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1. Abstracts

1.1  Abstract deutsch

Einleitung: Die Leberzelltransplantation wird als mogliche Alternative zur Lebertrans-
plantation diskutiert, insbesondere bei padiatrischen Patienten mit metabolischen Leber-
erkrankungen. Die Leberzelltransplantation ist jedoch unter anderem durch die begrenzte
Verfugbarkeit von Hepatozyten und die aus der portovendsen Zellapplikation resultieren-
den thromboembolischen Komplikationen limitiert. Hepatozyten kdnnen aus gesundem
Lebergewebe nach Leberteilresektionen aus medizinischer Indikation isoliert werden.
Wesentlich fur den Erfolg des Verfahrens ist die Gewinnung ausreichend vieler und me-
tabolisch aktiver humaner Leberzellen und ein adaquates Implantationsverfahren. Ziele
dieser Arbeit waren daher, die Leberzellisolierung nach medizinisch indizierter praopera-
tiver Pfortaderembolisierung (PVE) zu untersuchen, welche zunehmend vor Leberteilre-
sektionen durchgefuhrt wird. Dartber hinaus wurde im juvenilen Goéttingen Minipig-Mo-
dell untersucht, ob Leberzellen mittels eines transfemoralen Zugangs uber die Milz in die
Leber transplantiert werden konnen.

Methoden: Insgesamt wurden n=190 Leberzellisolierungen nach Leberteilresektion aus-
gewertet, wovon in n=27 Fallen praoperativ eine PVE erfolgt war. Zellausbeute, Viabilitat
und Hepatozytenkulturen beider Gruppen wurden verglichen. Vier Gottingen Minipigs
wurden mit humanen Hepatozyten infundiert. Die Versuchstiere wurden am Tag der In-
fusion (n=2), zwei Tage nach Infusion (n=1) oder 14 Tage nach Infusion (n=1) finalisiert.
Die Tiere wurden mittels kontrastmittelgestutzter CT-Untersuchungen untersucht, dar-
uber hinaus erfolgten serologische Untersuchungen und nach Finalisierung erfolgten Ge-
webeuntersuchungen.

Ergebnisse: Die praoperative PVE hatte keinen negativen Effekt auf die Zellausbeute
und Viabilitat nach Leberzellisolierung. Die metabolischen Parameter aus der Zellkultur
beider Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede. Die GefalRanatomie der juve-
nilen Minipigs eignete sich fur die geplanten Untersuchungen. In allen Tieren gelang eine
transfemorale Katheteranlage als Zugang zur A. splenica, wiederholte Zellgaben verur-
sachten keine schwerwiegenden Nebenwirkungen. Immunhistologische Farbungen
konnten transplantierte Leberzellen in der Leber nachweisen. Immunologisch konnte eine
Reaktion des adaptiven Immunsystems auf die transfundierten Hepatozyten nachgewie-

sen werden, am Tag 18 waren keine Leberzellen mehr nachweisbar.



Zusammenfassung: Eine praoperative PVE hat keinen negativen Effekt auf die Zellaus-
beute und Viabilitat der Leberzellisolierung. Das juvenile Gottingen Minipig ist ein geeig-
netes Versuchstier zur Evaluation von Katheterinterventionen im Saugling. Zellen kdnnen
nach Infusion in die A. splenica durch die Milz in die Leber translozieren. Weitere Studien

zum Vergleich dieser Applikationsroute mit anderen Applikationswegen sind notwendig.



1.2  Abstract english

Introduction: Hepatocyte transplantation (HcTx) is a possible alternative to liver tra-
splantation, especially in metabolic diseases of the neonate and infant. However, hepato-
cyte transplantation is limited by the scarcity of hepatocytes as well as thromboembolic
complications due to portal venous infusion, among other factors. Human hepatocytes
can be isolated from liver tissue obtained from liver resections performed for medical
reasons. For the success of the procedure both a high yield of metabolically active
hepatocytes and an adequate implantation procedure are important. The aims of the
study were to evaluate hepatocyte isolation after portal venous embolization (PVE), which
is increasingly performed before partial hepatectomies. Furthermore, transplantation of
hepatocytes to the liver via transfemoral catheterization of the spleen was evaluated in
the juvenile Gottingen Minipig.

Methods: In total, n=190 hepatocyte isolations were evaluated. Of those, n=27 were sub-
ject to preoperative portal venous embolization. Yield, viability and cell cultures of hepato-
cytes from PVE and non-PVE livers were compared.

Four Gottingen Minipigs were infused with human hepatocytes. The animals were sacri-
ficed directly after cell infusion (n=2), 2 days (n=1), or 14 days after infusion (n=1). All
animals were examined with contrast-enhanced computed tomography. Additionally, se-
rological examinations and tissue sampling after finalization were performed.

Results: Preoperative PVE had no negative impact on cell yield or viability after hepato-
cyte isolation. Metabolic parameters of hepatocyte cultures showed no significant differ-
ences. The vascular anatomy of the juvenile Gottingen Minipigs is suitable for the planned
examinations. Catheter placement into the splenic artery with repetitive cell infusion was
feasible without severe procedure-associated complications. Immunohistochemical stain-
ing has shown cell relocation to the liver. Immunological analyses showed a response of
the adaptive immune system to the human cells. Hepatocytes were neither detected in
the liver nor the spleen 18 days after HcTx.

Conclusion: Hepatocyte isolation from PVE-livers is not inferior in cell yield or viability
compared to non-PVE-livers. Interventional cell application via the femoral artery is fea-
sible in a juvenile large animal model of HcTx. The juvenile Gottingen Minipig is a suitable
model for evaluation of catheter interventions in the neonate and infant. Hepatocytes
translocate to the liver after infusion into the splenic artery. Further studies are necessary
to compare this approach with other application routes.



2. Zusammenfassung

21 Einleitung

Fur viele fortgeschrittene Lebererkrankungen ist die orthotope Lebertransplantation nach
wie vor die Therapie der Wahl. Durch einen Mangel an Spenderorganen kdnnen jedoch
Engpasse in der Patientenversorgung auftreten. Die Leberzelltransplantation (HcTx)
wurde als mogliche Alternative zur Lebertransplantation diskutiert: Durch HcTx kdnnen
beispielsweise Organe verwendet werden, welche nicht zur Transplantation zugelassen
sind (1). Zudem kdnnen Leberzellen von einer Spenderleber fur mehrere Empfanger zur
Verfugung gestellt werden (2). Humane Hepatozyten sind die am haufigsten verwende-
ten Zellen fur die therapeutische HcTx (3, 4). Die Durchfihrung und Weiterentwicklung
der HcTx hangt daher auch von der Verfugbarkeit von humanen Hepatozyten ab.

Die verfugbarste Quelle fur Hepatozyten zu Forschungszwecken ist gesundes Leberge-
webe, welches im Rahmen medizinisch indizierter Leberteilresektionen gewonnen wird
(5, 6).

Auch ausgedehnte Leberresektionen konnen aufgrund der auf3ergewohnlichen Fahigkeit
der Leber zur Regeneration durchgefuhrt werden (7). Um das Risiko eines zu kleinen
residualen Lebervolumens zu minimieren, ist die praoperative portalvendse Embolisation
(PVE) ein etabliertes Verfahren (8). Da die PVE fur die Resektion von ausgedehnten
Tumoren eingesetzt wird, und humane Hepatozyten meist aus Leberteilresektaten isoliert
werden, steigt der Anteil an potentiellen Spenderlebern, welche vor Isolierung portalve-
nds embolisiert wurden (9, 10). Es gibt eine Reihe von bekannten Einflussfaktoren auf
die Ausbeute des Leberzellisolierungsverfahrens: so spielen Vorschadigung der Leber,
Alter, Geschlecht, Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT), Gewicht des Lebergewebes,
kalte Ischamiezeit (CIT) und die Dauer des Kollagenaseverdaus (5, 6, 11-17) dabei eine
wesentliche Rolle. Der Einfluss der PVE auf die Leberzellisolierung wurde bisher jedoch
noch nicht untersucht.

Die Hepatozytentransplantation gilt als vielversprechende Therapieoption bei bestimm-
ten angeborenen metabolischen Lebererkrankungen (4). Vielversprechende Ergebnisse
wurden bei Crigler-Najjar-Syndrom Typ | (4, 18, 19), Stérungen des Harnstoffzyklus (4,
18, 20) und Faktor VII-Mangel (18, 21) beschrieben. Da die beschriebenen Erkrankungen
vornehmlich Erkrankungen des Neugeborenen und des Sauglings darstellen, sind Ka-
theter-gestutzte Interventionen aufgrund der geringeren Invasivitat von Vorteil (22). Die



portalvendse Applikation ist dabei der meist gewahlte Zugang fir die HcTx (23) — bei
dieser Form der Applikation wurden allerdings in einigen Fallen Pfortaderthrombosen be-
obachtet (24, 25). Beim Erwachsenen wurde daher der transfemorale Zugang zur A. sple-
nica als mdgliche Alternative evaluiert (26-28). Die ektope HcTx in die Milz wird gegen-
wartig primar als Alternative fur Patienten mit geschadigter Leberarchitektur gesehen
(29). Dies konnte auf Ergebnisse zurtickzuflihren sein, welche hierbei einen leberahnli-
chen Umbau der Milz (Hepatisierung) nahelegen (26, 30), was das Risiko von Lungen-
embolien durch portocavale Anastomosen reduzieren kdnnte (29). Jedoch wurde, haupt-
sachlich im Kleintiermodell, eine Translokation der in die A. Splenica infundierten Hepato-
zyten in die Leber beschrieben (26, 31). Bisherige Studien im adulten Groftiermodell
suggerieren durch die Zellapplikation in die Milz ein geringeres thromboembolisches Ri-
siko sowie moglicherweise eine Translokation der Zellen in die Leber (32). Somit hat
diese Applikationsroute das Potential, eine sichere und breit verfigbare Alternative fur
die HcTx im Saugling zu werden.

Aufgrund der begrenzten klinischen Erfahrung im Saugling (33) werden weitere Studien
in einem geeigneten Tierversuchsmodell fur die transfemorale HcTx in die A. splenica
bendtigt.

Katheterinterventionen stellen im Saugling und Kleinkind unter anderem aufgrund des
geringeren intravasalen Volumens und der geringen Gefalldurchmesser eine besondere
Herausforderung dar (34). Daher wird ein Tierversuchsmodell bendtigt, in welchem sich
diese Fragestellungen simulieren lassen. Als geeignetes Modell kommt insbesondere
das juvenile Goéttingen Minipig in Frage, da es mit elf Wochen ungefahr das Gewicht eines
neugeborenen Menschen aufweist (35). Ein Vorteil des Gottingen Minipig gegenuber
Landrasse-Schweinen ist das langsamere, lineare Wachstum (35), was zu einem wider-
standsfahigeren Herz-Kreislauf-System flihrt (36). Weitere Vorteile sind eine stabilere
Herzfrequenz (37), ein hdherer Hamoglobin-Spiegel (38-41) sowie ein niedrigerer syste-
mischer Blutdruck (37, 42).

Obwohl fir das erwachsene Goéttingen Minipig extensive Daten zur Anatomie des Ge-
falsystems vorhanden (43) sind, fehlen diese fir das juvenile Goéttingen Minipig. Diese
Daten sind jedoch notwendig zur Evaluation der Zuganglichkeit gewahlter Zielstrukturen,

wie beispielsweise der A. splenica, mittels arterieller Katheterisierung.

Im Folgenden werden die drei zur Dissertation beitragenden Veroffentlichungen zusam-
mengefasst, welche sich mit der Isolierung von humanen Hepatozyten (44), der



Gefallanatomie des juvenilen Gottingen Minipig (45), sowie der Transplantation von hu-
manen Hepatozyten Uber die A. splenica im Juvenilen Géttingen Minipig (46) befassen.
Das Ziel dieser Studien war die Weiterentwickelung der Leberzelltransplantation.

Zunachst wurde evaluiert, ob PVE-Lebern eine mit non-PVE-Lebern vergleichbar geeig-
nete Quelle fir humane Hepatozyten sind. Hierfur wurden beide Gruppen hinsichtlich der
bekannten Einflussfaktoren und der Isolierungsergebnisse verglichen. Zudem wurden
Hepatozyten beider Gruppen kultiviert und hinsichtlich metabolischer Parameter unter-
sucht.

Zur Erleichterung weiterer Tierversuchsvorhaben in praklinischen Studien und der
Grundlagenforschung wurden Gefalddaten des juvenilen Gottingen Minipigs erhoben. Die
Intention der Tierversuche war die Evaluation der Durchfuhrbarkeit einer transfemoralen
Katheterisierung der A. splenica mit multiplen Zellinfusionen durch die Verwendung von
juvenilen Gottingen Minipigs als Groftiermodell. Mittels humaner Hepatozyten, welche
sich immunhistologisch nachweisen lassen, sowie peri- und postinterventioneller Bildge-
bung, sollten Erkenntnisse Uber Engraftment, Translokation, langfristiger Viabilitat und

thromboembolischen Komplikationen gewonnen werden.



2.2 Material und Methoden

Auswahl und Zusammensetzung der Studienkohorte

Insgesamt wurde Lebergewebe von 262 Patienten zur Hepatozytenisolierung gewonnen.
Die Proben stammen von Patienten, bei welchen eine Leberteilresektion oder Lebertrans-
plantation in der Abteilung fur Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie der
Charité — Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrt wurde. Die Probengewinnung und Le-
berzellisolierung erfolgte im Zeitraum von September 2005 bis Oktober 2014. Alle Expe-
rimente wurden unter Einwilligung der Patienten und mit Genehmigung der Ethikkommis-
sion der Charité — Universitdtsmedizin Berlin (Antragsnummer: EA1/289/16) durchge-
fuhrt. Leberzellisolierungen, bei welchen von der Standard-Operationstechnik abgewi-
chen wurde (n=52), Gewicht des Lebergewebes (n=2) oder andere wichtige Informatio-
nen fehlen (n=2), sowie Proben von Leberexplantation vor Transplantation (n=74), sind
von der Analyse ausgeschlossen worden. Insgesamt flossen 190 Hepatozytenisolierun-
gen in die Analyse ein. Diese wurden in zwei Gruppen aufgeteilt, je nachdem, ob eine
PVE vor Operation durchgefihrt wurde (PVE, n=27), oder nicht (non-PVE n=163).

Klinische- und Laborchemische Parameter

Alter, Geschlecht und Diagnose der Spender wurden routinemalig als Bestandteil des
Isolierungsprotokolls dokumentiert. Weitere standardmallig erhobene Parameter sind
das Gewicht des Lebergewebes, Dauer des Kollagenaseverdaus und kalte Ischamiezeit
(CIT). Die CIT ist die Zeitspanne der gekuhlten Lagerung des Lebergewebes vom Zeit-
punkt der Probengewinnung bis zum Beginn des ersten Perfusionsschrittes. Praoperative
Laborwerte (GGT, AST, ALT, AP, Bilirubin, aPTT und Quick) wurden aus den Patienten-

akten enthommen.

Hepatozytenisolierung

Leberproben wurden aus dem Rand des makroskopisch tumorfreien Lebergewebes nach
Resektion gewonnen. Wurde beim Spender eine PVE durchgefluhrt, liegt dieser Rand im
embolisierten Gebiet. Die Proben wurden unter sterilen Bedingungen entnommen, in 4°C
kaltes William’s E medium transferiert und umgehend in das Labor transportiert. Hepato-
zytenisolierung wurde unter sterilen Bedingungen nach einem standardisierten Isolie-
rungsprotokoll durchgefuhrt. Die zweistufige Kollagenase-Perfusionstechnik wurde be-
reits in verschiedenen Veroffentlichungen beschrieben (11, 47, 48).



Die Viabilitat und Zellzahl wurde vor und nach Aufreinigung mittels Typanblau-Exklusi-

ons-Test bestimmt.

Hepatozytenkultur

Aus PVE-Lebern (n=4) und non-PVE-Lebern (n=3) isolierte Hepatozyten wurden direkt
nach Isolierung auf mit Kollagen beschichteten sechs-Well-Platten kultiviert. Die Zellen
wurden mit einer Dichte von 1 x 10° viablen Zellen pro Well aufgebracht. Die Zellen wur-
den bis zu 6 Tage in William’s E medium (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) kultiviert,
welches mit 1 uM Insulin (Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, USA), 1 uM Fortecortin
(Merck Serono GmbH, Darmstadt, Deutschland), TmM Natriumpyruvat, 10 mM HEPES,
100 U/ml/100 pg Penicillin/Streptomycin (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) und 10
% fetalem Kalberserum (FCS) (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) versetzt wurde.
Das Kulturmedium wurde zunachst nach 12 Stunden und im Anschluss alle 24 Stunden

gewechselt. Der Uberstand des Mediums wurde gesammelt.

Messung der biochemischen Parameter aus dem Kulturmedium

Die biochemischen Parameter wurden aus dem Uberstand des Kulturmediums nach 2, 4
und 6 Tagen Kultur gemessen. AST und ALT wurden mittels Fluitest® GOT AST (Analy-
ticon Biotechnologies AG, Lichtenfels, Deutschland) und Fluitest® GPT ALT (Analyticon
Biotechnologies AG, Lichtenfels, Deutschland) gemessen. Die Messungen wurden drei-
fach durchgefihrt. Urea wurde mittels Quantichrom™ Urea Assay Kit (BioAssay Sys-
tems, Hayward, CA, USA) gemessen. Albuminsynthese wurde mit dem Human Albumin
ELISA Quantitation Set (Bethyl Laboratories, Montogmery, TX, USA) gemessen. Die
Messung der VEGF-Sekretion erfolgte mit dem Human VEGF Quantikine® ELISA (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA). ELISA-Messungen wurden jeweils doppelt durchge-
fuhrt. Die Durchfuhrung aller Tests erfolgte nach Herstellerangaben.

Versuchstiere

Die Versuche zur HcTx wurden an vier weiblichen Goéttingen Minipigs durchgefihrt. Das
Gewicht der Versuchstiere war 7,3 kg (Schwein 1), 5,6 kg (Schwein 2), 6,1 kg (Schwein
3) und 12,6 kg (Schwein 4). Zudem wurde ein weiteres Versuchstier zur Etablierung des
interventionellen Zugangs mit einem Gewicht von 5,5 kg verwendet (Schwein 0). Die
Tierversuche wurden durch das Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin geneh-
migt (Reg Nr. G 0260/13). Die Versuche fanden unter direkter Supervision des
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Tierschutzbeauftragten statt. Die Tiere waren im ISO 9001:2008 zertifizierten tierversuch-
stechnischen Labor der Abteilung fur experimentelle Medizin der Charité — Universitats-
medizin Berlin untergebracht.

Die Studie zur Gefallanatomie des juvenilen Gottingen Minipig verwendet CT-Daten, wel-
che im Rahmen des oben genannten Protokolls generiert wurden. Die genutzten Daten
wurden an Schwein 0, Schwein 1, Schwein 2 und Schwein 3 erhoben.

Zwei Versuchstiere wurden direkt nach HcTx finalisiert, eines an Tag 2 nach der ersten
HcTx, ein weiteres an Tag 18 nach der ersten HcTx. Das Versuchstier zur Etablierung

des interventionellen Zugangs wurde am Tag der Intervention finalisiert.

Bildgebung

Farbkodierte Dopplersonographie (FKDS) wurde wahrend jedes Infusionszyklus verwen-
det, um das Flussprofil der Pfortader und der A. splenica zu kontrollieren. FKDS wurde
unmittelbar vor und nach jeder Infusion durchgefuhrt.

Die CT-Untersuchungen wurden als CT-Angiographie von der Abteilung fur Radiologie
des Charité Universitatsklinikums Berlin durchgefuhrt. Als Kontrastmittel wurde lopromid
mit einer lodkonzentration von 370 mg/ml verwendet (Ultravist 370; Bayer, Berlin,
Deutschland) verwendet. Die Messung erfolgte in 3 Phasen. Diese wurden eine Woche
vor der ersten Intervention durchgefuhrt. Eine Ausnahme bildet hierbei das Versuchstier
zur Etablierung des interventionellen Zugangs, hier wurde die CT-Untersuchung am Tag
der Intervention durchgefuhrt. In Schwein 4 wurden zusatzliche CT-Untersuchungen an

Tag 4 und Tag 18 nach der ersten Zellinfusion durchgefuhrt.

Bildanalyse der CT-Angiographien

Die Darstellung und Analyse der Bilder erfolgten durch das Bildverarbeitungsprogramm
Visage 7.1 (Visage Imaging GmbH, Berlin, Deutschland). Das Messprotokoll fir die Ge-
falle wurde unter Mitarbeit eines Facharztes fur Radiologie entwickelt. Die Messungen
wurden voneinander unabhangig durch vier in der Methode geschulte Forscher durchge-
fuhrt. Als Endpunkte der Messungen wurde die Grenze des Kontrastmittel-Signals defi-
niert. Um die Genauigkeit der Messungen zu definieren, wurden die Schnittebene des
GefalRes orthogonal zum Gefald ausgerichtet. Wie unter ,Ergebnisse” vermerkt, konnten

manche Gefalde aus technischen Griinden nur bei drei Tieren vermessen werden.

11



Die Messpunkte wurden aus der Arbeit ,,Computertomographisch gestiitzte Makro- und
Mikromorphometrie von BlutgefalBen des Géttingen Minipigs“von C. Miller (43) abgelei-
tet.

Katheterintervention

Alle Katheterinterventionen wurden durch denselben interventionellen Radiologen der
Abteilung fur Radiologie der Charité Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrt. Die A. femo-
ralis communis wurde ultraschallgestitzt punktiert. Eine Polyurethan-Schleuse mit 3
French Durchmesser (BALT, Montmorency, Frankreich) wurde in die A. femoralis com-
munis platziert. Hierlber wurde ein nach individueller Anatomie ausgewahlter 3 French
C2-Katheter in die A. splenica gefuhrt. Die Platzierung des Katheters wurde mittels digi-
taler Subtraktionsangiographie kontrolliert. Als Kontrastmittel wurde lopromid mit einer
lod-Konzentration von 370 mg/ml verwendet (Ultravist 370; Bayer, Berlin, Deutschland).
Falls wahrend der Angiographie der Nachweis einer prominenten A. Gastroepliploica er-
folgte, wurde diese mittels Microcoils vor der ersten Zellgabe verschlossen, um Zell-
translokation in die Magenwand zu vermeiden. Nach korrekter Platzierung des Katheters
fur die Intervention wurde dieser fixiert und bis zum Abschluss der Zellapplikation vor Ort

belassen.

Zellvorbereitung und Handhabung bei HcTx

Die fur die HcTx verwendeten Hepatozyten wurden von Cytonet GmbH & Co. KG, Wein-
heim, Deutschland, bereitgestellt. Die Zellen wurden als Suspension humaner heterolo-
ger Hepatozyten geliefert, die den Zellsuspensionen entspricht, welche in klinischen Stu-
dien zu Harnstoffzyklusdefekten an 0 - 5-Jahrigen verwendet wurden (CCDO02 in Deutsch-
land, CCDO05 in USA/Kanada).

Die Zellen der Suspension wurden mittels zweistufiger Kollagenase-Perfusion des Leber-
gewebes gewonnen. Aufgrund bestehenden Urheberrechts durch Cytonet GmbH & Co.
KG konnen keine genaueren Informationen hierzu bereitgestellt werden. Die Leberspen-
der wurden negativ auf HIV, Hepatitis B und Hepatitis C getestet. Weitere Ubertragbare
Krankheiten sowie mikrobielles Wachstum wurden ebenfalls ausgeschlossen. Die Zellen
wurden in flissigem Stickstoff kryokonserviert transportiert. Die Temperatur der Zellen
wurde nach Erhalt und vor Verwendung kontrolliert. Die Zellsuspensionen wurden in ei-
nem Wasserbad bei 40 °C aufgetaut. Im Anschluss erfolgte eine Zellzahlung sowie eine
Uberprifung der Viabilitat mittels Trypanblau-Exklusions-Test. Zielbereich der Viabilitat
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nach Auftauen war 50 % - 65 %. Bei einer Viabilitat unter 45 % erfolgt keine Transplan-

tation der Zellen. Keine Charge fiel unter das gesetzte Limit.

Zellapplikation

Pro Intervention erfolgten zwei Zellinfusionen. Die Obergrenze der Zellzahl pro Infusion
wurde auf 1 x 108 Zellen pro kg Kérpergewicht festgesetzt. Ziel war eine Infusion von 3,3
x 107 bis 5 x 107 an viablen Hepatozyten. Die Infusionsgeschwindigkeit betrug 0,5 bis 1,0
ml/min. Der Abstand der Infusionen pro Intervention lag bei urspriinglich 8 Stunden,
wurde jedoch nach der ersten Intervention (Schwein 1, Finalisierung nach 2 Tagen) auf
2 Stunden reduziert, um die Narkosedauer zu verkurzen. Bei einem Versuchstier wurden

zwei Interventionen im Abstand von 4 Tagen durchgefiihrt (Schwein 4).

Immunsuppression und medikamentbse Therapie

Die Induktion der Immunsuppression erfolgte vor Zellapplikation mit 10 mg/kg KG Me-
thylprednisolon i.v. (Urbason; Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt, Deutsch-
land). Im Anschluss erfolgte eine Immunsuppression mittels 10 mg Prednisolon p.o. ein-
mal taglich (Decortin; Merck Serono GmbH, Darmstadt, Deutschland). Zusatzlich erfolgte
eine Gabe von 0,1 mg/kg KG Tacrolimus p.o. zweimal taglich (Prograf; Astellas Pharma
GmbH, Minchen, Deutschland), ab dem Tag vor der ersten Zellapplikation. Der Ta-
crolimus-Spiegel wurde durch Blutentnahmen an den Tagen 0, 4, 6, 11 und 18 bestimmt.
Im Verlauf wurden Dosisanpassungen vorgenommen, um eine Zielkonzentration im Se-
rum von 10 - 15 pg/l zu erreichen. Eine kalkulierte antibiotische und antivirale Therapie
wurde verabreicht, um das Risiko einer Infektion zu minimieren. Zusatzlich wurden 2,5
mg/kg KG Tulathromycin s.c. (Draxxin; Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland)
an Tag 0 und Tag 6 als Mykoplasmen-Prophylaxe verabreicht.

Anésthesie

Katheterinterventionen und CT-Bildgebung erfolgten unter Vollnarkose. Die Tiere wurden
mit einer intramuskularen Injektion von 3 mg/kg Azaperon (Stresnil; Janssen Cilag,
Neuss, Deutschland), 25 mg/kg Ketamin (Ursotamine; Serumwerk, Bernberg, Deutsch-
land), 3,5 mg/kg Xylazinhydrochlorid (Rompun; Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutsch-
land) und 0,03 mg/kg Atropinsulfat (Atropin sulfate; B Braun, Melsungen, Deutschland)
pramediziert. Die Tiere wurden oral intubiert (ID 4,0 mit Cuff, Mallinckrodt Medical, Ath-
lone, Irland). Die Beatmung der Tiere erfolgte mit einem klinischen Beatmungsgerat
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(Draeger Zeus Infinity Empowered, Lubeck, Deutschland). Die Tiere wurden durch eine
kontinuierliche Applikation von 4 - 6 mg/kg Propofol (Fresenius Kabi Ag, Bad Homburg,
Deutschland) und 15 - 25 mg/kg Ketamin (Actavis Group PTC EHF, Midnchen, Deutsch-
land) unter Narkose gehalten.

Finalisierung, Gewinnung der Gewebeproben und Pathologie

Alle Tiere wurden in tiefer Narkose finalisiert. Die Organentnahme erfolgte nach Herzstill-
stand. Die Proben wurden im unmittelbaren Anschluss an die makroskopische Begutach-
tung entnommen. Gewebeproben der Leber, Milz und Lunge wurden nach einem stan-
dardisierten, systematischen Verfahren entnommen. Hierbei wurden multiple Proben je-
des Leberlappens, jedes Lungenlappens und jeder Region der Milz entnommen. Im Falle
makroskopischer Auffalligkeiten wurden auch zusatzliche Gewebeproben anderer Or-

gane entnommen.

Immunbhistologie der Versuchstiere

Alle enthommenen Gewebeproben wurden in Paraffin fixiert. Im Anschluss wurden hu-
mane Hepatozyten mittels human-spezifischem Ab7797 Anti-CK18-Antikérper (Abcam,
Cambridge, Vereinigtes Konigreich) oder leberspezifischen OCH1ES5-Antikdrpern (Santa
Cruz Biotechnologie, Dallas, TX, USA) gefarbt.

Die Farbung erfolgte nach der Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase
(APAAP)-Methode mittels Dako Fuchsin-chromogen (Agligent Technologies). Zur Ge-
genfarbung wurde Hamatoxilin nach Mayer verwendet (AppliChem, Darmstadt, Deutsch-
land). Die Anzahl der Hepatozyten pro Schnitt wurde in Stufen von 0 bis 3 skaliert.

Quantifizierung von Anti-Spender-Spezifischen Antikérpern

Die Entwicklung von Anti-Spender IgM und IgG-Antikorpern wurde am Institut fur medizi-
nische Immunologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin mittels Durchflusszytomet-
rie bestimmt. HierfUr wurden Spenderhepatozyten mit dem Schweineserum inkubiert. Im
Anschluss erfolgte eine Inkubation mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierten Zie-
gen Anti-Schweine-IgM H/L oder Anti-Schweine-IgG H/L (Abcam, Cambridge, Vereinig-
tes Kdnigreich, AbD Serotec GmbH, Puchheim, Deutschland). Die Messung erfolgte mit-
tels BD LSRFortessa (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Die Daten wurden mittels
FlowJo-Software Version 10.1 (FlowJo, LLC, Ashland, OR, USA) analysiert. Die Menge
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der produzierten Antikorper wird durch die Verschiebung des geometrischen Mittels zwi-

schen Serumproben und Negativkontrollen dargestellt.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA, USA). Die nicht-parametrischen Mann-Whitney oder Kruskal-Wallis-Tests
wurden verwendet, um kategorische Parameter mit zwei oder mehr Gruppen auszuwer-
ten. Der parametrische ungepaarte t-Test oder der one-way ANOVA wurden bei Gaus-
scher Normalverteilung verwendet. Fur die Korrelationsanalyse wurden Pearson- oder
Spearman-Korrelations-Test verwendet. Ein p-Wert von 0,05 wurde als signifikant an-
genommen. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Die Ge-
fadurchmesser wurden hinsichtlich Mittelwert, Median, Standardabweichung und Vari-

ationskoeffizient analysiert.
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2.3 Ergebnisse

Durchschnittliches Ergebnis der Hepatozytenisolierungen

Insgesamt wurden die Ergebnisse von 190 Hepatozytenisolierungen analysiert. Das mitt-
lere Spenderalter war 60 + 1 Jahre. Hepatozytenisolierungen mittels zweistufiger Kol-
lagenase-Perfusion resultierte in einer mittleren Ausbeute von 5,65 + 0,46 x 108 Zellen/g
und einer durchschnittlichen Viabilitat von 77,82 % + 0,7 %. Die initiale Zellausbeute vor
Percoll-Aufreinigung war 9,50 + 0,61 x 10° Zellen/g und die initiale Viabilitat war 3,92 %
+ 0,88 %. Das mittlere Percoll-Uberleben, definiert als Quotient der Ausbeute an viablen
Zellen vor und nach Percoll, war 53,25 % + 1,49 %.

Analyse der isolierungs-spezifischen Parameter in der gesamten Kohorte

Als vorrangige Einflussfaktoren auf die Hepatozytenisolierung wurden kalte Ischamiezeit
(CIT), Gewicht des Lebergewebes und Verdauzeit identifiziert: Kalte Ischamiezeit (durch-
schnittlich 23 + 1,2 min) und das Gewicht des perfundierten Lebergewebes (durchschnitt-
lich 32,2 + 1,3 g) waren signifikant negativ mit der viablen Zellausbeute vor (CIT: r=-0,16,
p=0,044; Gewicht: r=-0,442, p<0,001) und nach Percoll-Aufreinigung (CIT: r=-0,196
p=0,016, Gewicht: r=-494, p<0,001) korreliert. Das Gewicht des Lebergewebes war
ebenfalls signifikant negativ korreliert mit der Viabilitdt nach Percoll (r=-0,294, p<0,001).
Die Verdauzeit (durchschnittlich 11,6 + 0,4 min) hatte eine signifikante negative Korrela-
tion mit der Viabilitat vor (r=-0,294, p<0,001) und nach Percoll (r=-0,213, p=0,005).

Vergleich der Eigenschaften der PVE und der non-PVE Gruppen

Aufgrund des festgestellten Einflusses der Kollagenase-Verdauzeit auf die Viabilitat wur-
den samtliche Isolierungen mit einer Verdauzeit von 220 min oder ohne Angabe der Ver-
dauzeit von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Insgesamt wurden 27 Isolierungen an
mit PVE vorbehandelten Proben und 122 Isolierungen von Proben ohne PVE analysiert.
Zwischen diesen Kohorten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bezuglich Alter,
Geschlecht, kalter Ischamiezeit, AST, Bilirubin, Quick, OP-Indikation, Gewicht des Leber-
gewebes, Ausmal der Steatose oder Fibrose und Kollagenase-Verdauzeit.

Vergleich der Ergebnisse der Hepatozyten-Isolierung in PVE und non-PVE-Gruppe

Die durchschnittliche initiale viable Zellzahl in der Subgruppenanalyse betrug 10,16 +
2,03 x 108 Zellen/g in der PVE-Gruppe, und 9,70 + 0,73 x 108 Zellen/g in der non-PVE-
Gruppe (p=0,499, Abb. 1). In der Ausbeute viabler Zellen nach Percoll-Aufreinigung
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zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied (p=0,819). Die Viabilitat der humanen
Hepatozyten war in der PVE-Gruppe geringfugig hoher, jedoch nicht in statistisch signifi-
kantem Ausmal (p=0,209 vor Percoll, p=0,141 nach Percoll). Das Percoll-Uberleben
zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (p=0,442).
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Abbildung 1: (A-E) Vergleich der Hepatozytenisolierungen von PVE und non-PVE Lebergewebe. Non-PVE-Gruppe n=122 Iso-
lierungen; PVE-Gruppe: n=27 Isolierungen. Boxplots zeigen die 25. bis 75. Perzentile. Whiskers zeigen die jeweils hdchsten und
niedrigsten Werte. p-Werte wurden mittels Mann-Whitney U-Test oder ungepaartem ¢-Test bestimmt. Zuvor verdffentlicht in:
Human Hepatocyte isolation: Does Portal Vein Embolization Affect the Outcome? Tissue Engineering Part C: Methods. Kluge et
AL, 2016 (44) mit freundlicher Genehmigung von Mary Ann Liebert, Inc

Enzymfreisetzung und metabolische Funktion der isolierten Hepatozyten in Kultur
Hepatozyten aus PVE-Lebern zeigten einen Trend zur geringeren AST und ALT Freiset-
zung, im Vergleich zur non-PVE-Gruppe, jedoch ohne statistische Signifikanz (Tabelle
1). Urea und Albumin-Konzentrationen waren an keinem Tag der Kultur zwischen beiden
Gruppen signifikant unterschiedlich. VEGF war in Hepatozyten aus PVE-Lebern an Tag
2 der Kultur geringfugig hoher und an Tag 4 geringfugig niedriger.

Tag 2 Tag 4 Tag 6

Mean+SEM Mean+SEM Mean+SEM
Kategorie PVE Non-PVE p PVE Non-PVE p PVE Non-PVE p
AST (U/l) 35,418,9 56,8+11,6 0,4 35,6+7,1 23,5+10,9 0,571  42,0+6,3 35,046,9 0,4
ALT (U/l) 23,248,8 43,6x11,4 0,229 32,0+16,6  52,3+29,2 0,629 40,1+10,3 51,9+21,4  >0,999
Urea (mg/ml)  6,5+1,1 5,7+0,8 0,743 6,2+1,8 4,5+0,7 0,743 6,4%1,3 5,8+1,2 >0,999
Albumin
(ng/ml) 52,9+10,3 91,9+37,6 0,629 113,5¢34,2 110,7+45,7 >0,999 142,5¢57,3 106+48,8 0,571

VEGF (pg/ml) 283,7+54,5 204+90,7 0,743 278+40,4 349,3x107,6 0,857

Tabelle 1: Transaminasenfreisetzung und metabolische Aktivitit der Hepatozyten aus PVE (n=4) und non-PVE (n=3)-
Lebern. Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler (Mean = SEM) und p-Werte angegeben. PVE: Portalvendse Embolisation;
VEGEF: Vaskulédrer endothelialer Wachstumsfaktor. P-Werte <0,05 wurden als signifikant angenommen.
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Transfemoraler Zugang zur A. splenica

Die angiographische Katheterisierung der A. splenica war in allen Versuchstieren erfolg-
reich. Der Zugang zur A. femoralis war transdermal oder per offen chirurgischer Explora-
tion moglich. Dopplersonographisch zeigte sich unmittelbar nach Zellapplikation kein An-
halt fur Stenose oder Perfusionsminderung der A. splenica oder der Pfortader.

Durchmesser der vermessenen Geféalle

Die vollstandigen Ergebnisse der Gefallvermessung sind im Folgenden in Tabelle 2 dar-

gestellt.
Minimum Maximum Mittelwert SD CV %
Bulbus aorticus 8,9 12,0 10,7 1,4 12,75%
Aortenbogen 8,6 12,1 10,6 1,8 17,24%
Aorta thoracica (Trachealbifurkation) 74 8,4 8,1 0,5 5,84%
Aorta thoracia (5. Rippe) 6,6 8,1 7,2 0,7 10,07%
Aorta abdominalis (hiatus aorticus) 5,6 71 6,6 0,7 10,17%
Aorta abdominalis (Truncus coeliacus) 57 7,0 6,4 0,6 10,13%
Aorta abdominalis (Aa. renales) 5,2 6,3 5,8 0,5 8,87%
Aorta abdominalis (Bifurkation) 4,6 54 5,0 0,4 6,97%
A. iliaca externa dextra 29 4,0 3,7 0,5 14,24%
A. iliaca interna dextra 1,6 29 2,2 0,6 24,99%
A. iliaca externa sinistra 29 3,9 3,5 0,4 12,52%
A. iliaca interna sinistra 1,5 2,5 2,3 0,5 22,22%
Truncus coeliacus 3,2 4.1 3,7 0,4 10,27%
A. hepatica communis 2,4 2,8 2,6 0,2 7,02%
A. gastrica dextra * 1,5 23 1,8 0,4 24,22%
A. hepatica propria * 2,0 2,4 2,2 0,2 9,32%
A. splenica (Truncus) 23 3,2 2,7 0,4 14,44%
A. splenica(hilum) 2,0 2,5 23 0,2 9,06%
A. gastroepiploica * 1,2 1,6 1,4 0,2 14,52%
A. mesenterica superior 4,3 5,0 4,7 0,4 7,55%
A. mesenterica inferior * 1,0 1,6 1,3 0,3 23,08%
A. renalis dextra (aorta) 3,1 3,3 3,3 0,1 3,08%
A. renalis dextra (hilus) 2,8 3,0 2,9 0,1 3,98%
A. renalis sinistra (aorta) 3,1 3,8 3,5 0,3 9,04%
A. renalis sinistra (hilus) 2,8 3,2 3,0 0,2 6,82%
A. fermoralis dextra 2,2 2,8 2,5 0,3 10,91%
A. femoralis sinistra 2,4 3,2 2,8 0,3 12,06%
A. carotis communis dextra 3,2 4.1 3,8 0,4 11,17%
A. caroitis externa dextra 2,4 3,2 2,8 0,4 13,92%
A. carotis interna dextra * 1,8 2,6 2,3 0,4 18,37%
A. carotis communis sinistra 3,2 3,9 3,5 0,3 8,41%
A. caroits externa sinistra 21 3,8 3,0 0,7 23,28%
A. caroits interna sinistra 21 2,6 2,3 0,2 9,54%
A. subclavia dextra * 3,3 4,4 3,9 0,6 14,46%
A. subclavia sinistra * 3,8 4.4 4,2 0,3 8,25%

Tabelle 2: Ergebnisse der Gefilvermessungen. Manche Gefife sind an mehreren Punkten vermessen worden, die jeweiligen
Messpunkte stehen innerhalb der Klammern. Mit Stern markierte Gefédle enthalten nur Daten aus drei Versuchstieren. Die Daten
sind in mm angegeben. SD: Standardabweichung. CV: Variationskoeftizient.

Ergebnisse der immunhistologischen Auswertung

Sowohl am Tag der Intervention als auch an Tag zwei nach Intervention konnten Hepato-
zyten immunhistologisch in den Milzgefalien nachgewiesen werden. In geringerer Zahl
konnten Zellen im Milzparenchym dargestellt werden. Die immunhistologischen Farbun-

gen der Leber am Tag der Intervention sowie zwei Tage nach Intervention konnten die
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Translokation von humanen Hepatozyten von der Milz in die Leber nachweisen. Es zeig-
ten sich ebenfalls groRere Ansammlungen von Zellen in den hepatischen Gefalen. In
geringer Zahl konnten humane Hepatozyten auch im Leberparenchym nachgewiesen
werden (Abb. 2). Im untersuchten Leber- und Milzparenchym fand sich kein Anhalt fir
Nekrose oder Ischamie. Die Architektur der Milz war grof3tenteils unverandert. Eine ge-
ringe Anzahl von Zellen konnte von der Leber in die Lunge translozieren. Hier konnten
die humanen Hepatozyten bis zu 14 Tage nach der letzten Zellinfusion nachgewiesen
werden. Die semi-quantitative Auswertung der Zellzahl zeigt Hepatozyten in einem be-
achtlichen Anteil der untersuchten Gewebeproben (Abb. 3).

. ,-"Q;

Abbildung 2: Immunhistologie an Tagen 0 und 2 nach Infusion. A: Leber, Tag 0, humane Hepatozyten im Parenchym (<) und
intravasale humane Hepatozyten im portalvendsen System (). B: Leber, Tag 0, humane Hepatozyten im Parenchym (<) und
intravasale humane Hepatozyten (). C: Milz, Tag 2, humane Hepatozyten im Parenchym (<) und intravasale humane Hepato-
zyten (). D: Lunge, Tag 0, humane Hepatozyten im Parenchym (&) Zuvor verdffentlicht in: ,, Hepatocyte Transplantation to
the Liver via the Splenic Artery in a Juvenile Large Animal Model”, Cell Transplantation, Siefert et Al. 2019 (46) via ,,Green Open
Access”-Richtlinie der Sage Publishing Inc.
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Abbildung 3: Semi-Quantitative Auswertung der Immunhistologie. Aufteilung nach Versuchstier und Organ. Detektion der hu-
manen Hepatozyten, in Prozenten der untersuchten histologischen Schnitte. Einteilung in Grade entsprechend folgender Definition:
Grad 0: Keine humanen Hepatozyten detektiert. Grad 1: Humane Hepazoyten detektiert, entweder wenige disseminierte Zellen
oder ein kleines Konglomerat. Grad 2: Humane Hepatozyten detektiert, entweder viele disseminierte Zellen oder ein grofles Kon-
glomerat. Grad 3: Humane Hepatozyten detektiert, entweder ein grofles Konglomerat und viele disseminierte Zellen oder viele
grofle Konglomerate. Zuvor verdffentlicht in: ,, Hepatocyte Transplantation to the Liver via the Splenic Artery in a Juvenile Large
Animal Model”, Cell Transplantation, Siefert et Al. 2019 (46) via ,,Green Open Access”-RIchtlinie der Sage Publishing Inc.

Immunhistologisch konnten zwei Wochen nach der letzten Zellinfusion keine transplan-
tierten humanen Hepatozyten in Leber und Milz nachgewiesen werden. Jedoch konnten

residuale humane Hepatozyten in der Lunge dargestellt werden (Abb. 4).

Abbildung 4: Immunhistologie an Tag 18 nach der ersten Infusion. 14 Tage nach der letzten Infusion lassen sich Hepatozyten
weder in Leber noch Milz darstellen. A: Leber, keine humanen Hepatozyten sichtbar. B: Milz, keine humanen Hepatozyten sicht-
bar. C: Lunge, OCH1ES5-Férbung. Intraparenchymale Hepatozyten (€) und intravasale Hepatozyten (). Zuvor verdffentlicht in:
,,Hepatocyte Transplantation to the Liver via the Splenic Artery in a Juvenile Large Animal Model”, Cell Transplantation, Siefert
et Al. 2019 (46) via ,,Green Open Access”-Richtlinie der Sage Publishing Inc.

Interventions-assoziierte Komplikationen

In zwei Versuchstieren sind katheterassoziierte Komplikationen aufgetreten: In beiden
Fallen trat eine hamodynamisch relevante Blutung nach Entfernung der Schleuse auf. In
der Folge wurde die A. femoralis in weiteren Versuchen ligiert, was gut toleriert wurde. In
einem Tier fihrte die Blutung zu einem Abfall des Hamoglobin-Spiegels von 99 g/l auf 37
g/l, diese normalisierten sich jedoch nach Ablauf einer Woche wieder. Das zweite der

Versuchstiere musste aufgrund einer nicht stillbaren Blutung finalisiert werden. Zudem
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traten in zwei weiteren Tieren Narkosezwischenfalle auf, welche ebenfalls in der Finali-
sierung der Versuchstiere mundeten. Bei einem Tier wurde post mortem eine Nekrose
der Magenwand festgestellt. Diese wurde auf Translokation von humanen Hepatozyten
uber die A. gastroepiploica in die A. gastrica sinistra zurickgefuhrt. In den folgenden Ver-
suchen wurde diese Komplikation durch das Coiling der A. gastroepiploica verhindert. Es

wurden keine Nebenwirkungen durch das Coiling beobachtet.

Generierung spenderspezifischer Antikbrper

Um herauszufinden, weswegen 14 Tage nach der letzten Infusion keine Zellen mehr
nachzuweisen waren, wurde untersucht, ob eine Reaktion des adaptiven Immunsystems
stattgefunden hat. Konsekutiv gesammelte Serumproben wurden daher auf das Vorlie-
gen von spezifischen Anti-IgM- und Anti-IgG-Antikorpern gegen die transplantierten hu-
manen Hepatozyten untersucht. Die Infusion von Hepatozyten zweier verschiedener
Spender (Charge #1 und #2) hat im zeitlichen Verlauf die Produktion von IgM- und IgG-
Antikdrpern angeregt (Abb. 5).
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Abbildung 5: Antikérperproduktion. Infusion der Hepatozyten induziert Zell-spezifische IgM und IgG Produktion (Charge #1
und #2). Zuvor verdffentlicht in: ,, Hepatocyte Transplantation to the Liver via the Splenic Artery in a Juvenile Large Animal
Model”, Cell Transplantation, Siefert et Al. 2019 (46) via ,,Green Open Access”-Richtlinie der Sage Publishing Inc.
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24 Diskussion

Die Verfugbarkeit von humanen Hepatozyten ist von groRer Wichtigkeit fur die Weiterent-
wicklung der HcTx. Da die PVE zu einer gangigen Prozedur vor erweiterten Leberteilre-
sektionen geworden ist (49), welche die am haufigsten genutzte Zellquelle fir Leberzell-
isolierungen fur Forschungszwecke darstellen, werden vermehrt Hepatozyten aus Leber-
gewebe von PVE-Patienten isoliert. Hierbei ist die zentrale Frage, ob dieses Leberge-
webe eine geeignete Quelle von Hepatozyten darstellt, oder ob durch die PVE hervorge-
rufene Anderungen in Lebermetabolismus oder -Architektur die Isolierung negativ beein-
flussen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die PVE keinen negativen Effekt
auf das Outcome der Leberzellisolierung hat: Die Zellausbeute und -Viabilitat des Leber-
gewebes nach PVE war im Vergleich zur nicht-embolisierten Kontrollgruppe nicht verrin-
gert.

Harida et al. haben ausgehend von histologischen Untersuchungen geschlossen, dass
periportale Zellen sensitiv gegenuber Veranderungen, wie die durch die PVE hervorge-
rufene relative Hypoxie, sein missten (50). In diesem Sinne kénnte relative Hypoxie
durch die portalvendse Embolisation einen besseren Schutz vor hypoxischem Stress
wahrend der Zellisolierung bedeuten, wie beispielsweise in der ischamischen Prakondi-
tionierung (51). Jedoch war VEGF, welcher durch hypoxische Bedingungen induziert wird
(52), in der Hepatozytenkultur in PVE-Lebern nicht signifikant erhoht.

Die durchgefuhrten Analysen von Transaminasenfreisetzung und metabolischer Aktivitat
der kultivierten Hepatozyten zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen Hepato-
zyten aus PVE-Lebern im Vergleich zu Hepatozyten aus nicht-embolisierten Lebern. Dies
stutzt die Annahme, dass Hepatozyten aus PVE-Lebern gegenuber Hepaozyten aus
nicht-embolisierten Lebern nicht unterlegen sind und sich daher fur die HcTx eignen. Je-
doch sind noch weitere Studien mit grof3eren Fallzahlen notwendig, um diese Annahme

zu untermauern.

Groftiermodelle sind wichtig fur die Etablierung neuer chirurgischer und interventioneller
Verfahren. Enosawa et al. haben bereits die Tauglichkeit des juvenilen Schweins als Mo-
dell fur die Leberzelltransplantation demonstriert (53). Die HcTx mittels transfemoraler
Katheterisierung der A. splenica wurde bisher jedoch noch nicht im juvenilen Grol3tier-
modell evaluiert. Zur Evaluation dieser Fragestellung sind zuverlassige Gefalddaten des

juvenilen Gottingen Minipig notwendig. In der durchgefuhrten Studie konnten die
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Durchmesser relevanter Ziel- und Zugangsgefalle im juvenilen Gottingen Minipig be-
stimmt werden.

Ein in der klinischen Praxis wichtiges Zugangsgefal® fur transarterielle Kathetherisierun-
gen ist die A. femoralis. Der mittlere gemessene Durchmesser der A. femoralis betrug
linksseitig 2,5 mm und rechtsseitig 2,8 mm. Dies ermdglicht prinzipiell die Verwendung
von 21-Gauge Zugangsnadeln. Zudem sind Ballonangioplastien prinzipiell bereits Uber 4
F Katheterschleusen mdglich (54). Mit zukunftigen Fortschritten in der Mikrokathetertech-
nologie sollte das juvenile Gottingen Minipig ein geeignetes Versuchstiermodell fur trans-
femorale Katheterisierung sein.

Falls grofiere Zugangsgefalie notwendig sein sollten, kommen insbesondere die Aa. sub-
claviae in Frage, der rechtsseitige Durchmesser betragt hier 3,9 mm, der linksseitige 4,2
mm.

Der mit Kontrastmittel-CT erhobene Datensatz der arteriellen Gefalde liefert zuverlassige
und genaue Ergebnisse. Jedoch ist in kleineren Strukturen die Zuverlassigkeit der Mes-
sungen durch die Auflosung limitiert. Zudem variieren die arteriellen Durchmesser zwi-
schen den Versuchstieren. Die gro3ten Variationen zwischen den Versuchstieren wurden
in A. illiaca interna, A. mesenterica inferior und der rechten A. carotis externa gemessen.
Dies ist vermutlich auf die geringen Durchmesser dieser Gefalle zurlckzufuhren. Die
gangigen Zugangs- und Zielgefalle haben geringere Variationskoeffizienten.

Die Anzahl der vermessenen Tiere ist mit vier jedoch limitiert. Zudem waren weitere Da-
ten zu Tieren unterschiedlichen Gewichts und Geschlechts notwendig, um einen vollstan-
digeren Datensatz zu generieren.

Jedoch sollten die erhobenen Daten ein realistisches Bild der Gefallanatomie des acht
Wochen alten Gottingen Minipig liefern, welches somit ein geeignetes praklinisches Ver-
suchstiermodell fur den menschlichen Neugeborenen darstellt. Durch die vorausschau-
ende Prufung der gemessenen Durchmesser der jeweiligen Zugangs- und Zielgefale
konnen Versuche besser geplant werden. Probleme aufgrund der Durchmesser der ver-
wendeten Materialen oder Erreichbarkeit der Zielstruktur lieRen sich gegebenenfalls vor-
hersehen und umgehen. Vorversuche zur Etablierung eines interventionellen Zugangs,
wie sie im zugrundeliegenden Tierversuchsverfahren notwendig waren, lie3en sich ge-
gebenenfalls vermeiden. Die erhobenen Daten konnten somit dazu beitragen, die Anzahl
und die Belastung der Versuchstiere zu reduzieren. Wir hoffen damit einen wertvollen
Beitrag zu ,reduction” und ,refinement” im Sinne der 3R-Prinzpien der Tierversuchsfor-

schung (replacement, reduction and refinement) (55) zu liefern.
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Nach entsprechender Planung anhand der CT-morphologischen Daten war die interven-
tionelle Katheterisierung der A. splenica Uber die A. femoralis in allen Versuchstieren
erfolgreich. Hierdurch konnte die Durchfuhrbarkeit der Zellapplikation in die A. splenica
demonstriert werden. Im Verlauf ist keine relevante thromboembolische Komplikation auf-
getreten.

In dieser Studie konnte die Translokation von Zellen in das portalvendse System und das
Leberparenchym nachgewiesen werden. Dies verifiziert die Ergebnisse von Strom et al.,
welche als erste eine mogliche Zelltranslokation von Hepatozyten in die Leber nach
Zellapplikation in die A. splenica im Menschen beschrieben hatten. Jedoch hatten Strom
et al. Zweifel an diesem Ergebnis, da dieses moglicherweise methodenbedingt durch mit-
transfundierte Spenderleukozyten hervorgerufen worden sein konnte (26).

Da Hepatozyten naturlicherweise in der Leber beheimatet sind und Gallensekretion der
transplantierten Hepatozyten durch eine Verbindung mit dem bilidren System prinzipiell
moglich ist, scheint eine Translokation der Hepatozyten in die Leber fur das Langzeit-
uberleben der Zellen von Vorteil zu sein.

Zudem gelang der Nachweis von humanen Hepatozyten in der Lunge. Bilir et al. hatten
die Zelltranslokation in die Lungen bei intraportaler Infusion von Hepatozyten bereits
nachgewiesen (56). Unser Experiment zeigt, dass Transfusion tber die A. splenica Zell-
translokation in die Lungen nicht verhindert. Die Zahl der translozierenden Zellen kann
durch die systematische histologische Untersuchung jedoch nur geschéatzt werden.

In der durchgeflhrten Studie konnte jedoch trotz immunsuppressiver Therapie kein zu-
friedenstellendes Langzeitliberleben der Zellen gesichert werden. Obgleich bis zu 70 %
der Zellen vom angeborenen Immunsystem abgebaut werden (57), scheint eine T-Zell-
vermittelte Reaktion des adaptiven Immunsystems der limitierende Faktor fur das Lang-
zeituberleben zu sein (58). Dies deckt sich mit den Ergebnissen der immunologischen
Analysen, welche eine Reaktion des adaptiven Immunsystems zeigen.

Es gibt in der Forschung aktuell verschiedene Ansatze zur Verringerung der Zellabsto-
Rung. Aktuelle Felder hierbei sind Prakonditionierung des Empfangerorgans mittels ioni-
sierender Strahlung (59), Gentherapie (60, 61) und Mikroenkapsulation (62, 63). Mit Fort-
schritten bei der Immunmodulation sollte sich das Ergebnis von HcTx verbessern. Falls
diese Fortschritte zu einer gesteigerten Nachfrage nach HcTx fuhren, konnte die unter-
suchte Applikationsroute aufgrund klinisch breiterer Verfugbarkeit von Vorteil sein.
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Jedoch war das Studiendesign anfallig fur Komplikationen: Da die Zellapplikation unter
Antikoagulation durchgefuhrt werden musste, waren die Tiere anfallig fur Blutungskom-
plikationen. Wahrend dies bei zwei der Versuchstiere kein Problem darstellte, erlitten
zwei der Tiere hamodynamisch relevante Blutungen aus der Punktionsstelle. Zudem
stellte sich die notwendige lange Narkose der Versuchstiere schwierig dar, weshalb zwei
der Versuchstiere nach Narkosezwischenfallen finalisiert werden mussten. Diese Kom-
plikationen hangen jedoch stark mit dem Versuchstiermodell zusammen: Eine langfristige
postinterventionelle Kompression der arteriellen Gefal3e ist nach Abschluss der Narkose
im Versuchstier nicht moglich. Zudem ist es aufgrund der hohen Mobilitat der Versuchs-
tiere notwendig, diese Uber den gesamten Applikationszeitraum in tiefer Narkose zu be-
lassen. In menschlichen Sauglingen ware eine Fortfuhrung der Anasthesie nach Siche-
rung des Katheters voraussichtlich nicht notwendig. Zudem sollte ein Verweilen der
Schleuse uber den gesamten Applikationszyklus maglich sein, wodurch eine wiederholte
Punktion der Femoralgefal3e nicht notwendig sein sollte. Dies wurde das Risiko fur Blu-
tungskomplikationen minimieren. Somit waren bereits die beiden wichtigsten Fallstricke

des Experiments eliminiert.

Die Studie war als Pilotstudie der Machbarkeit und Sicherheit der Zelltransplantation Uber
die A. splenica im Saugling konzipiert. Die Anzahl der verwendeten Versuchstiere war
limitiert (n=4). Aufgrund der beobachteten Komplikationen kann nicht sicher gesagt wer-
den, dass der transfemorale Zugang zur A. splenica gegenuber dem transhepatischen-
oder intraportalen Zugang gleichwertig oder Uberlegen ist. Da jedoch letale portalvendse
Thrombosen nach portalvendésem Zugang flir HcTx beschrieben wurden (24), ist die Eva-
luation alternativer Applikationsrouten fur die Sicherheit zukunftiger Studien zur HcTx re-

levant.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das juvenile Gottingen Minipig ein fur
Katheterinterventionen geeignetes Gefallsystem besitzt und somit ein geeignetes Ver-
suchstiermodell fir den menschlichen Saugling darstellt. In diesem Versuchstiermodell
ist Leberzelltransplantation Uber transfemorale Katheterisierung der A. splenica maoglich.
Zudem konnte bewiesen werden, dass Hepatozyten nach Infusion in die A. splenica in
die Leber translozieren. Es konnte jedoch kein Langzeituberleben der Zellen erreicht wer-
den. Zudem traten gehauft Blutungs- und Narkosekomplikationen auf. Jedoch sind viele
der beobachteten Probleme auf das Versuchstiermodell zurtckzufuhren. Mit zukunftigen
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Fortschritten in der Verhinderung von ZellabstoRung sollten weitere Studien zur Evalua-
tion der Zellapplikation in die A. splenica folgen.

Zukunftige Studien hierzu bendtigen eine weitreichende Verfugbarkeit von humanen He-
patozyten. HierfUr konnte gezeigt werden, dass die Hepatozytenisolierung aus Leberge-
webe welches portalvends embolisiert wurde, nicht-embolisertem Lebergewebe hinsicht-
lich Zellausbeute und Viabilitat nicht unterlegen ist. Mit PVE vorbehandelte Lebern stellen

dementsprechend eine geeignete Quelle an humanen Hepatozyten dar.
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Sawitzki B, Gil-Klein S, Lippert S, Tang P, Reutzel-Selke A, Morgul MH, Reske AW, Kafert-Kasting S,
Rudinger W, Oetvoes J, Pratschke J, Sauer IM, Raschzok N. Hepatocyte Transplantation to the Liver via
the Splenic Artery in a Juvenile Large Animal Model., Cell Transplantation. 2019 Dec;28(1_suppl):14S-24S

Beitrag im Einzelnen:

1. Planung, Design und Durchfiihrung der Studie
= Organisation der Tierexperimente inklusive des Transportes und Uberfiihrung der zu trans-
plantierenden Hepatozyten und Organisation und Auswahl der benétigten Versuchsmate-
rialien
= Mitarbeit an den Interventionen am Versuchstier, inklusive selbstéandiger Durchfiihrung von
periinterventionellen Ultraschalluntersuchungen und Blutgasanalysen zum Monitoring
mdglicher Komplikationen, selbststandige Transplantation der Hepatozyten und erste As-

sistenz bei Implantation der Broviac-Katheter
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Postinterventionelle Pflege und Medikation der Versuchstiere, inklusive Uberarbeitungen
des Medikationsprotokolls

Erarbeitung problemorientierter Revisionen des Versuchsprotokolls

2. Literaturrecherche

Literaturrecherche zur Auswahl und zur kritischen Bewertung méglicher geeigneter Me-
thoden zur Auswertung, inklusive Auswahl und Verbesserung der immunhistologischen
Farbungen (Fig. 3, Fig. 4 und Fig. 5) sowie kritischer Bewertung nicht in die Auswertung
einflieRender Methoden (s. Diskussion)

Literaturrecherche zur Manuskripterstellung

3. Datenerhebung

Entnahme und Verarbeitung der Blutproben zur Generierung der klinischen Chemie sowie
zur Bestimmung spenderspezifischer Antikorper (Fig. 7)

Samtliche Schritte in der Herstellung histologischer Schritte inklusive Entnahme der Ge-
webeproben fir die Herstellung sowie Entwéasserung, Paraffin-Einbettung und Schneiden
der Proben am Mikrotom, sowie Etablierung und Durchfihrung aller immunhistologischen
Farbungen (s. Fig. 3 und Fig. 5)

Selbststandige Entwicklung des Bewertungsmalfistabs fiir die semiquantitative Auswer-

tung der Immunhistologie, aus welchem Fig. 4 hervor geht

4. Datenauswertung

Semi-Quantitative Auswertung aller immunhistologischen Schnitte mit konzeptionellem
Entwurf der grafischen Darstellung (Fig. 4)
Durchfiihrung der Korrelationsanalyse (s. Diskussion)

Beurteilung und Interpretation der klinischen Chemie (s. Ergebnisse, Diskussion)

5. Manuskripterstellung

Selbststandige Erstellung des Manuskripts inklusive Literaturrecherche sowie Erstellung
der Grafiken Fig. 2, Fig. 3 sowie Fig. 5 und Fig. 6. Evaluation der Korrekturen der Co-
Autoren sowie Zusammenfiihrung der Versionen

Einreichung des Manuskripts und selbststédndige Bearbeitung der Revisionen im Publika-

tionsprozess

Publikation 2: Siefert J, Hillebrandt KH, Kluge M, Geisel D, Podrabsky P, Denecke T, Nésser M, Gassner
J, Reutzel-Selke A, Striicker B, Morgul MH, Guel-Klein S, Unger JK, Reske A, Pratschke J, Sauer IM,
Raschzok N. Computed Tomography-Based Survey of the Vascular Anatomy of the Juvenile Géttingen
Minipig., Laboratory Animals. 2017 Aug;51(4):388-396.

Beitrag im Einzelnen:

1. Planung, Design und Durchfiihrung der Studie

Entwicklung des Studiendesigns, Mitarbeit bei der Entwicklung des Messprotokolls fiir die

Gefalldurchmesser (s. Fig. 1, Methoden)
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Erarbeitung der Messpunkte fir die Gefaldurchmesser (s. Tab. 1)
Mitarbeit bei der Durchfiihrung der CT-Angiographien, inklusive manueller Beatmung der

Versuchstiere im CT

2. Literaturrecherche

Literaturrecherche zur Definition geeigneter Messpunkte

Literaturrecherche zur Manuskripterstellung

3. Datenerhebung

Etablierung und Priifung des Messprotokolls in der Praxis
Durchfiihrung einer der Messungen der GefalRdurchmesser (s. Tab. 1)
Zusammenfiihrung der Messungen aller Messenden, Identifikation von Datenfehlern und

Ausreifdern, sowie Moderation der Konsens-Entscheidungen (s. Methoden)

4. Datenauswertung

Durchfiihrung der deskriptiven Statistik der gemessenen GefalRdurchmesser (s. Tab. 1,
Fig. 3 und Fig. 4)
Tabellarische Darstellung der erhobenen Daten (Tab. 1)

Grafische Darstellung der Ergebnisse der statistischen Auswertungen (Fig. 3 und Fig. 4)

5. Manuskripterstellung

Selbststandige Erstellung des Manuskripts inklusive Literaturrecherche, sowie Erstellung
der Grafiken Fig.1, Fig. 3 und Fig. 4. Evaluation der Korrekturen der Co-Autoren, sowie
Zusammenflihrung der Versionen

Einreichung des Manuskripts und selbststédndige Bearbeitung der Revisionen im Publika-

tionsprozess

Publikation 3: Kluge M, Reutzel-Selke A, Napierala H, Hillebrandt KH, Major RD, Struecker B, Leder A, Sie-
fert J, Tang P, Lippert S, Sallmon H, Seehofer D, Pratschke J, Sauer IM, Raschzok N.

Human Hepatocyte Isolation: Does Portal Vein Embolization Affect the Outcome?, Tissue Engineering Part
C: Methods. 2016 Jan;22(1):38-48.

Beitrag im Einzelnen:

1. Literaturrecherche

Recherche zur Identifikation von Faktoren welche die Hepatozytenisolierung beeinflussen
(Tab. 1)

2. Datenerhebung:

Durchfiihrung von Leberzellisolationen und der Hepatozytenkulturen im Studienzeitraum
Retrospektiven Generierung von Patientendaten anhand welcher die Analysen in Tab. 2,
Tab. 3, Tab. 4 sowie Fig. 1 durchgefiihrt wurden

Retrospektive Auswertung von Analyseergebnissen vergangener Leberzelltransplantatio-
nen, deren Ergebnisse u.a. in Tab. 2, Tab. 3, Tab. 4 sowie Fig. 1 und Fig. 2 eingeflossen
sind

Selbststandige Etablierung des Humanalbumin-Elisa am Standort sowie Anpassung des

Protokolls fur die spezifische Fragestellung, welcher in Tab. 5 eingeflossen ist.
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= Mitarbeit bei der Durchfiihrung der weiteren laborchemischen Verfahren von Tab. 5
3. Manuskripterstellung
= Kiritische Revision des Manuskripts und der Grafiken vor der Einreichung zur Veréffentli-

chung

Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin
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Large Animal Model.
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Hepatocyte Transplantation to the Liver via the Splenic Artery in a Juvenile Large
Animal Model. Cell Transplant. 2019:963689719885091.
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4.2 Computed tomography-based survey of the vascular anatomy of the juve-
nile Géttingen minipig.

Siefert J, Hillebrandt KH, Kluge M, Geisel D, Podrabsky P, Denecke T, Nosser M,
Gassner J, Reutzel-Selke A, Strucker B, Morgul MH, Guel-Klein S, Unger JK, Reske A,
Pratschke J, Sauer IM, Raschzok N. Computed tomography-based survey of the
vascular anatomy of the juvenile Gottingen minipig. Lab Anim. 2016.
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4.3 Human Hepatocyte Isolation: Does Portal Vein Embolization Affect the Out-
come?

Kluge M, Reutzel-Selke A, Napierala H, Hillebrandt KH, Major RD, Struecker B, Leder
A, Siefert J, Tang P, Lippert S, Sallmon H, Seehofer D, Pratschke J, Sauer IM,
Raschzok N. Human Hepatocyte Isolation: Does Portal Vein Embolization Affect the
Outcome? Tissue Eng Part C Methods. 2016;22(1):38-48.
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5. Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Ver-
sion meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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