1 Einleitung

1.1 Geschichtlicher Uberblick zur Leberzelltransplantation

Historisch gesehen handelt es sich bei der Idee, Leberzellen zu verpflanzen, um kein
neuartiges Konzept. Bereits in den 30er Jahren des letzten Jahrhunderts versuch-
ten Forscher auf die unterschiedlichste Art, zerkleinerte Leberanteile zu transplantie-
ren.[1, 2] So versetzte zum Beispiel Hans Popper Leberfragmente in die vordere Augen-
kammer der Ratte.[3] Jedoch kam es bei derartigen Versuchen in den meisten Féllen
entweder zu einer Degeneration der Gewebestiicke oder die Transplantate waren nach
einigen Tagen nicht mehr nachzuweisen.

Viele Arbeitsgruppen in den USA und in Europa griffen die Hepatozytentransplan-
tation wieder auf, als in den spéaten 60er Jahren erfolgreiche Versuche zur Zellisolation
von Hepatozyten durch Berry und Friends [4, 5] und zur Transplantation von Pankre-
asinselzellen [6] vollzogen wurden. Die ersten Erfolge einer Therapie durch Hepatozy-
tentransplantation im Tiermodell waren in den spaten 70er Jahren zu verzeichnen, als
Rugstad et al. [7], Matas et al. [8] und Groth et al. [9] berichteten, daf nach intraporta-
ler Infusion isolierter Hepatozyten oder subkutaner Implantation von Hepatomazellen
in hyperbilirubindme Gunn-Ratten eine Reduktion des Serum-Bilirubinspiegels erzielt
werden konnte.

Zu dieser Zeit jedoch waren Patienten bereits erfolgreich durch eine orthotope Le-
bertransplantation therapiert worden.[10] Die Indikation zur orthotopen Lebertrans-
plantation deckte das breite Feld all jener Erkrankungen ab, die sich auch zu einer
Domane der Hepatozytentransplantation héatte entwickeln konnen. Bei einem aku-
ten Leberversagen, bei einer fortgeschrittenen Leberzirrhose oder einer chronischen
Lebererkrankung im Endstadium war nunmehr die orthotope Lebertransplantation
Therapie der Wahl.[11]

Nahezu 20 Jahre ist es her, da legten Baumgardner et al. [12] in einem Ubersichts-
artikel die Griinde dar, warum die Hepatozytentransplantation als ein vielverspre-
chendes Verfahren weiter zu verfolgen sei und sogar verstiarkt Gegenstand der For-
schung werden solle. Sie konne entweder als Therapie bestimmter genetisch bedingter
Lebererkrankungen oder als Uberbriickung zur orthotopen Lebertransplantation mit
Vorteilen gegeniiber alternativen Behandlungsmethoden angewandt werden. Er fafite

die bis dahin erschienenen tierexperimentellen Studien zusammen, zeigte die bereits
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iberwundenen Hindernisse auf und kam zu der Uberzeugung, daf die Hepatozyten-
transplantation eine realisierbare alternative Therapie von Lebererkrankungen bieten
konnte, in denen die strukturelle Integritit der Leber noch besteht.

Seitdem sind die ersten Therapieversuche beim Menschen in der Literatur dokumen-
tiert. So berichteten 1992 Mito et al. als erste iiber eine Hepatozytentransplantation
beim Menschen.[13] In einem Editorial aus dem Jahre 2003 postulierten Strom und
Fisher [14], dal Hepatozyten in der klinischen Anwendung portal oder in ektope Orte
wie zum Beispiel in die Milz transplantiert, in der Lage sind, die Leberfunktion zu
unterstiitzen, und als Alternative zur orthotopen Lebertransplantation bereits erfolg-
reich eingesetzt wurden.

Trotz der fortschreitenden Entwicklung und trotz der bestehenden Moglichkeiten
und Erfolge beschrankt sich die Zahl der Applikationen im Menschen weltweit nur auf
einige dutzend Félle. Diese wurden von Fisher und Strom detailliert und tabellarisch
2006 in Transplantation zusammengefafit.[15] Die Frage, warum das Potential dieser
Behandlungsform in der klinischen Anwendung nicht ausgeschopft wird, sei mit einem
Zitat von Strom beantwortet: ... mainly because the availability of [human)/ liver cells
is limited. “[14]

1.2 Durch Hepatozytentransplantation behandelbare

Erkrankungen

Die Hepatozytentransplantation ist ein Therapiekonzept, mit dem lebensbedrohliche
Leberfunktionsstorungen behandelt werden kénnen. Das Prinzip besteht darin, verein-
zelte Leberzellen oder leberzellahnliche Zellen in ein geeignetes Blutgefafl oder Korper-
organ zu infundieren. Die so eingebrachten Zellen unterstiitzen Stoffwechselleistungen
der Leber oder ersetzen gar fehlerhafte Genprodukte oder Stoffwechselwege.

Als Indikationen zur Anwendung der Hepatozytentransplantation werden im allge-

meinen erachtet [16]:

das akute Leberversagen,

die chronische Leberinsuffizienz im Endstadium,

» progrediente, genetisch bedingte metabolische Lebererkrankungen und

die postoperative hepatische Insuffizienz nach Leberteilresektion.

So unterschiedlich die Entitdten und Ursachen sein mogen, und so verschieden die
Verlaufe sich verhalten, ist ihnen ein Spektrum von klinischen, biochemischen und phy-
siologischen Verdnderungen gemeinsam, die durch einen Einbruch der synthetischen,

regulatorischen und detoxifizierenden Funktion der Leber charakterisiert ist.[17]
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Zu den typischen Komplikationen einer dekompensierten Leberinsuffizienz zah-
len [18]: (1) Ausbildung von Aszites und Odemen mit Auswirkung auf das Herzkreis-
laufsystem, (2) Entwicklung einer ausgepréigten Koagulopathie mit der Gefahr von
Blutungen, (3) Zunahme einer hepatischen Enzephalopathie bis zum hepatischen Ko-
ma, (4) hepatorenales Syndrom bis zum akuten Nierenversagen, (5) hepatopulmonales
Syndrom bis zur globalen respiratorischen Insuffizienz, (6) Ausbildung ésophagealer
Varizen aufgrund eines portalen Hypertonus und (7) Infektion des Aszites als spontan
bakterielle Peritonitis.

Unter dem Auftreten mehrerer Komplikationen steigt das Risiko, daf§ sich ein Multi-
organversagen ausbildet, welches unter einem konservativen Therapieregime mit einer

hohen Mortalitét assoziiert ist.[19]

1.2.1 Das akute Leberversagen

Das akute Leberversagen (ALF) ist ein schweres, rasch progredientes und oft todlich
verlaufendes Krankheitsbild, dem massive Leberzellschadigung oder -nekrosen zugrun-
de liegen. Innerhalb weniger Tage oder Wochen nach Auftreten eines Ikterus setzt die
hepatische Enzephalopathie bei zuvor lebergesunden Personen ein.[20] In der Fol-
ge kommt es zu Storungen im Saure-Basen-Haushalt, der Nierenfunktion, samtlicher
Organsysteme bis hin zu hyperdynamen Kreislaufversagen, Sepsis und der lebensbe-
drohenden Hirndrucksteigerung mit Gefahr einer Einklemmung des Hirnstamms.|[21]
Die Letalitit des akuten Leberversagens betrégt in Abhéngigkeit der Atiologie etwa
20 bis 80%.

Neben der von O’Grady vorgeschlagenen Einteilung des Leberversagens entspre-
chend des zeitlichen Verlaufs in hyperakut, akut und subakut [21] wurde von Lee eine
Einteilung nach der Atiologie erarbeitet.[22] Danach sind virale Hepatitiden weltweit
die haufigste Ursache, gefolgt von medikamenteninduziertem Leberversagen, wobei
jedoch grofle regionale Unterschiede festzustellen sind. So ist zum Beispiel die Acet-
aminophenvergiftung mit suizidaler Absicht in Grofibritannien der haufigste Ausloser,

wohingegen sie in anderen Landern eine untergeordnete Rolle spielt.[23]

1.2.2 Die chronische Leberinsuffizienz im Endstadium

Begriindet sich die Entwicklung einer Leberinsuffizienz auf die Progression einer lang
vorbestehenden Lebererkrankung, bezeichnet man dies als chronische Leberinsuffizi-
enz (CLI). Im allgemeinen besteht bereits eine fortgeschrittene Leberzirrhose unter-
schiedlicher Atiologie.[18, 24] Bei einer Dekompensation wird die Leber mit den an
sie gestellten Anforderungen iiberfordert. Unbehandelt miindet sie unweigerlich in das

hepatische Koma und in ein Multiorganversagen, was schliefSlich zum Tode fithrt. Ist
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diese Entwicklung mit einem raschen Einbruch der Leberfunktion verbunden, also mit
Zeichen eines akuten Leberversagens, das sich der chronischen Leberinsuffizienz auf-
pfropft, spricht man im englischen Sprachraum treffend von einer acute-on-chronic
liver insufficiency.[25] Sie nimmt einen &hnlichen Charakter an, wie das akute Leber-

versagen. Im Gegensatz dazu ist jedoch eine Lebererkrankung vorbestehend.

1.2.3 Genetisch bedingte metabolische Lebererkrankungen

Im weiten Feld der metabolischen Lebererkrankungen ist eine mogliche Indikations-
stellung zur Hepatozytentransplantation differenziert zu betrachten. Durch Hepato-
zytentransplantation behandelbare metabolische Erkrankungen sind primére metabo-
lische, das heiffit in den meisten Féllen durch genetische Mutation bedingte Leberer-
krankungen.

Einteilen lassen sich die priméren metabolischen Stérungen in zwei Mechanismen:
(1) Formation von atypischen Makromolekiilen, die nicht abgebaut werden kénnen und
sich ablagern und (2) ausgepragte oder totale Blockade eines metabolischen Stoffwech-
selweges mit der Folge, daf} ein Produkt nicht ausreichend synthetisiert werden kann,
wodurch Metabolite akkumulieren und abnormale Metabolite gebildet werden kon-
nen. Die Symptome treten meist bereits nach den ersten Lebenswochen bis -monaten
ein, gehen in vielen Féllen mit neurologischen Symptomen einher und haben nicht
selten eine infauste Prognose.

Folgend sind primare metabolische Storungen aufgefiihrt, fiir die eine Indikation zur
Behandlung durch eine Hepatozytentransplantation moglich ist und zum Teil bereits
durchgefithrt wurde: (1) LDL-Rezeptormangel [26], (2) Ornithintranscarbamylase-
Mangel [27], (3) al-Antitrypsin-Mangel [28], (7) Reye-Syndrom, (4) Glycogen-Spei-
cher-Erkrankung Typ Ia [29], (5) Crigler-Najjar-Syndrom (Bilirubin-UDP-Glukuronyl-
transferase-Defekt) [30], (6) Infantile Refsum-Erkrankung [31], (8) Mauriac-Syndrom
und (9) Wilson-Erkrankung.

1.2.4 Die postoperative Leberinsuffizienz

Neben den klassischen Definitionen des akuten Leberversagens ist mit einer chirurgisch
induzierten Leberinsuffizienz nach erweiterter Leberteilresektion oder Splitlebertrans-
plantation eine Entitdt zu ergédnzen, die dhnlichen Charakter annehmen kann, wie
bei einem hyperakuten oder akuten Leberversagen.[32] In dieser als postoperative he-
patische Leberinsuffizienz (PHI) bezeichneten Komplikation kann das Restgewebe in
seiner Funktion derart reduziert sein, dafl eine Detoxifikation, Syntheseleistung und
Regenerationsfahigkeit nicht ausreicht, um den Stoffwechselerfordernissen gerecht zu
werden.[33]



1 FEinleitung

Die konservative Therapie beschrankt sich auf die Substitution nachweislich feh-
lender Plasmabestandteile. Bei einer Dekompensation oder einer kompletten post-
operativen Leberinsuffizienz bleibt auch hier die orthotope Lebertransplantation als
ultimative Therapieoption bislang alternativlos.[34] Da allerdings bei metastasieren-
den Erkrankungen die orthotope Lebertransplantation grundséatzlich nicht indiziert ist
und andererseits gerade Patienten mit einer malignen Raumforderung einen Grofiteil
des Patientenguts zur Leberteilresektion ausmachen [35, 36, 37], bleiben nur wenige
Falle, in denen diese Therapieoption im Falle einer postoperativen Leberinsuffizienz

wahrgenommen werden kann.

1.3 Hepatozytentransplantation als Therapieoption

Um die Uberlebensrate der Patienten zu verbessern, die bei Vorliegen einer lebens-
bedrohlichen Leberinsuffizienz nicht einer orthotopen Lebertransplantation zugefiihrt
werden konnen oder auf ein Transplantat warten miissen, wurden vier sich prinzipiell
unterscheidende Methoden entwickelt, die Leberfunktion temporéir zu unterstiitzen:
(1) Artifiziellen, zellfreien extrakorporalen Systemen wie Dialyse, Aktivkohlefilter oder
Plasmaaustauscher, wird Blut oder Plasma des Patienten zugefiihrt, um unter Ver-
wendung verschiedenster Verfahren bestimmte Metabolite im Korper des Patienten zu
reduzieren. Diese Systeme werden eingesetzt, um lediglich die detoxifizierende Funk-
tion der Leber zu unterstiitzen. Der Effekt ist in einzelnen Untersuchungen gezeigt,
jedoch fehlen grofiere randomisierte Studien.[38, 39] (2) Die extrakorporale Perfusi-
on ganzer Organe, durch die zusatzlich metabolische Funktionen geleistet werden,
konnte sich klinisch bisher nicht durchsetzen.[39] (3) Mit der klinischen Erprobung
hybrider Leberunterstiitzungsverfahren konnten Effekte der beiden zuvor genannten
Methoden kombiniert werden. Erste klinische Anwendungen lieferten vielversprechen-
de Ergebnisse, relativierten sich aber in spéteren Studien.[40] (4) Mit der Hepato-
zytentransplantation sind erfolgreiche Ansétze tierexperimentell und bereits klinisch
angewandt.[15, 41]

Durch das Einbringen isolierter Hepatozyten oder hepatozytenahnlicher Zellen kann
temporér eine ausreichende Leberleistung erzielt werden, bis die volle Organfunktion
in bezug auf Synthese und Entgiftung durch die regenerierende Restleber iibernommen
oder ein geeignetes Spenderorgan transplantiert wird. Neben einer tiberbriickenden
Therapie sind kurative Ansétze vor allem bei genetischen Erkrankungen als kausale

Therapie realistisch und in zahlreichen Féllen bereits dokumentiert.[15]
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1.4 Hepatozytentransplantationsmodelle

1.4.1 Induktion eines Leberversagens

Methoden zur Induktion eines akuten Leberversagens im Tiermodell sind bei Méausen
[42, 43], Ratten [44, 45], Schweinen [46] und Hunden [47] beschrieben. Eine nahezu
letale Schadigung wird erreicht durch Fiitterung von Toxinen wie Tetrachlorkohlen-
stoff [43], Dimethylnitrosamine [45], oder D-galactosamine [48]. Nach Unterbindung
von Lebergefafien [46] tritt ein deutlicher ischdmischer Schaden mit Leberzellnekrosen
auf.

Durch eine subtotale Leberteilresektion im Rattenmodell kann eine gezielte gut re-
produzierbare Schadigung erreicht werden. In den Untersuchungen von Eguchi et al.
[49] werden nach Resektion der beiden grofien Leberlappen und Ligatur der rechten
Leberlappen nur eine geringe Variation des zurtickbleibenden funktionellen Restge-
webes beobachtet, die eine reliable, stabile Uberlebenszeit bedingt. Diese Methode
entspricht nahezu einer 90%igen Leberteilresektion.

Der Vorteil einer chirurgischen Methode ist das mit der Operation zeitgenaue Auf-
treten der Insuffizienz. Im Gegensatz zu toxischen Modellen kann die Hepatozytenim-

plantation ausreichend in zeitlicher Beziehung zur Leberschiadigung gesetzt werden.

1.4.2 Geeignete Implantationsorte

In der Literatur sind mannigfach Implantationsorte im Tiermodell untersucht. Neben
einer portal-venosen Implantation bieten sich ektope, das heifit auflerhalb der Leber
gelegene Implantationsorte an. Die Milz, die Niere oder der Peritonealraum zeigten
die vielversprechendsten Ergebnisse. Diese seien im Einzelnen aufgefiihrt:

Nach einer portal-venosen Implantation gelangen die Zellen in eine ideale Umge-
bung in bezug auf die einzigartige Struktur der Leber und Interaktion mit den dort
nicht-parenchymalen Zellen. Zudem erhélt das portale Blut Wachstumsstimulanzien,
von denen positive Effekte fiir die so eingebrachten Zellen zu erwarten sind.[50] Eine
Einnistung iiber Sinusoide erfolgt erst zwanzig Stunden nach Transplantation, eine
vollkommene Eingliederung in die Matrix mit Reparatur der sinusoidalen Barriere
dauert etwa eine Woche.[51] Es besteht jedoch die Gefahr, dafl ein nach Leberschadi-
gung vorbestehender portaler Hypertonus weiter verstarkt wird.[52]

Darby et al. untersuchten das Verhalten tief in die Pulpa der Milz implantierter
Hepatozyten.[53] Sie iiberleben in einem geeigneten Modell mehr als einundzwan-
zig Monate und bilden hepatisch-retikulér strukturiertes Gewebe aus.[54] Nach ei-
ner Leberschadigung erhalten auch die in die Milz implantierten Hepatozyten eine

Wachstumsstimulation.[55]
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Die Niere als Implantationsort wurde von Ohashi et al. [56] beschrieben. Jedoch
waren die Resultate insgesamt nicht befriedigend.[57] Erst nach zusétzlicher Injektion
von nicht-parenchymalen Zellen konnten verbesserte Ergebnisse erzielt werden.

Die intraperitoneale Implantation ist mit eher enttauschenden Ergebnissen versucht
worden.[58] Nach Implantation auf sogenannten scaffolds (Tragermaterialien) war je-
doch ein Uberlebensvorteil im Rattenmodell zu zeigen gewesen.[59)

Als selten angewandte Implantationsorte sind zu nennen: subkutan [60], pulmo-
nal [61], in das intraskapulire Fettpolster sowie in das Pankreas. Hier sind die Ergeb-
nisse eher schlecht ausgefallen. Ein Uberleben implantierter Zellen war nur in geringem

AusmaB oder unter Zuhilfenahme aufwendiger Methoden moglich.[62]

1.4.3 Implantationszeitpunkt, -sequenz und Zellzahl

Angelehnt an klinische Gegebenheiten scheint eine Implantation von einigen Stunden
bis Tagen nach einer Leberschiadigung realitdtsnah zu sein. Alternativ konnte die
Implantation jedoch bereits zum Zeitpunkt einer Leberschédigung oder gar vor ihr
vorteilhaft sein. Eine weitere Option ist eine sequentielle Implantation, das heifit, dafl
mehrere Implantationen in Folge durchgefiihrt werden.

Die Antwort auf die ideale Zellzahl ist direkt an das angewandte Tiermodell und an
den Implantationsort gebunden. Im Falle einer intraperitonealen Implantation ist der
Rahmen fiir die Variation der Zellzahl aufgrund des grofien Raumes der Bauchhohle
breiter, als zum Beispiel im Falle der Injektion in das subskapulare Fettgewebe.

In einem Modell der metabolischen Storung bedarf es haufig nur einer geringen
Zahl der zu implantierenden Zellen, um ein vorher fehlendes Genprodukt ersetzen zu
koénnen.

In Uberlebensmodellen wird eine weit groBere Zellzahl benétigt, um die Leber-
funktion in ihrer Gesamtheit zu unterstiitzen. Im Rattenmodell sind Zellzahlen von
10x10° [58] tiber 200x10° [44, 63] implantierter Zellen beschrieben. Die angewandte
Zellzahl der meisten Autoren bewegt sich bei 20-50x10¢ Zellen.[59, 64]
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1.5 Fragestellung

Mit dieser Arbeit wird die Wirksamkeit einer Leberzelltransplantation nach einer
subletalen Leberschadigung im Modell der Ratte analysiert, indem Implantationsort,
-zeitpunkt und Zellzahl variiert werden. Zur Induktion einer akuten Leberinsuffizienz
eignet sich eine subtotale Leberteilresektion.

Vorrangig ist die Frage nach dem geeigneten Implantationsort zu beantworten. Als
Pramisse ist eine gute Erreichbarkeit und ein Lokus fiir ausreichende Injektatvolumina
voranzustellen. Nach Eroffnen des Abdomens ist das Peritoneum sicher und kompli-
kationslos zu erreichen. Die Implantation direkt unter die Serosa des Peritoneums ist
in der Literatur nicht beschrieben und wird hier evaluiert. Als Alternative bietet sich
die lienale Applikationsform an, also eine Implantation in die Milz, wie sie bereits
bei anderen Leberschidigungsmustern in Studien untersucht ist.[64] Wenn sich ein
Uberlebensvorteil nach Zellimplantation abzeichnet, ist in einem zweiten Schritt die
Zellzahl zu variieren, um ein bestmogliches Ergebnis zu erzielen.

Zusammengefaflt lassen sich die zu beantwortenden Fragen wie folgt formulieren:

« Kann die subperitoneale Implantation von Hepatozyten das Uberleben nach

subtotaler Leberteilresektion positiv beeinflussen?

o Ist die lienale Implantation der subperitonealen Implantation in bezug auf post-

operatives Uberleben iiberlegen?
o Wann ist der beste Zeitpunkt zur Hepatozytentransplantation gegeben?

o Welche ist die optimale zu transplantierende Zellzahl?
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