert. Als Kontrolle 

dienten unstimulierte Hepatozyten. Die RNA wurde jeweils nach 24-, 48- und 72-

stündiger Inkubationszeit isoliert. Anschließend erfolgte die cDNA-Umschreibung und 

TaqMan® - PCR mit den Primern MHC I und MHC II und HPRT1 als Referenzgen. 

Es wurden die Mittelwerte nach ∆CT-Methode und deren Standardabweichungen 

aus n=4 ermittelt. 
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4.3.1 Nachweis der MHC I-Expression 
 

 
Abbildung 22: Durch die TaqMan-PCR analysierte Expressionsrate von MHCI auf porcinen Hepatozyten 
nach in vitro Stimulation mit den Zytokinen INFγ und TNFα jeweils in der Konzentration A) 10 ng/ml und 
B) 100 ng/ml sowie in Kombination beider Zytokine in den genannten Konzentrationen für 24, 48 und 72 h 
Inkubationszeit. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus n = 4.  ***p ≤ 0,001. 
Signifikanzen zwischen den einzelnen Gruppen pro Zeiteinheit wurden bis auf den Vergleich zur 
unstimulierten Probe vernachlässigt. 

Im Vergleich zu unstimulierten Hepatozyten zeigt sich nach 24-stündiger 

Inkubationsdauer ein Anstieg der Expressionsrate von MHC I nach Stimulation mit 

beiden Zytokinen in beiden Konzentrationen. Am deutlichsten fällt er nach Inkubation 

mit INFγ 100 ng/ml und INFγ + TNFα jeweils 10 ng/ml und INFγ + TNFα jeweils 100 

ng/ml aus. Nach 48-stündiger Inkubationszeit ist im Vergleich zur unstimulierten 

Kontrolle nur noch eine Zunahme der Expressionsrate nach Stimulation mit INFγ 100 

ng/ml sowie mit INFγ 100ng/ml + TNFα 100ng/ml zu verzeichnen. Letztere ist hoch 

signifikant (p ≤ 0,001). Die gleiche Entwicklung gilt für die 72-stündige Inkubation. 

Hierbei bewirkt neben INFγ 100ng/ml und INFγ 100ng/ml + TNFα 100ng/ml auch die 
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Kombination aus INFγ 10ng/ml und TNFα 10ng/ml einen Anstieg vergleichend zur 

Probe ohne Zytokinzusatz. TNFα alleine hat in keiner Konzentration einen 

verstärkenden Einfluss auf die Expression von MHC I. 

Während die Expression über die Zeit betrachtet in der unstimulierten Probe 

abhängig von der Inkubationsdauer kontinuierlich ansteigt, wie es sich auch bei INFγ 

10 ng/ml darstellt, bewirken die anderen Zytokinkonzentrationen und –kombinationen 

ein diskontinuierliches Verhalten. So sinkt die Expression nach 48-stündiger 

Inkubation mit TNFα 10 ng/ml und mit INFγ 10 ng/ml + TNFα 10 ng/ml im Vergleich 

zur Expression nach 24 Stunden Inkubation. Zu einem Anstieg kommt es hier nach 

72 Stunden, wobei die Expression annähernd die 24-Stunden-Werte erreicht. In der 

Gruppe TNFα 100 ng/ml nimmt die Expression unabhängig von der Inkubationsdauer 

nicht zu. Die Stimulation mit INFγ 100 ng/ml bewirkt nach 48 Stunden und nach 72 

Stunden eine zunehmende Expressionsrate im Vergleich zur 24-stündigen 

Inkubationsdauer. Der Anstieg der MHC I-Expression nach Stimulation mit INFγ 

100ng/ml + TNFα 100ng/ml nach 48 Stunden Inkubationszeit ist hoch signifikant im 

Vergleich zur 24-stündigen Inkubationszeit (p ≤ 0,001). Demgegenüber ist die 

Expressionsabnahme nach 72 Stunden im Vergleich zu 48 Stunden Inkubation 

ebenso hoch signifikant (p ≤ 0,001).  
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4.3.2 Nachweis der MHC II-Expression 

 
Abbildung 23: Durch die TaqMan-PCR analysierte Expressionsrate von MHCII auf porcinen Hepatozyten 
nach in vitro Stimulation mit den Zytokinen INFγ und TNFα jeweils in der Konzentration A) 10 ng/ml und 
B) 100 ng/ml sowie in Kombination beider Zytokine in den genannten Konzentrationen für 24, 48 und 72 h 
Inkubationszeit. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus n = 4.  ***p ≤ 0,001, **p ≤ 
0,01, *p ≤ 0,05. Signifikanzen zwischen den einzelnen Gruppen pro Zeiteinheit wurden bis auf den 
Vergleich zur unstimulierten Probe vernachlässigt. 

Die Stimulation der Hepatozyten führt in allen Gruppen bis auf TNFα 10 ng/ml zu 

einer vermehrten Amplifikation von MHC II im Vergleich zu unstimulierten Zellen 

nach 24 Stunden Inkubationsdauer. Dabei ist der Anstieg bei Stimulation mit INFγ 

100 ng/ml + TNFα 100 ng/ml signifikant (p ≤ 0,05). Nach 48 Stunden Inkubation 

steigen die Expressionsraten vergleichend zur unstimulierten Kontrolle in allen 

Gruppen mit INFγ. Die Zunahme ist bei Stimulation mit INFγ 100 ng/ml sehr 

signifikant (p ≤ 0,01), bei Stimulation mit INFγ 100ng/ml + TNFα 100ng/ml hoch 

signifikant (p ≤ 0,001). TNFα bewirkt in beiden Konzentrationen keine Zunahme der 

MHC II-Expressionsrate. Eine ähnliche Dynamik zeigt sich auch nach 72 Stunden 
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Inkubation: INFγ alleine oder in Kombination führt im Vergleich zur Negativkontrolle 

zur Expressionszunahme, wobei diese bei Stimulation mit INFγ 100 ng/ml signifikant 

ist (p ≤ 0,05) und bei Stimulation mit INFγ 100 ng/ml + TNFα 100 ng/ml hoch 

signifikant ausfällt (p ≤ 0,001). TNFα alleine erzielt keinen Effekt.  

Die Inkubationsdauer hat bei der unstimulierten Probe und bei Stimulation mit INFγ 

10 ng/ml und TNFα 10 ng/ml keinen nennenswerten Effekt auf die Expressionsrate. 

Dahingegen steigt die Expression in Proben mit Zusatz von INFγ 100 ng/ml, INFγ 10 

ng/ml + TNFα 10 ng/ml und INFγ 100ng/ml + TNFα 100ng/ml nicht nur im Vergleich 

zur Negativkontrolle, sondern auch abhängig von der Inkubationszeit. Die Zunahme 

ist bei den Proben mit Zugabe von INFγ 100ng/ml + TNFα 100ng/ml zwischen dem 

24-h- und 48-h-Wert signifikant (p ≤ 0,05). TNFα 100ng/ml bewirkt auch nach 72 

Stunden keinen Anstieg der Expression, sondern eher eine Abnahme verglichen mit 

dem 24-h-Wert. 

4.4 Auswirkungen der Leberzelltransplantation auf klinische Parameter 
Für die laborchemische Untersuchung des CiclosporinA-Spiegels, der 

Leberzellschädigungsparameter (Alanin-Aminotransferase, Aspartat-

Aminotransferase) und Lebersyntheseparameter (Harnstoff, Albumin) erfolgten 

Blutentnahmen am Tag 0 präoperativ sowie postoperativ an den Tagen 2, 7 und 14.                                                                                                    

Das Enzym Alanin-Aminotransferase (ALT) kommt v.a. in der Leber vor, während 

Aspartat-Aminotransferase (AST) neben der Leber auch in der Muskulatur zu finden 

ist. Da ALT innerhalb der Zelle im Zytosol lokalisert ist, kommt es schon bei 

leichteren Zellschäden zum Übertritt ins Blut. Dahingegen befindet sich die AST v.a. 

in den Mitochondrien. Ein Anstieg dieses Enzyms im Blut zeigt daher einen 

vollständigen Zellschaden an. Die Harnstoff- und Albuminsynthese sind Ausdruck der 

Leberleistung, wobei letzterer Parameter u.a. auch in den Child-Pugh-Score zur 

Stadieneinteilung bei Leberzirrhose eingeht.  
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Abbildung 24: CiclosporinA-Serumspiegel der Empfängertiere von A) MPIO-markierten Hepatozyten und 
B) nativen Hepatozyten als Vergleich der 3 Applikationswege und über die Zeit dargestellt. Die 
Messungen zeigen den präoperativen Tag 0 sowie die postoperativen Tage 2, 7 und 14. Am Tag 0 sind die 
Tiere bereits immunsupprimiert. Dargestellt sind Mediane und SEM aus A) n = 3-5 pro Applikationsweg 
und B) n = 2 pro Applikationsweg. p < 0,05. Signifikanzen im zeitlichen Verlauf wurden vernachlässigt. 

Der CiclosporinA-Serumspiegel (Abb. 24A) differiert bei den Tieren, denen MPIO-

markierte Hepatozyten transplantiert wurden, am Tag 0 zwischen intraarterieller und 

intrasplenischer Route signifikant (p ≤ 0,5). Spiegelspitzen zeigen sich bei 

Transplantation MPIO-markierter Leberzellen am Tag 2, bei Transplantation nativer 

Hepatozyten (Abb. 24B) am Tag 2 und Tag 14 sowie bei intrasplenischer und 

intraportaler Applikation der Hepatozyten am Tag 7.  

 

 
Abbildung 25: AST-Serumpiegel der Empfängertiere von A) MPIO-markierten Hepatozyten und B) nativen 
Hepatozyten als Vergleich der 3 Applikationswege und über die Zeit dargestellt. Die Messungen zeigen 
den präoperativen Tag 0 sowie die postoperativen Tage 2, 7 und 14. Am Tag 0 sind die Tiere bereits 
immunsupprimiert. Dargestellt sind Mediane und SEM aus A) n = 3-5 pro Applikationsweg und B) n = 2 
pro Applikationsweg. p < 0,05. Signifikanzen im zeitlichen Verlauf wurden vernachlässigt. 

 

Der Leberzellschädigungsparameter AST steigt transplantationsassoziiert sowohl bei 

Transplantation markierter (Abb. 25A) als auch nativer Hepatozyten (Abb. 25B) 

unabhängig von der Applikationsroute 2 Tage nach LCT. Anschließend sinken die 

Werte in beiden Versuchsgruppen. In der markierten Gruppe zeigen sich im 
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Vergleich zum Ausgangswert am Tag 14 leicht erhöhte Werte. Signifikante 

Unterschiede bezüglich des AST-Serumspiegels zwischen den Applikationsrouten 

bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten liegen nicht vor (p > 0,5; t-test und 

Wilcoxon-Test). 

 
Abbildung 26: ALT-Serumspiegel der Empfängertiere von A) MPIO-markierten Hepatozyten und B) nativen 
Hepatozyten als Vergleich der 3 Applikationswege und über die Zeit dargestellt. Die Messungen zeigen 
den präoperativen Tag 0 sowie die postoperativen Tage 2, 7 und 14. Am Tag 0 sind die Tiere bereits 
immunsupprimiert. Dargestellt sind Mediane und SEM aus A) n = 3-5 pro Applikationsweg und B) n = 2 
pro Applikationsweg. p < 0,05. Signifikanzen im zeitlichen Verlauf wurden vernachlässigt. 

ALT als weiterer Enzymmarker einer Leberzellschädigung steigt bei Transplantation 

eisenmarkierter Hepatozyten am Tag 2 leicht an und fällt an den weiteren 

postoperativen Tagen wieder ab (Abb. 26A). Bei Transplantation nativer Hepatozyten 

zeigt sich das gleiche Verhalten mit Persistenz der Erhöhung bei der intraarteriellen 

Route (Abb. 26B). Signifikante Unterschiede liegen nicht vor (p > 0,05; t-test und 

Wilcoxon-Test).  

 
Abbildung 27: Harnstoff-Serumspiegel der Empfängertiere von A) MPIO-markierten Hepatozyten und B) 
nativen Hepatozyten als Vergleich der 3 Applikationswege und über die Zeit dargestellt. Die Messungen 
zeigen den präoperativen Tag 0 sowie die postoperativen Tage 2, 7 und 14. Am Tag 0 sind die Tiere 
bereits immunsupprimiert. Dargestellt sind Mediane und SEM aus A) n = 3-5 pro Applikationsweg und B) 
n = 2 pro Applikationsweg. p < 0,05. Signifikanzen im zeitlichen Verlauf wurden vernachlässigt. 
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Der Lebersyntheseparameter Harnstoff steigt bei Transplantation MPIO-markierter 

Hepatozyten nach Applikation via A. gastroepiploica am Tag 2 und 14, während die 

anderen beiden Applikationsrouten keine größeren Veränderungen hervorrufen (Abb. 

27A). Über das Milzparenchym applizierte MPIO-markierte Hepatozyten bewirken am 

Tag 14 eine leichte Abnahme der Synthese verglichen mit dem Ausgangswert. Bei 

Transplantation nativer Leberzellen wird postoperativ ein kontinuierlicher Anstieg des 

Harnstoffserumspiegels deutlich, der nach intraarterieller Applikation am größten ist 

(Abb. 27B). Signifikanzen zwischen den Applikationsrouten in der MPIO-markierten 

Gruppe lassen sich nicht erheben (p > 0,5; t-test und Wilcoxon-Test).  

 
Abbildung 28: Albumin-Serumspiegel der Empfängertiere von A) MPIO-markierten Hepatozyten und B) 
nativen Hepatozyten als Vergleich der 3 Applikationswege und über die Zeit dargestellt. Die Messungen 
zeigen den präoperativen Tag 0 sowie die postoperativen Tage 2, 7 und 14. Am Tag 0 sind die Tiere 
bereits immunsupprimiert. Dargestellt sind Mediane und SEM aus A) n = 3-5 pro Applikationsweg und B) 
n = 2 pro Applikationsweg. p < 0,05. Signifikanzen im zeitlichen Verlauf wurden vernachlässigt. 

Albumin als Lebersyntheseparameter zeigt sowohl bei Transplantation MPIO-

markierter (Abb. 28A) als auch bei Transplantation nativer Leberzellen (Abb. 28B) 

keine größeren transplantationsassoziierten Veränderungen. Der größte 

vorübergehende Abfall lässt sich bei Transplantation eisenmarkierter Hepatozyten 

via Pfortader am Tag 7 erkennen, jedoch liegen auch hier keine signifikanten 

Differenzen der Albuminwerte zwischen den Applikationsrouten in der MPIO-

markierten Gruppe vor (p > 0,05; t-test und Wilcoxon-Test).  

4.5 Komplikationen 
Bei der Leberzelltransplantation besteht das Risiko von intraoperativen und 

postoperativen Komplikationen. Insbesondere erhöht die nötige Immunsuppression 

das Infektionsrisiko. Die Sektion der Tiere nach 14 Tagen ergab bei einem Tier, dem 

Zellen über die Pfortader appliziert wurden, die operativ bedingte Bridenbildung der 

Milz. Zeichen eines Milzinfarktes der Tiere bestanden weder makro- noch 
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mikroskopisch. Bildgebend (MRT) zeigte sich an Tag 7 und 14 postoperativ bei 30% 

der transplantierten Tiere eine hämodynamisch nicht relevante 

Pfortaderteilthrombose nach intrasplenischer und intraportaler Applikation 97, die 

klinisch keine Auffälligkeiten hervorrief. In der durchflusszytometrischen Analyse fiel 

bei einem Tier eine CD4-Immundefizienz auf. Diese wirkte sich trotz LCT klinisch 

nicht negativ auf das Tier aus. Zusammenfassend bestanden in der gesamten 

Kohorte keine wesentlichen klinischen Komplikationen, die Pfortaderteilthrombosen 

blieben ohne klinisch messbaren Effekt. 
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5. Diskussion 
5.1 Immunogenität allogener Hepatozyten 
Die Markierung von Leberzellen mit Eisenoxidpartikeln offenbart eine potente 

Möglichkeit zur magnetresonanztomographischen Visualisierung in vivo nach 

klinischer Leberzelltransplantation. Für die Untersuchung der immunologischen 

Reaktionen auf transplantierte MPIO-markierte Hepatozyten sowie der 

Leberzelldetektierbarkeit mittels MRT bedurfte es eines Modells, das anatomisch, 

physiologisch und immunologisch dem menschlichen Organismus nahe kommt. Das 

Schwein erfüllt diese Voraussetzungen und dient folglich in der experimentellen 

Transplantationsforschung häufig als Versuchstier 99. Dennoch stehen bei diesen 

Studien selten die immunologischen Gegebenheiten und Unterschiede im Vergleich 

zum humanen Immunsystem im Fokus der Betrachtung, weil für diese 

Fragestellungen Kleintiermodelle bevorzugt werden 91, 100, 101, 102. Deshalb müssen 

diese mehr oder weniger bekannten Besonderheiten des porcinen Immunsystems 
103, 104 wie beispielsweise die zusätzlichen T-Lymphozytensubpopulationen CD4-

CD8- sowie CD4+CD8+ T-Zellen 105 bei der Bewertung von Ergebnissen und deren 

Übertragung in die klinische Anwendung berücksichtigt werden.  

5.1.1 Leberzellisolierung, Zellzahl und –viabilität 
Die Leberzelltransplantation verspricht großes Potential zu haben, um dem Problem 

der zurückhaltenden Spendenbereitschaft und begrenzten Verfügbarkeit adäquater 

Organe zu begegnen. Es ist bekannt, dass für einen langfristigen Erfolg dieser 

Therapie Zellzahlen von mindestens 5 x 108 mit einer Viabilität von >60% erreicht 

werden müssen 5, was ungefähr 5% der durchschnittlichen Lebermasse entspricht 
106. Unsere Zellzahlen lagen im Schnitt um etwas weniger als eine Potenz unter der 

Zielvorgabe. Andererseits ist die Spannbreite mit 107 und 1010 Zellen, die bei 

klinischer LCT in der Vergangenheit transplantiert wurden, relativ weit 30. Der 

Zellverlust nach Kultivierung der Hepatozyten könnte einerseits dadurch bedingt 

sein, dass nach Aussäen der Zellen in Zellkulturflaschen nicht alle Hepatozyten 

adhärierten und andererseits Zellen der enzymatischen Adhärenzlösung vom 

Kulturflaschenboden widerstanden. Ähnlich verhielt es sich mit der Zellviabilität, die 

direkt nach Leberzellisolierung mit 77,5% zwar im Zielbereich lag, nach Kultivierung 

und Inkubation mit MPIOs jedoch auf 49,5 ± 2% sank. Da die Viabilität in der 

Kontrollgruppe der nativen Hepatozyten nach Kultivierung und Trypsinierung zur 
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Adhäsionslösung sogar mit 37,8 ± 1,3% niedriger war, kann geschlussfolgert werden, 

dass die MPIO-Markierung keine negativen Auswirkungen auf die 

Hepatozytenviabilität hat, sondern Zellverluste eher auf die bei diesem Protokoll 

notwendige Resuspension und Trypsinierung zur Adhäsionslösung der Kultur 

zurückzuführen sind. Hinsichtlich der transplantierten Zellzahl gab es keinen 

signifikanten Unterschied zwischen MPIO-markierten Hepatozyten und nativen 

Hepatozyten, auch wenn die Zellzahl bei letzteren niedriger war. Grund hierfür ist 

vermutlich die geringe Versuchsanzahl von 2 in der Gruppe der nativen 

Hepatozytentransplantation, so dass ein weniger gelungener Isolierungsprozess 

nicht ausgeglichen werden konnte. Die Zellen für die native LCT bei 6 Tieren 

entstammten 2 Leberzellisolierungsprozessen, von denen einer mit einer deutlich 

geringen Zellzahl als Ausreißer auffiel. Modifikationen des derzeitigen 

Isolierungsprozesses sind nötig, um eine bessere und konstantere Qualität und 

höhere Ausbeute nach Leberzellisolierung zu erzielen. Es ist denkbar, dass einer 

größeren Zahl transplantierter vitaler Hepatozyten, welche für den klinischen Erfolg 

gebraucht wird, auch andere Immunantworten des Rezipienten als die hier 

beleuchteten entgegenstehen. Andererseits ist zu beachten, dass gute 

Viabilitätsergebnisse in der Kleintierforschung nicht auf ein besseres 

Isolierungsprozedere zurückzuführen sein müssen, sondern Unterschiede auch 

durch andere Herausforderungen und Gegebenheiten beim Großtier erklärt werden 

können. So berichten Puppi et al. ebenso über das häufige Problem von 

insuffizienten vitalen Leberzellen beim Isolierungsprozess von menschlichen 

Hepatozyten 5. Dass hier Verbesserungen und weitere Versuchsreihen nötig sind, 

zeigt die Tatsache, dass die Injektion nicht-vitaler Zellen das 

transplantationsassoziierte Risiko für eine Inflammation erhöht  57, bei der Zytokine 

ausgeschüttet werden, die wiederum co-stimulatorische Signale für die T-

Zellaktivierung darstellen. Darüber hinaus muss in Betracht gezogen werden, dass 

enzymatische Vorgänge der Trypsinierung nicht nur negative Wirkungen auf die 

Viabilität haben, sondern auch Immunogenitätseigenschaften von Hepatozyten 

verändern können 87.   

5.1.2 MHC-Expression auf Hepatozyten 
Die Immunogenität von Hepatozyten wird vor allem über ihre MHC I- und MHC II-

Expression auf der Zelloberfläche vermittelt, über die sie für das 

Rezipientenimmunsystem als „fremd“ erkennbar werden. Laut Bumgardner et al. 
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wiesen Mäusehepatozyten in der Immunfluoreszenzmikroskopie und der 

durchflusszytometrischen Analyse als kernhaltige Zellen nur das Oberflächenmolekül 

MHC I auf 86. Diese These unterstützend waren Hepatozyten unfähig, die MHC II-

gerichtete Proliferation eines allospezifischen T-Helferzellklons zu stimulieren 86, 101, 

102. Auch konnte durch Stimulation der Hepatozyten mit INFγ und TNFα nicht die 

Expression von MHC II induziert werden 86, 91, 100. Analog dazu zeigten in vitro 

Studien, dass Mäusehepatozyten die Entwicklung von alloreaktiven zytotoxischen 

CD8+ T-Zellen stimulieren konnten, die von den Autoren auf die MHC I-

Eigenschaften der Leberzellen zurückgeführt wird 107. Die vermutete Beteiligung von 

CD4+ T-Zellen bei der Abstoßungskaskade kann nach Ausschluss einer MHC II-

Expression nur über eigene APCs vermittelt werden, die Alloantigene der 

Hepatozyten den eigenen CD4+ T-Zellen präsentieren 86. Im Gegensatz dazu gelang 

es Fouzas et al., auf Rattenhepatozyten eine sehr geringe MHC II-Expression mittels 

FACS-Analyse zu detektieren 108. Arvieux et al. betonen, dass native Hepatozyten 

normalerweise auf Grund ihrer moderaten MHC I- und fehlenden MHC II-Expression 

eine geringe Immunogenität aufweisen, diese jedoch im Rahmen einer 

Abstoßungsreaktion verändert werden kann, da Hepatozyten in einem Rattenmodell 

vermehrt MHC I exprimierten 109. Humane native Hepatozyten lassen sich nicht 

durch das Oberflächenmolekül MHC II charakterisieren 110. Auf Hepatozyten aus 

transplantierten humanen Lebern konnte jedoch während Abstoßungsepisoden und 

viralen und bakteriellen Infekten mittels monoklonaler Antikörperbindung und 

immunhistologischer Methoden eine starke Induktion der MHC I- und MHC II-

Antigene demonstriert werden 111. In gleicher Weise argumentieren Sundstrom et al.. 

Sie unterstreichen die Fähigkeit vieler verschiedener Zelllinien als semiprofessionelle 

bzw. nonprofessionelle APCs zu agieren, indem neben der ohnehin vorhandenen 

MHC I-Oberflächenexpression auf fast allen somatischen Zellen auch die MHC II-

Expression mittels proinflammatorischer Zytokine wie INFγ oder TNFα induziert 

werden kann 71. Unsere Ergebnisse der in vitro Versuche zur Bestimmung von MHC-

Eigenschaften porciner Hepatozyten differieren von den genannten Thesen: Nach 

Leberzellisolierung zeigten die unstimulierten nativen Hepatozyten sowohl eine MHC 

I als auch sogar eine höhere MHC II-Expression (Abb. 22 und 23). Die Verstärkung 

dieser Expressionen durch das Zytokin INFγ in der Konzentration 100 ng/ml sowie in 

Kombination mit TNFα jeweils 10 ng/ml und jeweils 100 ng/ml in Kultur gelang für 

beide Oberflächenmoleküle. INFγ in der kleineren Konzentration (10 ng/ml) bewirkte 
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nur für MHC II eine Expressionszunahme. Zusammenfassend ließ sich die 

Expression von MHC I und –II nur durch das Zytokin INFγ steigern. In Kombination 

mit TNFα, beide in Konzentrationen von 100 ng/ml, lässt sich ein additiver Effekt von 

TNFα vermuten, da bei dieser Zytokinkombination signifikante Zuwächse zu 

verzeichnen waren (siehe 3.3.1 und 3.3.2). INFγ 100 ng/ml alleine hatte nicht diesen 

ausgeprägten Effekt, auch wenn hier signifikante Anstiege bezogen auf die MHC II-

Expression nach 48 h und 72 h Inkubationszeit verglichen mit der Negativprobe 

auffielen. TNFα alleine bewirkte keine Expressionszunahme. Interessanterweise fiel 

die Induktion auf die MHC II-Exprimierung nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubationszeit 

höher aus als jene auf die MHC I-Eigenschaften. Dieses Resultat lässt die 

Schlussfolgerung zu, dass transplantierte allogene porcine Hepatozyten ihre 

Immunogenität über eine Hochregulierung ihrer MHC II-Antigene durch 

inflammatorisch oder alloreaktiv bedingte INFγ-Ausschüttung steigern können. 

Infolgedessen agieren sie als nonprofessionelle APCs und bieten über ihre MHC II-

Oberflächenmoleküle den geeigneten Liganden für den T-Zell-Rezeptor. 

Andererseits kann die unterschiedliche MHC I- und MHC II-Expression im Vergleich 

zu anderen Publikationen auch methodisch bedingt sein: Zum einen ist die über eine 

PCR nachgewiesene mRNA der MHC-Proteine nicht gleichbedeutend mit der Menge 

der Oberflächenmoleküle, zum anderen ist die Effizienz und somit die Aussagekraft 

des verwendeten kommerziellen Primer-Sonden-Paares nur über eine 

Standardkurve mittels Verdünnungsreihe der eingesetzten cDNA-Menge zu 

ermitteln, so dass unsere Ergebnisinterpretation diesbezüglich limitiert ist.  

Überdies ist auch die indirekte Antigenerkennung denkbar. Es scheint demzufolge 

Unterschiede der MHC-Expression auf Hepatozyten bei Kleintieren, Großtieren und 

Menschen zu geben, wobei sich unsere Induktionsergebnisse der MHC-

Exprimierung mit denen bei humanen Hepatozyten decken 111. Das unterstreicht, 

dass das Schwein auf Grund der Ähnlichkeiten zum menschlichen Immunsystem als 

gutes Modell in der Transplantationsforschung dienen kann. Überträgt man die 

Ergebnisse auf die humane Leberzelltransplantation, die mit der Problematik der 

Abstoßung zu kämpfen hat, kann diese Immunogenität der Hepatozyten unter 

anderem durch ihre MHC II-Hochregulierung erklärt werden.  

Die Interaktion zwischen dem MHC II-Molekül auf Hepatozyten und dem T-

Zellrezeptor findet jedoch nur zwischen Hepatozyten und antigenspezifischen 

Effektorzellen statt. Zur Aktivierung von naiven T-Zellen sollen sie als 
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nonprofessionelle APCs nicht in der Lage sein 71. Je nachdem, unter welchem 

Zytokineinfluss primär aktivierte CD4+ T-Zellen stehen, wird ihre Entwicklung 

entweder in Richtung des Th1-Phänotyps, der in der zellvermittelten Immunantwort 

mündet oder des Th2-Phänotyps, der die humorale Immunantwort unterstützt, 

gelenkt. Es ist bekannt, dass APCs durch die von ihnen sezernierten Zytokine diese 

Entwicklungsrichtungen bestimmen können. Hepatozyten als nonprofessionelle 

APCs synthetisieren u.a. die Zytokine IL-1, IL-6 und IL-8 71. Zusammenfassend lässt 

sich die Hypothese aufstellen, dass Hepatozyten durch ihre MHC II-Hochregulierung 

eine Immunantwort unterhalten und gleichzeitig durch die von ihnen ausgeschütteten 

Zytokine bestimmen, mit welchen Mechanismen des Empfängerimmunsystems sie 

bekämpft werden. Eine immunologische Toleranz entsteht u.a. bei Unfähigkeit der 

professionellen bzw. nonprofessionellen APCs, ihre MHC-Oberflächenmoleküle 

hochzuregulieren und allogene Peptide zu prozessieren und präsentieren 71. Hier 

könnte ein Angriffspunkt zur Minimierung der Immunogenität von Hepatozyten mit 

konsekutiv geringerem Abstoßungsrisiko nach LCT liegen. 

5.2 Immunologische Reaktionen auf transplantierte MPIO-markierte 
Leberzellen  

5.2.1 Immunsuppression 

Die LCT ist häufig mit akutem Transplantatverlust im Sinne einer Abstoßung auf 

Grund von noch nicht gut verstandenen Immunmechanismen assoziiert. Da diese 

Mechanismen bei unserer Studie nicht im Fokus der Untersuchung lagen, sondern 

die immunologische Wirkung der MPIO-Markierung, wurden die Tiere bereits ab dem 

zweiten Tag vor LCT immunsupprimiert. Auch bei der klinischen LCT, für die die 

MPIO-Markierung als neuartiges Identifizierungsmittel für transplantierte 

Donorhepatozyten derzeitig erforscht wird, ist die immunsuppressive Therapie 

unerlässlicher Bestandteil des Behandlungskonzepts 5. Daher ist die 

Ergebnisbewertung durch Fehlen einer unbehandelten Kontrollgruppe zum Teil 

limitiert und der Einfluss der Immunsuppression auf die Immunreaktionen kann nicht 

bemessen werden.  

Die Ableitung der möglichen und nötigen Immunsuppressiva-Dosen für Minischweine 

ist nicht einfach, Erfahrungen aus größeren Serien fehlen bislang. Frey et al. 

berichten, dass Schweine auf Grund ihres größeren Distributionsvolumens, einer 

verstärkten Clearance und schwächeren systemischen Verfügbarkeit eine 2- bis 4-

mal höhere intravenöse und orale CiclosporinA-Dosis und eine 10- bis 30-fache 
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intravenöse und orale Dosis an Steroiden brauchen, um die gleichen 

Plasmakonzentrationen wie beim Menschen zu erreichen 112. In wie weit diese 

Angleichung der Konzentrationen auch nötig ist, lässt sich nicht sagen. Wir 

orientierten uns an Erfahrungen vorangegangener Studien mit Minischweinen 113, so 

dass wir die Dosis der Immunsuppressiva auf 5 mg/kg/KG CiclosporinA 2-mal täglich 

p.o. und 0,5 mg/kg/KG Prednisolon 2-mal täglich p.o. festsetzten.  

Bis auf die OP- und Blutentnahmetage, an denen die CiclosporinA- und Prednisolon-

Dosis i.m. bzw. i.v. verabreicht wurde, erwies sich die orale Gabe an den anderen 

Tagen teilweise als schwierig. Bei Tieren, die weniger zutraulich waren, gelang es 

bisweilen nicht, die volle Dosis oral über eine Spritze zu applizieren. Bei Verwendung 

von Nahrungsmitteln als Vektoren wurden diese zum Teil von anderen Tieren 

aufgenommen. Neben Gründen der individuellen Pharmakokinetik können sich 

dadurch Schwankungen der aus dem Blut ermittelten CiclosporinA-Spiegel erklären 

lassen. Dennoch wurde bei keinem Tier eine klinisch oder durch FACS-Analyse 

erkennbare akute Abstoßung während des Beobachtungszeitraums registriert. Die 

CiclosporinA-Spiegel (siehe Abb. 24) fielen mit Spiegelspitzen am Tag 2 bei 

Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten sowie am Tag 2 und 14 bei 

Transplantation nativer Hepatozyten auf. In Korrelation hierzu zeigten sich die 

CD4+MHCII+CD25-- und die CD8+MHCII+CD25- T-Effektorzellen am Tag 2 bei 

Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten gar nicht bis moderat erhöht 

gegenüber den Ausgangswerten (siehe Abb. 11, 12). Erklärbar kann dies durch die 

hohen CiclosporinA-Spiegel an diesem Tag werden. Allerdings lässt sich bei 

Transplantation nativer Hepatozyten dieser Zusammenhang nicht eindeutig herleiten: 

hohe T-Zelleffektoranteile trotz hoher CiclosporinA-Serumspiegel. Insgesamt lässt 

dieses Ergebnis die Deutung zu, dass die Höhe des CiclosporinA-Spiegels nicht 

unbedingt mit dem Grad der Unterdrückung des Empfängerimmunsystems korreliert, 

ein Ceiling-Effekt ab einer bestimmten Plasmakonzentration einsetzt, d.h. dass trotz 

Dosissteigerung keine Zunahme der Wirkung folgt oder eine Immunantwort trotz 

hoher Dosen Immunsuppressiva nicht gänzlich unterdrückt werden kann. Da aber, 

wie bereits erwähnt, eine nicht-immunsupprimierte Kontrollgruppe fehlt, können 

diesbezüglich lediglich Mutmaßungen angestellt werden. Bei einem neugeborenen 

Jungen, der eine LCT auf Grund eines Ornithin-Transcarbamylase-Mangels 6 

Stunden nach seiner Geburt erhielt, wurden transiente niedrige CiclosporinA-Level 

im Rahmen einer schweren Gastroenteritis beobachtet. Hieraufhin setzte eine 
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Abstoßungsreaktion gegen die Leberzellen ein und der Junge verstarb wenig später. 

Die Autoren resümierten daraufhin, dass die LCT eine suffiziente und kontinuierliche 

Immunsuppression erfordert 34. 

Calcineurininhibitoren verhindern nicht nur eine Abstoßungsreaktion durch Hemmung 

der T-Zellen, sondern können auch selbst die Immunogenität des Transplantats 

beeinflussen. Es gibt Hinweise, dass CiclosporinA die MHC I- und MHC II-

Expression von Hepatozyten herabreguliert 108. Somit wäre sein Einsatz bei LCT 

doppelt gerechtfertigt, da es auch die Integration und Proliferation allogener 

Hepatoyzten verbessern kann 114.  

5.2.2 MPIO-Markierung 

Die in vitro Markierung von Leberzellen mit MPIOs ermöglicht die Verfolgung ihres 

Schicksals nach LCT in der MRT. Ziel der vorliegenden Dissertation war es, den 

Einfluss der MPIOs auf immunologische Reaktionen in vivo zu beurteilen. Obwohl 

das Interesse und die Erforschung dieser Methode auf dem Vormarsch sind, gibt es 

bisher nur wenige Studien, die das Immunogenitätspotential von Eisenoxidpartikeln 

beleuchten 49, 115, 116. Die Rechtfertigung ihrer Unschädlichkeit beruht aktuell auf der 

allgemeinen Übereinstimmung, dass Eisenoxidpartikel in vivo gut toleriert werden 53, 

ohne dass diese Annahme in Bezug auf das Immunsystem durch Studien eindeutig 

belegt werden kann. In vitro Untersuchungen haben ergeben, dass Eisenoxidpartikel 

in Nanometergröße (SPIO) Veränderungen von Zellverhalten und Zellmorphologie 

hervorrufen 117. Spekulativ könnte dies auch mit Veränderungen von 

Oberflächenmolekülen einhergehen, die einen Großteil der Immunogenität von 

Hepatozyten bestimmen. Nohroudi et al. betonen außerdem den schmalen Pfad 

zwischen zu niedriger Partikelbeladung pro Zelle, die für eine sichere 

Kontrastgebung in der MRT nicht ausreichend ist und der zu hohen 

Partikelbelastung, die zu Zellschäden, Apoptose und Nekrose führen kann 57. Sie 

beziffern dieses Mittel mit 40 bis 50 MPIOs pro mesenchymaler Stammzelle. Auch 

Puppi et al. zeigten, dass Zellen eine große Menge an Kontrastgebern erhalten 

müssen, um in der MRT detektiert zu werden 53. Unsere Markierungsrate lag bei 20 ± 

1 Partikeln pro Zelle. Somit ist es denkbar, dass bei einer größeren Partikelbeladung 

pro Zelle, wie sie für die klinische Anwendung zur sicheren Detektierbarkeit 

gebraucht wird, auch andere bzw. vermeintlich stärkere Immunreaktionen möglich 

sind. Auf der anderen Seite ist zu beachten, dass die Zellaufnahme von 

Eisenpartikeln die Immunantwort ebenso in Richtung einer Immunsuppression 
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lenken könnte. Diese Möglichkeit wird durch die Ergebnisse von Siglienti et al. 

unterstrichen 115. Sie fanden heraus, dass die Eisenpartikelaufnahme von Maus- und 

Rattenmakrophagen in vitro das Zytokinprofil derselbigen sowohl basal als auch 

während der Interaktion mit T-Zellen veränderte: Bei Mäusemakrophagen stieg die 

Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 und in Rattenmakrophagen 

wurde die TNFα-Produktion als Folge der Eisenaufnahme geblockt 115. Ebenso 

konnten Shapiro et al. keinen negativen Einfluss der MPIO-Leberzellmarkierung auf 

deren Viabilität, die bei über 95% lag, finden 50. In unseren Versuchen hatten wir 

einen Viabilitätsabfall im Zuge des Isolierungsprozesses zu verzeichnen. Dieser war 

jedoch nicht der MPIO-Markierung geschuldet, da die Viabilität der nativen 

Hepatozyten, die nicht eisenmarkiert wurden, ebenfalls nach Kultivierung, 

Trypsinierung und mechanischer Adhäsionslösung deutlich abfiel. Folglich sollten 

Isolierungsprotokoll sowie Zellkultur- und Trypsinierungsbedingungen 

weiterentwickelt werden.  

5.2.3 Wirkung der MPIO-Markierung auf immunologische Parameter in vivo 

Für die zukünftige sichere klinische Anwendbarkeit von eisenmarkierten Hepatozyten 

bei LCT ist es unverzichtbar, mögliche Auswirkungen auf das und Reaktionen des 

Rezipientenimmunsystems zu untersuchen. Dafür transplantierten wir MPIO-

markierte Hepatozyten über die A. gastroepiploica, das Milzparenchym und die 

Pfortader in jeweils 3-5 Empfängerschweine pro Applikationsroute. Als 

Kontrollgruppe diente zum einen die Transplantation nativer Hepatozyten über die 

genannten Applikationswege mit jeweils 2 Tieren pro Applikationsgruppe sowie die 

Transplantation von MPIOs über die A. gastroepiploica bei 4 Tieren. Die für eine 

statistische Auswertung zu geringe Anzahl von Kontrolltieren in der Gruppe der 

nativen Hepatozytentransplantation und das Fehlen der Kontrollgruppen für die 

Applikation isolierter MPIO-Partikel über das Milzparenchym und die Pfortader ist 

durch die Wahl des Großtiermodells zu erklären. Aus logistischen, personellen und 

ethischen Gründen erschien eine zu Kleintierversuchen äquivalente Anzahl von 

Versuchstieren dieser Größenordnung nicht möglich. Aus diesem Grund können 

nachfolgende Veränderungen in der Gruppe der nativen Hepatozytentransplantation 

nur als Tendenzen beschrieben werden.  

 

Lepore et al. konnten zeigen, dass SPIO-Partikel einen Einstrom von Makrophagen/ 

Mikrogliazellen im Gegensatz zu unmarkierten neuronalen Vorläuferzellen induzieren 
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116. Eine Erklärung dafür versuchten sie in der Interaktion von Eisen mit Zytokinen zu 

finden, da Eisen die Effekte von bestimmten Zytokinen beeinflussen soll und 

Zytokine eine Inflammationskaskade mit Makrophageneinwanderung einleiten 

können. Die toxische Konzentration von IFNγ und TNFα war in den 

Oligodendrozyten, die zusätzlich mit Eisen beladen waren, niedriger. Die Autoren 

schlossen auf eine eisenvermittelte Zytokintoxizität 118. 

In unseren Versuchen zeigte sich eine Immunaktivierung nach Transplantation 

sowohl von MPIO-markierten als auch von nicht-markierten Hepatozyten, abzulesen 

an der Zunahme von CD4+MHCII+CD25- - und CD8+MHCII+CD25- T-Zellen, den 

sogenannten T-Effektorzellen. Die Frequenz von MHC II-exprimierenden T-Zellen 

steigt mit dem Grad ihrer Aktivierung, folglich dienen sie als gutes Maß zur 

Beurteilung einer stattgehabten Immunreaktion 119.  

Die CD4+MHCII+CD25- T-Zellen zeigten nach Transplantation nativer Hepatozyten 

am Tag 14 einen deutlicheren Anstieg gegenüber der Transplantation MPIO-

markierter Hepatozyten, wohingegen diese eine stärkere Zunahme der 

CD8+MHCII+CD25- T-Zellen am Tag 14 im Vergleich zur Kontrollgruppe mit nativen 

Hepatozyten bewirkte (siehe Abb. 11, 12, 18, 19). Die Eisenmarkierung der 

Hepatozyten scheint demnach einen unterschiedlichen Effekt auf die Effektorzellen in 

den  CD4+ - und CD8+ Subpopulationen zu haben. Demgegenüber kam es nach 

Transplantation isolierter MPIO-Partikel via A. gastroepiploica zu keiner dauerhaften 

Zunahme der anteiligen CD4+MHCII+CD25- - und CD8+MHCII+CD25- T-

Effektorzellen. Bis auf einen signifikanten transienten Anstieg am 2. postoperativen 

Tag (p < 0,05) erreichten die CD4+MHCII+CD25- T-Effektorzellen anschließend 

wieder ihr Ausgangsniveau (siehe Abb. 18). Der Anteil der CD8+MHCII+CD25- T-

Effektorzellen sank sogar im zeitlichen Verlauf (siehe Abb. 19).  

Hepatozyten, ob nativ oder markiert, scheinen eine stärkere Immunaktivierung als 

isolierte MPIOs hervorzurufen, da es zu einem späten deutlichen Anstieg der 

CD4+MHCII+CD25- - und CD8+MHCII+CD25- T-Zellen gegenüber der Applikation 

isolierter Eisenpartikel kam. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Kontrolltiere, 

denen isolierte MPIOs über die A. gastroepiploica appliziert wurden, nur bis um 7. 

postoperativen Tag untersucht wurden, so dass ein Vergleich am Tag 14 zwischen 

dieser und den anderen beiden Gruppen (MPIO-markierte Hepatozyten und native 

Hepatozyten) nicht gezogen werden kann. Hier zeigt sich eine Limitierung unseres 

Studiendesigns. Insbesondere die Tatsache, dass nach Transplantation von MPIO-
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markierten und nativen Hepatozyten der Anteil der CD4+ und CD8+ T-Effektorzellen 

von Tag 7 auf Tag 14 den größten Sprung nach oben machte, verdeutlicht die 

Notwendigkeit des Vergleichs zwischen allen 3 Gruppen am Tag 14.  

Insgesamt führte die Transplantation isolierter MPIOs zu einem schnellen Anstieg 

der CD4+ T-Effektorzellen am 2. postoperativen Tag, die am Tag 7 wieder ihr 

Ausgangsniveau erreichten (siehe Abb. 18). Auf die CD8+ T-Effektorzellen hatten die 

isolierten Eisenpartikel keinen Einfluss; ihr Anteil sank sogar postoperativ (Abb. 19). 

Demgegenüber führte die Transplantation eisenmarkierter und nativer Hepatozyten 

tendenziell zu einem Anstieg der CD4+ - und CD8+ T-Effektorzellen. Das legt die 

Schlussfolgerung nahe, dass transplantierte isolierte MPIOs nicht immunogen wirken 

– transplantierte  Hepatozyten, egal ob markiert oder nicht markiert, hingegen schon. 

Dabei scheint die Eisenmarkierung der Hepatozyten vor allem eine Aktivierung der 

CD8+ T-Effektorzellen gegenüber den nativen Hepatozyten bewirkt zu haben (siehe 

Abb. 12 und 19).  

Der Anteil der CD4+ T-Zellen an der gesamten T-Zellpopulation stieg nach 

Transplantation MPIO-markierter und nativer Hepatozyten direkt am 2. 

postoperativen Tag an, um am 14. postoperativen Tag wieder abzufallen (siehe Abb. 

9). Analog dazu sank der Anteil CD8+ T-Zellen am 2. postoperativen Tag und stieg 

am 14. postoperativen Tag wieder an (siehe Abb. 10). Als Vergleich dazu riefen 

isolierte MPIO-Partikel bei der CD4+ T-Zellsubpopulation einen Abfall und bei der 

CD8+ T-Zellpopulation eine Zunahme posttransplant hervor (siehe Abb. 16 und 17). 

Das lässt den Schluss zu, dass Hepatozyten und nicht MPIOs Ursache einer frühen 

Zunahme der CD4+ T-Zellen sind. Auf der anderen Seite haben scheinbar sowohl 

Hepatozyten als auch MPIOs einen aktivierenden Einfluss auf die CD8+ T-

Zellsubpopulation. Daneben fiel die im Vergleich zum Menschen inverse CD4+/CD8+ 

Ratio bei den verwendeten Schweinen auf. Diese Ratio weist spezies-spezifische 

Variationen auf, ist genetisch bedingt individuell sehr unterschiedlich und variiert je 

nach Gesundheits- bzw. Krankheitszustand des Individuums 120, 121.  

Im Gegensatz zu nativen Hepatozyten führte die Transplantation MPIO-markierter 

Leberzellen nach Applikation via A. gastroepiploica zu einem späten Anstieg und 

nach solcher via Milzparenchym und Pfortader zu einem späten Abfall der MHC II+ 

Nicht-T-Zellen, also der B-Zellen, dendritischen Zellen und Monozyten (Abb. 13). Die 

MFI der MHCII+CD3- Zellen zeigte bei Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten 

im Vergleich zu nativen Hepatozyten am Tag 14 eine Zunahme (Abb. 14).  
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Somit resultiert v.a. die Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten in einer späten 

Aktivierung und Hochregulierung von MHC II, die bei isolierten MPIOs nicht zu 

beobachten war (siehe Abb. 21). Bei Transplantation nativer Hepatozyten erreichte 

die MFI am Tag 14 Werte unterhalb der Ausgangsniveaus (siehe Abb. 14). Allerdings 

ist bei Messungen von n = 2 keine statistische Aussage zu treffen. Es ist demnach 

denkbar, dass der Transplantation eisenmarkierter Hepatozyten im Vergleich zu 

beiden Kontrollgruppen auch eine Beteiligung von B-Zellen und Monozyten an der 

Immunantwort folgt.  

Zusammenfassend legen die vorliegenden Ergebnisse den Schluss nahe, dass die 

MPIO-Markierung der Hepatozyten eine zum Teil verstärkte Immunantwort des 

Rezipienten, bezogen auf die CD8+ T-Effektorzellen und die MFI der MHC II+ Nicht-

T-Zellen, bewirkt. Unter Berücksichtigung der nicht signifikanten niedrigeren Zellzahl, 

die in der Gruppe der nativen Hepatozyten transplantiert wurde sowie der geringen 

Versuchsanzahl von n = 2 kann diesbezüglich jedoch keine eindeutige Bewertung 

stattfinden. Daneben decken sich unsere Ergebnisse mit der aktuellen Studienlage 

über die Problematik der Immunaktivierung nach LCT, da Hepatozyten unabhängig 

von einer Eisenmarkierung immunogen zu wirken scheinen. 

 

Während naive T-Zellen während der ersten Interaktion mit professionellen APCs 

aktiviert werden und das MHC-Klasse-II-Molekül auf ihrer Oberfläche exprimieren, 

können MHCII+ CD4+ T-Zellen selbst als APCs agieren, indem sie Alloantigene 

aufnehmen, prozessieren und antigenspezifischen T-Zellen präsentieren und diese 

stimulieren 119. Diese alloreaktiven MHCII+ CD4+ T-Zellen scheinen bei 

Immunantworten gegen Transplantate eine wichtige Rolle zu spielen 119. Darüber 

hinaus mündet der CD4+abhängige Weg in der Aktivierung von Makrophagen. 

Unsere Arbeitsgruppe konnte nach Sektion der Tiere und histologischer Aufarbeitung 

in portalen Gefäßen, wo transplantierte MPIO-markierte Hepatozyten Mikrothromben 

gebildet hatten, mittels immunhistologischer Antikörperfärbung eine Infiltration des 

Thrombus mit Makrophagen nachweisen. Innerhalb des Mikrothrombus konnte 

mittels Berliner-Blau-Färbung die Anwesenheit der MPIO-Partikel bewiesen werden. 

Eine positive Reaktion auf das hepatozytenspezifische CK-18-Antigen gelang jedoch 

nicht. Die Hepatozyten waren demnach nicht mehr intakt bzw. erfolgte ihre 

Phagozytose durch infiltrierende Makrophagen 97. Das angeborene Immunsystem 

entfernt innerhalb der ersten 24 Stunden mehr als 70% der transplantierten Zellen. In 
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erster Linie geschieht dies durch Kupffer-Zellen, den ortsansässigen Makrophagen in 

der Leber 122. Die durch Zellemboli verursachte portale Okklusion führt zu einem  

Perfusions-Reperfusionsschaden, oxidativen Stress und gestörter Zellviabilität, was 

in der Infiltration von inflammatorischen Zellen mit Zerstörung der transplantierten 

Hepatozyten mündet 119. Zudem sollen Makrophagen bei der CD4-abhängigen 

Antikörper-vermittelten Abstoßungsreaktion bei LCT eine kritische Rolle spielen 122. 

Die akute Antikörper-vermittelte Abstoßungsreaktion lässt sich trotz des Gebrauchs 

von Immunsuppressiva nicht unterdrücken und ist mit einem schlechteren 

Transplantatüberleben als bei T-Zell-vermittelter Immunantwort assoziiert 123. Dieser 

Mechanismus führt schließlich zur Zerstörung des Transplantats durch rekrutierte 

bzw. ortsansässige Makrophagen, in der Leber den Kupffer-Zellen. In einem murinen 

LCT-Modell resultierte die Reduzierung von Makrophagen in CD8-defizienten 

Mäusen in einem verlängerten Transplantatüberleben 122. Über eine Reduktion der 

residenten hepatischen Kupffer-Zellen könnte die erste Immunantwort des 

angeborenen Immunsystems eingedämmt werden 114. Eine gestörte Funktion der 

Kupfferzellen, erzielt durch Vorbehandlung der Tiere mit Gadoliniumchlorid 24 

Stunden vor Transplantation, führte zu einem 2-fach verlängerten Überleben der 

Zellen 124. Da Hepatozyten im Vergleich zu Ganzorgantransplantaten kein 

Endothelium aufweisen, welches die Angriffsfläche für das Empfängerimmunsystem 

darstellt, eine akute Abstoßung bei LCT dennoch stattfindet, erkennen die 

Alloantikörper bei Beteiligung der humoralen Immunantwort die Leberzellen 

vermutlich spezifisch und direkt 122. Die Ursache der Makrophageneinwanderung ist 

am ehesten auf die durch die Mikrothrombenbildung bedingten Gefäßverschlüsse mit 

konsekutiver Inflammation und Zytokinfreisetzung, die zur Makrophageninfiltration 

führt, als auf die MPIO-Markierung der Hepatozyten zurückzuführen. Weitere Studien 

sind folglich nötig, um insbesondere den Aspekt der Makrophagenfunktion bei MPIO-

markierter Leberzelltransplantation zu beleuchten.  

5.2.4 Unterschiede immunologischer Parameter bezogen auf die Applikations- 

route 
Die immunologischen Unterschiede bei Leberzelladministration in die Leber im 

Vergleich zur Milz sind kaum untersucht. Während die Infusion der Hepatozyten bei 

metabolischen Lebererkrankungen und akuten Leberversagen auf Grund der 

intakten Leberarchitektur über die Portalvene realisiert wird, dient die Milz bei 

gestörter Leberbinnenstruktur als ektoper Implantationsort, wobei die Hepatozyten in 
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die Leber translozieren 125. Hierbei konnte die direkte intrasplenische Injektion eine 

bessere Integration der Leberzellen erzielen als die Hepatozytenapplikation über die 

Milzarterie, da diese durch Hepatozyten okkludiert wurde 126. Das gleiche Problem 

entsteht bei Pfortaderadministration, wenn es in intrahepatischen Gefäßen zur 

Bildung von Mikrothromben kommt, weil die sinusoidale Barriere von den 

Hepatozyten nicht überwunden werden konnte 39. Diese Gefäßokklusionen 

induzieren einen Perfusions-Reperfusionsschaden, oxidativen Stress und eine 

gestörte Zellviabilität, was wiederum inflammatorische Zellen wie Granulozyten und 

Makrophagen anlockt, die einen Abstoßungsprozess einleiten 85. In unserer Studie 

konnten sowohl bildgebend über die MRT als auch histologisch korrelierend 

Mikrothromben mit infiltrierenden Makrophagen im hepatischen Gefäßbett dargestellt 

werden 97. Interessanterweise führte die Applikation von Hepatozyten in die A. 

gastroepiploica mit Translokation der Zellen in die Leber zu signifikant weniger 

Mikroembolisationen im Vergleich zur intraportalen Infusion. Demnach ist vorstellbar, 

dass nicht die Applikationsroute per se für die Initiierung einer Immunantwort 

entscheidend ist, sondern das Ausmaß der Mikrothrombenbildung.  

Unsere Ergebnisse zeigten, dass sich die geringsten Veränderungen des CD4+ T-

Zell-Subpopulationsanteils im zeitlichen Verlauf nach Transplantation MPIO-

markierter Hepatozyten via A. gastroepiploica sowie nach Transplantation nativer 

Hepatozyten via Pfortader verzeichnen ließen (siehe Abb. 9). Die Transplantation 

MPIO-markierter Hepatozyten via Milzparenchym scheint gegenüber den anderen 

beiden Applikationsrouten die größten Auswirkungen auf die CD4+ und CD8+ T-

Zellsubpopulationen gehabt zu haben, da ein früher transplantationsassoziierter 

Anstieg der CD4+ Subpopulation mit einem signifikanten Abfall am Tag 14 (p < 0,05) 

bzw. eine signifikante Zunahme der CD8+ Subpopulation am Tag 14 (p < 0,05) 

auffiel (Abb. 16 und 17). In der nativen Hepatozytentransplantationsgruppe ließ sich 

dieses Verhalten nicht beobachten. Hier persistierte der Anteil der CD4+CD3+ Zellen 

nach Transplantation über das Milzparenchym auf einem niedrigeren Niveau 

verglichen mit den Ausgangswerten. Der Anteil der CD8+CD3+ T-Zellen stieg am 

Tag 14 sowohl bei Transplantation MPIO-markierter als auch bei Transplantation 

nativer Hepatozyten bis auf die Pfortaderroute über das Ausgangsniveau hinaus an. 

Somit lässt sich zusammenfassen, dass die Applikation über die Pfortader z.T. die 

geringsten Veränderungen an T-Zellsubpopulationsverteilungen verursachte und die 
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Milzparenchymapplikation von MPIO-markierten Hepatozyten besonders zu einer 

Zunahme des CD8+ T-Zell-Anteils führte.  

Bezüglich der CD4+MHCII+CD25- T-Effektorzellen scheint die Applikation MPIO-

markierter Hepatozyten über die A. gastroepiploica und das Milzparenchym eine 

späte Aktivierung hervorgerufen zu haben, wenn auch nicht statistisch signifikant 

(siehe Abb. 11). Die Pfortaderroute bewirkte keine Zunahme. Nach Transplantation 

nativer Hepatozyten kam es zu einem Anstieg des Anteils der CD4+ T-Effektorzellen 

über alle drei Applikationswege, wobei dieser nach Pfortaderapplikation am 

geringsten ausfiel.  

Bei den CD8+MHCII+CD25- T-Effektorzellen zeigte sich ein ähnliches Bild mit 

Anstiegen nach Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten über alle drei 

Applikationsrouten (Abb. 12). Diese Zunahme war bei der A.-gastroepiploica-Route  

signifikant (p < 0,05; siehe Abb. 19) und fiel bei der Pfortaderapplikation am 

geringsten aus. Eine Zunahme des CD8+ T-Effektorzellanteils stellte sich ebenso 

nach Transplantation nativer Hepatozyten über die drei Applikationswege ein, jedoch 

bedeutend geringer (siehe Abb. 12). Auch hier präsentierte die Pfortaderroute die 

geringsten Zuwächse.  

Besonders nach Applikation MPIO-markierter Hepatozyten über die A. 

gastroepiploica und das Milzparenchym stieg der Anteil der CD4+ und der CD8+ T-

Effektorzellen deutlich über das Ausgangsniveau hinaus an. Insgesamt scheint die 

Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten über die A. gastroepiploica und das 

Milzparenchym eine zytotoxische T-Effektorzellantwort hervorgerufen zu haben, die 

für die hohen Zellverluste nach Transplantation entscheidend sein könnte.  

Demgegenüber löste die Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten per 

Milzparenchym und Pfortader einen Abfall der MHC II+ Nicht-T-Zellen am Tag 14 

aus, also eine Deaktivierung von Monozyten und B-Zellen (siehe Abb. 13 und 20). Im 

Gegensatz dazu führten die nativen Hepatozyten zu keinem Verlust der MHC II+ 

APCs (siehe Abb. 13). 

Die MFI der MHC II+ Nicht-T-Zellen machte ein konträres Verhalten im Vergleich zur 

prozentualen Verteilung in der MPIO-markierten Gruppe deutlich, weil sich eine 

vermehrte Expression von MHC II nach Milzparenchym- und Pfortaderinjektion am 

Tag 14 zeigte (siehe Abb. 14 und 21). Nachdem die Applikation via Pfortader 

zunächst eine postoperative Abnahme der MFI am Tag 2 und Tag 7 hervorrief, die 

auf Grund eines hohen präoperativen Ausgangswertes signifikant ausfiel (p < 0,05), 
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stellte sich zuletzt ein nicht signifikanter Zuwachs der MFI ein (siehe Abb. 21). Eine 

Zunahme fiel auch bei der Applikation via Milz auf und war hier am Tag 14 signifikant 

(p < 0,05; siehe Abb. 21). Das konträre Verhalten zwischen prozentualer Verteilung 

und MFI der MHC II+ Nicht-T-Zellen bei Milzparenchym- und Pfortaderroute könnte 

sich durch den Verlust von Zellen, die nur wenig MHC II pro Zelle exprimierten und 

durch den Erhalt von Zellen, die viel MHC II pro Zelle exprimierten, erklären lassen. 

Bei Transplantation nativer Hepatozyten sank die MFI in allen 3 Applikationsgruppen 

(siehe Abb. 21). Insgesamt zog die Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten 

über das Milzparenchym und die Pfortader größere Veränderungen der MHC II-

tragenden B-Zellen und Monozyten als in den Kontrollgruppen nach sich.  

Zusammengefasst deutet sich die Pfortaderroute bezüglich der CD4+ und CD8+ T-

Effektorzellen als weniger immunogen an, indes die oben beschriebene Wirkung auf 

die MHC II+ Nicht-T-Zellen betont werden muss. Hinsichtlich der reduzierten 

hepatischen Mikrozirkulationsstörung (Mikrothrombenbildung) nach Applikation über 

die A. gastroepiploica im Vergleich zur intraportalen LCT ließ sich anhand der 

genannten Erhebungen kein korrelierender Effekt auf die T-Zellsubpopulationen 

finden.  

5.2.5 Veränderungen klinischer Parameter als Ausdruck einer stattgehabten 

Immunreaktion 
Neben den bereits beschriebenen immunologischen Merkmalen einer Immunreaktion 

ist eine akute Abstoßung ebenfalls an Veränderungen der Lebersynthese- und 

Leberschädigungsparameter abzulesen. Durch eine Entzündungsreaktion und 

Drosselung der Blutversorgung verschlechtert sich die Leberfunktion und es kommt 

zum Anstieg bzw. Abfall bestimmter Leberenzyme im Blut. Leberfunktionstests sind 

sehr sensitiv, um einen Leberzellschaden im Sinne einer akuten Abstoßungsreaktion 

herauszufiltern, auch wenn das Ausmaß dieses Mechanismus nicht mit der Höhe der 

gemessenen Blutparameter korreliert 127. Die AST- und ALT-Serumspiegel waren 

nach LCT, die drei Applikationsrouten betreffend, nicht signifikant unterschiedlich. 

Der zeitweilige transplantationsassoziierte Anstieg am 2. postoperativen Tag könnte 

durch intraoperativ bedingte Mikrozirkulationsstörungen sowie direkte Zellschädigung 

auf Grund der Lebermanipulation bzw. als Folge des Ischämie-Reperfusionsschaden 

erklärt werden. Außerdem führt die operative Prozedur zu einer 

Entzündungsreaktion, die wiederum Zellschäden induziert. Der 

Lebersyntheseparameter Albumin blieb nach LCT konstant, während die 
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Harnstoffsynthese am 2. postoperativen Tag sogar anstieg, im Verlauf die 

Ausgangswerte jedoch wieder erreichte. Insgesamt konnte sowohl in der 

laborchemischen Analyse als auch klinisch kein Anhalt für eine akute 

Abstoßungsreaktion bei den Tieren nach LCT gefunden werden. Zum einen lässt das 

den Schluss zu, dass die Transplantation MPIO-markierter Hepatozyten keinen 

stärkeren nachteiligen Effekt auf Leberfunktion und –integrität  als die 

Transplantation nicht-markierter Leberzellen hat. Zum anderen kann resümiert 

werden, dass eine ausreichende Immunsuppression eine Abstoßung der allogenen 

Hepatozyten verhindert hat. 

5.3 Limitierungen  
Der in der vorliegenden Dissertation verwendete Versuchsaufbau unterliegt 

bestimmten Beschränkungen. Im Gegensatz zu anderen Studien, die für die 

Leberzellmarkierung klinisch zugelassene superparamagnetische Eisenoxidpartikel 

in Nanometergröße (SPIOs) verwendeten, sahen wir MPIOs als vorteilhafter an: 

Einerseits besteht bei MPIOs die Möglichkeit, Leberzellen in Suspension zu 

markieren und andererseits wird eine geringere Beladungszahl von Eisenpartikeln 

pro Zelle gebraucht, um den nötigen Kontrast zu erreichen. Auch wird durch sie eine 

bessere Antwort auf klinische Gegebenheiten, was Magnetresonanztomographen 

und Magnetspulen betrifft, gegeben. Dennoch ist zu beachten, dass die von uns 

verwendeten MPIOs für den klinischen Gebrauch noch nicht zugelassen sind. Einer 

der Gründe liegt in der fehlenden biologischen Abbaubarkeit der Partikel 53. 

Demnach gilt es zu bedenken, dass unsere immunologischen Ergebnisse bei 

Verwendung anderer, für den klinischen Gebrauch zugelassener Eisenoxidpartikel, 

verifiziert werden müssen. Des Weiteren ist die Detektierbarkeit der markierten 

Hepatozyten noch nicht ausreichend sensitiv. Teilen sich Zellen, gelangen die 

Eisenpartikel auch in die Tochterzellen. Die Konzentration ist jedoch nun zu gering, 

um ein Signal in der MRT zu erzeugen 49. Eine Lösung könnte in der Möglichkeit des 

Gentransfers von einem Reportergen, das superparamagnetisches Material 

produziert, liegen 51. Ebenso stellen falsch positive Ergebnisse ein Problem dar. 

Aktuell gelingt es nicht, durch diese Methode lebende von toten Zellen zu 

unterscheiden. Die Eisenpartikel verbleiben in apoptotischen Zellen, bis diese v.a. 

durch Makrophagen abgeräumt werden. Wenn Makrophagen die sterbenden 

markierten Hepatozyten phagozytieren und sich vom Implantationsort wegbewegen, 

können sie fälschlicherweise für transplantierte Zellen gehalten werden 49. Diese 
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Limitierung der mangelhaften Unterscheidungsmöglichkeit zwischen lebenden und 

toten Zellen könnte durch aktive MPIOs behoben werden, die nur ein Signal in vitalen 

Zellen oder speziellen Zelltypen aussenden, wenn ein bestimmtes Markerenzym 

exprimiert wird 51, 128.  

Ein weiterer Limitierungsaspekt lässt sich anhand unseres Studiendesigns 

festmachen: Wir verwendeten gesunde Versuchstiere mit normaler Architektur der 

Implantationsorte Leber und Milz. Diese Ausgangslage unterscheidet sich jedoch 

stark vom klinischen Klientel mit geschädigter Leber bei akutem und chronischem 

Leberversagen, für das die Leberzelltransplantation einen Heilversuch darstellt. 

Infolgedessen sind unsere Ergebnisse in Anbetracht eines nicht geschädigten 

Endotheliums mit größtenteils konsekutivem Verbleib der Zellen im Gefäßbett 

entsprechend zu werten. Zur Integration ins Leberparenchym und Proliferation der 

Hepatozyten sind entsprechende Stimuli und Wachstumsvorteile gegenüber den 

residenten Hepatozyten nötig. Ist diese Voraussetzung gegeben, kann eine über 

50%-ige Repopulation auf Grund der enormen Proliferationsfähigkeit von 

Hepatozyten erzielt werden 27. In Tierversuchen konnte bewiesen werden, dass ein 

Wachstumsvorteil der transplantierten Hepatozyten durch Blockierung der 

Proliferation von nativen Hepatozyten mittels Monocrotalin oder Retrorsin, beides 

Alkaloide, einen annähernd kompletten Leberaustausch bewirkte 27. Die partielle 

Embolisation der Pfortader, die Bestrahlung sowie die Teilresektion der Leber 

könnten die benötigten Stimuli liefern 106. Eine zeitweilige Embolisation der Pfortader 

mit einem absorbierbaren Material führt zu einem Ischämie-Reperfusions-Schaden, 

der wiederum die Integration der Hepatozyten durch Aufhebung der sinusoidalen 

endothelialen Barriere ermöglicht 129. In gleicher Weise wirkt die Bestrahlung der 

Leber. Diese induziert eine Apoptose der hepatischen sinusoidalen endothelialen 

Zellen und unterdrückt die phagozytierende Funktion der Kupffer-Zellen 28. Bereits 

eine einmalige 10 Gy Bestrahlungsdosis verbesserte die Integration von 

transplantierten porcinen Hepatozyten ins Leberparenchym von Makaken 130. Zuletzt 

induziert die Leberteilresektion einen starken Proliferationsstimulus und wird bei 

Tierversuchen oft zur Steigerung der Anwachsrate von transplantierten Hepatozyten 

benutzt 131. Insgesamt werden diese destruierenden Techniken kaum den Sprung in 

den Klinikalltag schaffen, da die Anwendung insbesondere bei Kindern, die eine LCT 

auf Grund eines metabolischen Defekts erhalten, kritisch zu betrachten ist und 

beispielsweise hepatotoxische Effekte bei Bestrahlung unbedingt zu vermeiden sind 
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106. Daher müssen nicht-invasive Methoden zur Verbesserung von Integration und 

Proliferation der transplantierten Hepatozyten weiter untersucht werden.  

5.4 Ausblick 
Die Leberzelltransplantation und neuartige Methoden zur Detektierbarkeit der Zellen 

nach Transplantation werden weiterhin erforscht. Weltweit erhielten bisher an die 100 

Patienten eine LCT 106. Hauptgründe waren angeborene Harnstoffzyklusdefekte und 

akutes Leberversagen unterschiedlichster Ätiologie. Das Problem der 

eingeschränkten Organverfügbarkeit trifft jedoch nicht nur auf 

Ganzorgantransplantate, sondern ebenso auf Hepatozyten zu. Daher werden 

momentan andere Quellen hepatozytenähnlicher Zellen untersucht 106. So konnte 

bereits demonstriert werden, dass sowohl aus erwachsenen als auch aus fetalen 

Lebern isolierte Progenitor-/Stammzellen das Potential haben, in funktionelle 

Hepatozyten zu differenzieren 132. Ebenso wird das Potential von immortalisierten 

Hepatozyten 133, embryonalen Stammzellen, induzierten pluripotenten Stammzellen 

und der Xenotransplantation zur Begegnung des Organmangels beleuchtet 27. 

Autologe Zellen, beispielsweise aus dem Knochenmark, würden eine 

Immunsuppression unnötig machen 6. Darüber hinaus müssen die bereits zur 

Verfügung stehenden Hepatozytenquellen optimaler genutzt werden. Dies sind 

Teillebersegmente, die für eine Transplantation nicht genutzt werden, Lebern von 

Spendern mit Herzstillstand und neonatale Spenderlebern, die für eine 

Ganzorganspende zu klein sind, jedoch eine ausreichende Anzahl an qualitativ 

hochwertigen Leberzellen liefern 27. Die Überwindung des Empfängerimmunsystems 

als Gegner einer erfolgreichen LCT begründet weitere Anstrengungen auf diesem 

Gebiet. Eingekapselte porcine Hepatozyten bewirkten nach Transplantation in einem 

Mausmodell für fulminantes Leberversagen ein verlängertes Überleben 134. Die 

Viabilität und Funktion von Hepatozyten, eingekapselt in einer semipermeablen 

Membran und ins Cavum peritoneale von Ratten transplantiert, konnte bis zu 90 

Tage ohne Immunsuppression erhalten werden 135. Da die Zellen in den 

Mikrokapseln nun mehr vom Immunsystem unentdeckt bleiben, kann eine 

Immunsuppression vermieden werden 106. Die Co-Transplantation von Hepatozyten 

mit immunmodulatorischen Knochenmarkszellen verbesserte die Funktion und 

Viabilität von Hepatozyten bei in vitro und in vivo Versuchen 136. Dass eine reduzierte 

Immunogenität für ein verlängertes Überleben von transplantierten Leberzellen bei 

fehlender Immunsuppression verantwortlich sein kann, zeigen die Ergebnisse von 
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Ostrowska et al. 137. Während die Transplantation nicht modifizierter Hepatozyten 

eine akute Abstoßungsreaktion mit Infiltration von mononukleären Zellen nach sich 

zog, war dies bei Transplantation gereinigter bzw. kryokonservierter Hepatozyten bis 

zu 21 Tage nach Transplantation nicht der Fall. Die Unterdrückung der angeborenen 

Immunantwort, die sich durch Aktivierung der Komplementkaskade und 

Leukozyteninfiltration äußert, gelang bei in vitro Versuchen durch N-Acetylcystein 

und Dextransulfat 27. Ebenso hat UV-B-Bestrahlung positive Effekte, da sie die 

Zelloberflächeneigenschaften verändert und die Immunogenität von Hepatozyten 

reduziert 9. Ein weiterer Grund, die Forschungsbemühungen bezüglich der 

Umgehung des Empfängerimmunsystems voranzutreiben, ist die Erkenntnis, dass 

Immunsuppressiva, insbesondere solche, die über die Inhibition von mTOR wie 

Sirolimus wirken, die Zellproliferation negativ beeinflussen können 114. Wenn eine 

Immuntoleranz von Hepatozyten zukünftig erreicht werden könnte, hätte die LCT 

einen eindeutigen Vorteil gegenüber der OLT und könnte ihr möglicherweise den 

Goldstandardrang bei Therapie transplantationspflichtiger Lebererkrankungen 

ablaufen.  
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