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1 Einleitung

Gallengangsatresie ist eine Erkrankung, in der eine neonatale Cholangiopathie mit
Obliteration des Gallengangs entsteht. Die Ursachen sind verschieden und teils
ungeklart. Die Ubliche Therapie ist die operative Wiederherstellung des
Gallenabflusses (Kasai-Portoenterostomie). Sie héalt jedoch einen zunehmenden
Schaden der Leber nicht ganzlich auf. Daher ist die Gallengangsatresie die haufigste
Ursache von Lebertransplantation im Kindesalter (Hopkins et al. 2017; Vij et al. 2020).

Die Gallengangsligatur (englisch Bile Duct Ligation, BDL) ist ein etabliertes Tiermodell,
eine experimentelle Cholestase in Mausen und Ratten zu erzeugen. Dies eignet sich
aufgrund der grofRen Reproduzierbarkeit und pathophysiologisch &hnlicher Prozesse

zur Untersuchung einer Gallengangsatresie (Wang et al. 2014; Tag et al. 2015).

Nach einer Kasai-Operation wird haufig Dexamethason als adjuvante Therapie
eingesetzt, um die anhaltende Fibrosierung und Entzindung der Leber zu hemmen.
Trotzdem ist der Therapieerfolg meist nicht durchschlagend sowie mit systemischen
Nebenwirkungen verbunden. Infektanféalligkeit, Entwicklungsverzogerung oder
Cushing-Syndrom stellen ubliche Folgen einer chronischen Glukokortikoid-

Behandlung im Kindesalter dar (Tanaka et al. 2019).

Nanocarrier sind Substanztrager im Nanometer-Bereich. Sie sind Ziel zunehmender
Studien, da sie eine gezielte, geschuitzte und effektive Abgabe eines Wirkstoffes oder
bioaktiver Molekule erméglichen. Nanokapseltherapien wurden bereits in anderen
Bereichen wie der Rheumatherapie oder Chemotherapie etabliert. Auch im Bereich
Immunsuppression bzw. Antiinflammation besteht ein grof3es Interesse an
Nanocarriern. Medikamenteneffekte konnen gesteuert und Nebenwirkungen reduziert
werden (Musacchio et al. 2011; Patel et al. 2019).

Die Synthese der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kapseln aus Wasser-in-Ol
Miniemulsion wurde zuvor etabliert und beschrieben (Landfester 2009; Fichter et al.
2013). Als neue Formulierung der Nanokapseln konnten diese vollstandig aus
Dexamethason polymerisiert werden. Dies bietet vielversprechende Vorteile in der
biologischen Abbaubarkeit und geringeren Toxizitdt. Es konnte in vorangegangenen

Versuchen gezeigt werden, dass die genutzten Kapseln in vitro von immunaktiven



Leberzellen aufgenommen werden. Zudem zeigte sich eine intrazellulare Freigabe des
Wirkstoffes und die Reduktion der Entziindungsaktivitat (Fichter et al. 2013).

Die Leber als Organ zur Filterung des Blutes ist pradestiniert zur Aufnahme von einem
Groldteil intravends applizierter Nanokapseln. Somit lasst sich eine gezielte
Dexamethason Abgabe durch Nanokapseln in inflammatorische Leberzellen, wie
Kupfferzellen oder Makrophagen erreichen. Dies bietet neue Ansatze fur die Therapie
cholestatischer Erkrankungen wie der Gallengangsatresie (Pietrzak-Nguyen et al.
2014; Jiang et al. 2020).

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, welche Effekte Dexamethason

Nanokapseln auf den cholestatischen Leberschaden nach Gallengangsligatur haben.



2 Literaturdiskussion

2.1 Gallengangsatresie
2.1.1 Beschreibung des Krankheitsbildes und Epidemiologie

Gallengangsatresie (englisch biliary atresia, BA), ist eine fortschreitende obstruktive
Cholangiopathie der extra- und intrahepatischen Gallenwege. Sie aul3ert sich primar
mit Symptomen einer Cholestase wie Ikterus und blassem Stuhl. Die Atiologie dieser
Erkrankung ist heterogen. Therapeutisch ist sie meist nur operativ heilbar und verlauft
unbehandelt haufig tédlich (Lakshminarayanan et al. 2016). Insgesamt ist diese
Erkrankung die haufigste Ursache von Leberversagen nach Geburt, sowie die
haufigste Indikation zur Lebertransplantation bei Kindern weltweit (Min et al. 2020; Vij
et al. 2020). Studien gehen von einer Inzidenz zwischen 1 in 15.000 und 1 in 19.000
aus und sehen eine leichte Haufung beim weiblichen Geschlecht (Asai et al. 2015). In
den USA gibt es Hinweise fir eine leichte Zunahme der Inzidenz in den letzten
Jahrzehnten (Hopkins et al. 2017).

2.1.2 Einteilung und mogliche Genesen

Die Ursachen der Gallengangsatresie sind nicht abschlieRend geklart. Es werden
genetische und idiopathische Ursachen diskutiert (El-Araby et al. 2020). In diesem
Sinne kann sie nach ihrem Auftreten in eine isolierte Form oder im Zusammenhang
mit anderen Fehlbildungen als syndromale BA eingeteilt werden. Ortiz-Perez et al.
beschreiben letztere als eine ,embryonale/entwicklungsbedingte® BA mit Auftreten
schon im 1. Trimenon der Schwangerschaft (<20%) und auf der anderen Seite eine
.perinatale/ erworbene® BA (<80%) (Ortiz-Perez et al. 2020). Die embryonale BA tritt
typischerweise in der Form eines BASM-Syndroms auf (Biliary Atresia Splenic
Malformation), welches eine BA und das Vorhandensein einer Poly- oder Asplenie
einschliel3t (Petersen et al. 2013). Diese Entitat hat eine schlechtere Prognose als
Patienten mit einer isolierten BA und kann zudem mit weiteren Defekten,

beispielsweise des Herz-Kreislaufsystems assoziiert sein (Ortiz-Perez et al. 2020).

Davenport et al. beschreiben neben der isolierten und syndromalen BA die weitere
Einteilung in eine cystische BA und Cytomegalie (CMV)- assoziierte BA (Davenport

2012). Letztere ist mit einer perinatalen Infektion assoziiert und &ufRert sich mit



positiver Serologie (IgM Antikorper). Neuere Studien legen deutlich mehr Viren als
mdogliche Ursachen nahe. Auch eine Infektion mit Rotaviren, Reoviren, humanen
Herpesviren, humanen Papillomaviren, Adenoviren, Epstein-Barr Viren, Hepatitis B
Viren und Parvovirus B19 kann in der Pathogenese der BA als Trigger fungieren. Die
Assoziation mit CMV, Reoviren und Rotaviren wurden in diesem Zusammenhang in
der Literatur am ausgepragtesten analysiert (Vij et al. 2020). Zu welchem Zeitpunkt
diese Virusinfektionen stattfinden missen und welche weiteren Faktoren dabei zum
Auslésen einer BA flhren, ist noch weitgehend unbekannt (Petersen et al. 2013;
Hopkins et al. 2017).

Die Gallengangsatresie kann zudem nach Befallsmuster in intra- und extrahepatisch
eingeteilt werden. Bei extrahepatischer BA sind die Gallengdnge meist vollstandig
obstruiert, das Epithel ist segmental bis vollstandig betroffen. Bei intrahepatischer BA
sind die Gallengange meist hypoplastisch in die Portaltrakte der Leber eingebettet und
von mehrkernigen Hepatozyten umgeben. Die Gallengédnge sind dabei entzindlich
und fibrotisch verandert (Asai et al. 2015). Dies findet sich jedoch in der weiteren
Literatur haufig nicht wieder, da meist ein Befall intra- und extrahepatischer

Gallengéange vorliegt und andere Einteilungen vorgezogen werden.

2.1.3 Pathologie der Gallengangsatresie

Generell fuhren entzindliche und fibrotische Veranderungen des Gewebes zur
Obstruktion der Gallenwege (Asai et al. 2015). Die Immunreaktion auf zellularer Ebene
lasst sich dabei in unterschiedliche Bereiche differenzieren. Cholangiozyten besitzen
neben ihrer Funktion als physikalische Begrenzung der Gallengdnge auch eine
immunologische Funktion. Eine Vielzahl Rezeptor-vermittelter Signalwege
ermoglichen ihnen bereits eine Aktivierung der Immunantwort. Diese kann bspw. im
Rahmen einer Virusinfektion auftreten. Zugleich wird dabei in Makrophagen wie
Kupfferzellen oder dendritische Zellen eine antivirale Reaktion gestartet. Diese
schrankt durch autokrine und parakrine Ausschittung von Zytokinen die Ausbreitung
des Virus ein (Ortiz-Perez et al. 2020).

Dieses pro-inflammatorische Milieu rekrutiert und aktiviert weitere Immunzellen.
Infolgedessen greift ein Teil der aktivierten inflammatorischen Zellen das Gallengangs-
epithel an. Dies wird durch Interferon-y vermittelt und geschieht mit Hilfe von Zytokinen

und zytotoxischen Substanzen. Dabei induzieren NK-Zellen den Zelltod der



Cholangiozyten, nachdem sie durch dendritische Zellen aktiviert wurden. Auf &hnliche
Weise geschieht dies innerhalb einer Epithelinvasion durch aktivierte neonatale CD8*
T-Zellen. Die nekrotisierenden oder apoptotischen Zellen setzen damage-associated
molecuar patterns (DAMPS) frei. IL-33 als eines davon kumuliert in der extrazelluléaren
Matrix und fordert Inflammation und Fibrose (Ortiz-Perez et al. 2020; Vij et al. 2020).

Im Verlauf zeigt sich eine duktale Proliferation und zunehmende Obstruktion der
Gallenwege. In diesem Rahmen wurde Cytokeratin 7 (CK7) als Marker identifiziert und
die Anzahl CK7* Zellen nimmt zu. Die geschéadigten Cholangiozyten, sowie die im
entzindlichen Milieu aktivierten Immunzellen setzen pro-inflammatorische Zytokine
wie IL-1B oder IL-6 frei. Immunhistochemisch lasst sich dadurch eine erhdhte
Zellinfiltration durch Immunzellen darstellen. Insbesondere um die Portalfelder
verstarkt dies die Entzindungsreaktion. Hepatische Sternzellen proliferieren und
transformieren zu Myofibroblasten. Diese spielen eine entscheidende Rolle im Aufbau
extrazellularer Matrix und somit in der Ausbildung einer Leberfibrose. a-SMA (a-
smooth muscle actin) ist ein intrazellular exprimierter Marker fir die Aktivitat der
Myofibroblasten (Vij et al. 2020).

2.1.4 Klinische Symptome

Eine BA prasentiert sich mit zunehmendem neonatalem Ikterus, acholischen Stihlen
und Dunkelverfarbung des Urins. Ansonsten zeigt sich initial meist ein gesundes
Erscheinungsbild. Im Verlauf kdnnen eine Gedeihstérung, Hepatomegalie oder
Bauchumfangzunahme durch Aszites auf eine BA hinweisen. Die Symptome treten
meist in den ersten Wochen bis Lebensmonaten auf. Durch fehlende Resorption
fettloslicher Vitamine entsteht ein Vitamin-K-Mangel. Auch eine dadurch ausgeloste
Hirnblutung kann ein erstes Symptom der Erkrankung sein (Baumann et al. 2002). Bei
Fortschreiten der Erkrankung kommt es zu chronischen Veranderungen des

Lebergewebes (Asai et al. 2015; Lakshminarayanan et al. 2016).

2.1.5 Klinische Diagnostik

Laborchemisch konnen im Rahmen einer BA erhdhte Leberparameter wie
Transaminasen, Gamma-Glutamyltransferase (y-GT) sowie erhéhte Bilirubinwerte

gemessen werden (Baumann et al. 2002). Ein weiteres diagnostisches Verfahren ist



die Sonographie, bei der die Gallenblase meist schwierig darstellbar ist. Das ,triangular
cord sign“ ist ein bedeutender Hinweis auf eine BA und stellt den verschlossenen
Ductus hepaticus communis dar. Jedoch schlief3t ein sonographisch unauffalliger

Befund eine BA nicht aus. (Baumann et al. 2002; Imanieh et al. 2009).

Zur Diagnosestellung wird meist die transkutane Leberbiopsie angewendet, dessen
Auswertung je nach Erfahrung des Pathologen eine Sensitivitat von 65-95% erreicht.
Sie kann sich aber in manchen Fallen als schwierig darstellen (Davenport 2012). Auch
eine hepatobiliare Sequenzszinthigraphie ist eine weitere diagnostische Mdglichkeit,
bei der die eingesetzten Tracer im positiven Fall nicht ausgeschieden werden kdnnen
(Baumann et al. 2002). Beweisend fir eine BA ist die in diesem Alter schwierige
endoskopische retrograde Cholangiopancreatographie (ERCP) oder eine operative
Cholangiographie durch Laparoskopie oder Laparotomie (Davenport 2012).

2.1.6 Therapie

Die Therapie der Wahl ist eine Hepato-Porto-Jejunostomie nach Morio Kasai, die Mitte
des 20. Jahrhunderts entwickelt worden ist. Durch das Fortschreiten der Erkrankung
und damit einhergehender Leberschadigung ist eine frihe Operation entscheidend.
Sie sollte im besten Fall vor dem 60. Lebenstag oder friiher durchgefuhrt werden
(McKiernan et al. 2000). Dadurch kann eine initiale Bilirubin-Clearance von 70-80%
der Patienten erreicht werden. Nach 90 Lebenstagen erreichen dies nur noch 25%
(Feldman et al. 2015). Etwa ein Drittel der Patienten kann nach erfolgreicher und
rechtzeitiger Operation mit ihrer nativen Leber ein Alter von 10 Jahren erreichen, etwa
ein Viertel ein Alter von 20 Jahren (Chardot et al. 2006).

Im Zuge der Operation erfolgt die Abtrennung der extrahepatischen Gallenwege und
eine Darm-Schleifenrekonstruktion mittels Y-Roux-Schlinge, welche auf die
Leberpforte aufgesetzt wird. Hierdurch kann der Gallenabfluss gesichert werden
(Kasai 1974). Dies zogert den Verlauf der Erkrankung und somit die Notwendigkeit

einer Lebertransplantation hinaus.

In der konservativen Therapie nach fehlgeschlagener oder (zu) spéater operativer
Intervention mussen Komplikationen durch eine fortschreitende Leberinsuffizienz
reduziert werden. Auch nach rechtzeitiger und erfolgreicher Operation wird in

Revisionsoperationen haufig eine Fibrose, vor allem der Leberpforte, gesehen.



Supportive Ernahrungstherapie und Substitution der essenziellen fettloslichen
Vitamine spielen dabei eine wichtige Rolle. Im Verlauf kommt es in den meisten Fallen
durch einen vermehrten Rickstau der Galle und die dadurch ausgel6sten
inflammatorischen Prozesse zur Leberzirrhose. Dies fuhrt zu einer Indikation einer
Lebertransplantation. Stringer et al. gehen hierbei von 70% der betroffenen Patienten
aus (Stringer et al. 2007). Somit ist die BA die haufigste Ursache einer padiatrischen

Lebertransplantation (Asai et al. 2015).

Postoperativ werden haufig adjuvante Steroidtherapien eingesetzt. Diese erfolgen mit
dem Ziel einer Reduzierung periduktaler Inflammation und Odeme und dadurch einer
Verbesserung des Gallenabflusses. Meta-Analysen zeigten eine verbesserte Bilirubin-
Clearence, vor allem kurzeitig (<1 Jahr) nach Kasai-Operation (Chen et al. 2015;
Zhang et al. 2017). Tanaka et al. konnten insbesondere bei Patienten mit postoperativ
initial schlechter Clearance einen Vorteil durch Steroidtherapie erkennen (Tanaka et
al. 2019).

Stringer et al. sahen ein deutlich verbessertes Outcome nach Portoenterostomie durch
den kurzen Einsatz von Dexamethason Uber 15 Tage in Kombination mit einer

Dauertherapie mit Ursodeoxycholsaure (Stringer et al. 2007).

Eine langfristige Zunahme der Clearance sowie der Uberlebens-Rate durch eine
Kortison-Monotherapie nach Kasai-Operation als auch eine Abnahme der
Notwendigkeit zur Transplantation konnten in Studien nicht gezeigt werden. So konnte
auch eine 2018 durchgefuhrte Cochrane-Metaanalyse im Langzeiteffekt der Therapie
mit Glukokortikoiden keinen Unterschied zur Placebo-Gruppe feststellen (Tyraskis et
al. 2018). Zu beachten sind auch Nebenwirkungen durch die Therapie im Rahmen
einer Einschrankung der allgemeinen Entwicklung, des Wachstums oder der
Entstehung eines Cushing-Syndroms. Auch eine Zunahme der postoperativen
Komplikationen durch die immunsuppressionsbedingte héhere Infektanfalligkeit und
schlechtere Wundheilung ist nicht auszuschlie3en. (Bezerra et al. 2014; Alonso et al.
2018).

2.1.7 Komplikationen und Prognose

Der Behandlungserfolg hangt vom Diagnosezeitpunkt und interindividuellem Erfolg der

operativen Therapie ab (Kumar et al. 2019). Zu Komplikationen gehéren Cholangitis,



portale Hypertension mit daraus resultierenden Osophagusvarizen und Aszites
(Davenport 2012). Ohne Therapie fuhrt die BA zur Leberzirrhose. Diese endet meist

in den ersten Lebensjahren todlich (Baumann et al. 2002).

Zu den prognostischen Faktoren gehdren das Alter des Kindes bei Kasai-Operation,
die Erfahrung des Operateurs, postoperative Cholangitits, das Vorhandensein einer
Leberzirrhose sowie noch unklare genetische Faktoren (Shneider et al. 2006; Yassin
et al. 2020).

Die Prognose fallt je nach Begleiterkrankungen schlechter aus, zum Beispiel bei
Patienten mit BASM (Tanaka et al. 2019).

2.2 Leberimmunologie
2.2.1 Anatomie der Leber und ihres Immunsystems

Die Leber ist in ihrer Mikroanatomie aufgebaut, um antigen- und nahrstoffreiches Blut
aus dem Magen-Darmtrakt durch ein System aus Sinusoiden zu filtern. In diesem
Netzwerk befinden sich antigenprasentierende Zellen und Lymphozyten. Diese bilden
die erste immunologische Barriere der Leber aus und regulieren in groliem Mal3e die
Immunantwort der Leber. Die gesunde Leber besteht aus unterschiedlichen Zelltypen
leberstandiger Zellen. Den Grof3teil machen hier Hepatozyten mit etwa 2/3 aller
Leberzellen aus. Sie bilden das Leberparenchym. Daneben steht die im Folgenden
beschriebene diverse Population von immunologisch aktiven nicht-parenchym-Zellen
(englisch non parenchymal cell = NPC). Diese bestehen zum grof3ten Anteil aus
Lebersinusoid Endothelzellen (englisch liver sinusoidal endothelial cells = LSEC),
Kupfferzellen (KC) und intrahepatische Lymphozyten. Hepatische Sternzellen,
Gallengangzellen, GefaRendothelzellen, hepatische Progenitorzellen und dendritische
Zellen sind als NPCs in geringerer Anzahl vorhanden. In einer geschadigten oder
entzundlich veranderten Leber kdnnen sich diese Verhéaltnisse verschieben. Dies
geschient mittels Zellinfiltration zu Gunsten von Granulozyten, Monozyten,

dendritischen Zellen und Lymphozyten (Racanelli et al. 2006; Mohar et al. 2015).

Lymphozyten finden sich bereits in der gesunden Leber durch das Parenchym, sowie
in den Portalfeldern verteilt. Sie werden in konventionelle und nicht-konventionelle

Subpopulationen des in der Leber besonders deutlich ausgepragten ,angeborenen®



Immunsystems (naturlichen Killerzellen (NK) und NK-T Zellen) und des ,adaptiven®
Immunsystems (T- und B-Zellen) aufgeteilt. Beide Seiten beinhalten eine diverse
Population von T-Zellen, welche auf MHC (= major histocompatibility complex)
Molekulen gebundene Antigene erkennen. Die MHC Moleklle werden von Antigen-
prasentierende Zellen exprimiert. In der Leber sind dies vor allem Kupfferzellen,
LSECs und dendritische Zellen (Racanelli et al. 2006).

LSECs machen etwa 50% der NPCs aus und kleiden die Lebersinusoide aus. Dabei
lassen sie kleine Licken in den dahinter liegenden Disse-Raum. Somit kann das
Blutplasma ungehindert zu den Hepatozyten stromen, wahrend Blutzellen nicht durch
die Lucken hindurch passen. Dendritische Zellen (DCs) spielen in der
Immunmodulation der gesunden Leber eine untergeordnete Rolle. Sobald sie aktiviert
sind, migrieren sie mit den aufgenommenen Antigenen in extrahepatische

Lymphknoten und prasentieren diese dort (Racanelli et al. 2006).

Kupfferzellen machen etwa 20% der NPCs aus und befinden sich hauptsachlich
innerhalb der Lebersinusoide. Dort haben sie die zentrale Funktion per Phagozytose
Toxine und Antigene aus dem Blutstrom zu filtern. Kupfferzellen modulieren aus dieser
Position heraus die Immunantwort der Leber. Sie haben eine proinflammatorische
Funktion nach Aktivierung zu ihrem klassischen M1 Phanotypen. Dies geschieht zum
Beispiel durch bakterielles LPS (Lipopolysaccharide). M1 KCs schitten Zytokine wie
IL-1B8, IL-6 oder Tumornekrosefaktor (TNF)-a aus, was zur Aktivierung von
Lymphozyten und zur raschen Infiltration von Immunzellen aus dem Blut in die Leber
fuhrt. Auf der anderen Seite kénnen Kupfferzellen die Immunantwort als alternativer
M2 Phanotyp selektiv herunter regulieren. Dies erfolgt zum einen durch eine Zytokin-
vermittelte Hemmung der T-Zell Aktivierung. Zum anderen hemmen sie die Rezeptor-
vermittelte Antigenaufnahme der LSECs und DCs. So regulieren Kupfferzellen auch
die Lebertoleranz gegeniber Antigenen. Die Balance zwischen M1 und M2
Kupfferzellen spielt eine zentrale Rolle in der Leberpathologie (Duwaerts et al. 2013;
Sato et al. 2016).

2.2.2 Leberinflammation

Gehring et al. verglichen BDL-Mause nach Kupfferzell-Depletion gegeniiber BDL-
Méausen mit IL-6- oder TNF-a-Mangel. Es zeigten sich nach BDL deutlich hdhere

Inflammation und Leberschaden in den Mausen ohne KCs oder mit IL-6-Mangel. Dies
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lasst auf eine protektive Wirkung der Kupfferzellen in der Cholestase schliel3en,

welche die Expression von IL-6 einbezieht (Gehring et al. 2006).

Die durch Inflammation ausgeldste Zellinfiltration in die Leber wird zusatzlich durch
chemotaktische Zytokine gesteuert, die von multiplen Leberzelltypen wie u.a.
Kupfferzellen, LSECs und hepatischen Sternzellen ausgeschiittet werden.
Infiltrierende Immunzellen exprimieren spezifische Zytokinrezeptoren. Sie werden

durch deren Bindung an die jeweiligen Zytokine aktiviert (Karlmark et al. 2008).

In der entzlindeten Leber spielen nach Infiltration neben den Kupfferzellen noch
inflammatory mononuclear phagocytes (iIMNPSs) eine wichtige Rolle in der Entstehung
der weiteren Leberentziindung und Fibrose. IMNPs exprimieren ebenso Zytokine und
Chemokine (z.B. IL-6). Sie haben aber eine deutlich pro-inflammatorische Wirkung im
Vergleich zu Kupfferzellen. Die Infiltration und Aktivierung der iMNPs wird durch die
Kupfferzellen gesteuert. Zur Differenzierung der Zelltypen in der Maus unterscheiden
sich KCs mit den Oberflachenmarkern F4/80*, CD68*, CD115*, CD11b""°, Ly-6C'° von
denen der iIMNPs mit F4/80*, CD11b*, Ly-6C" (Duwaerts et al. 2013).

Auf die Pathomechanismen der BDL- und somit Cholestase -induzierten Inflammation
wird in 2.3.2 eingegangen.

2.3 Gallengangsligatur im Mausmodell
2.3.1 Aufbau des Cholestase-Modells

Die Gallengangsligatur (englisch bile duct ligation = BDL) ist eine etablierte Methode
zur Untersuchung von cholestatischen Leberpathologien und wird haufig bei Nage-
tieren, insbesondere Mausen und Ratten, im experimentellen Setting durchgefihrt
(Yokota et al. 2018). Das Modell hat eine hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse,
wenn es durch darin geschultes Personal durchgefihrt wird (Tag et al. 2015).

Die vollstandige BDL wird durch Ligatur des Ductus choledochus erreicht und fuhrt
nach wenigen Stunden zur obstruktiven Cholestase sowie zur Leberentziindung. Nach
2-3 Wochen folgt der fibrotische Umbau der gesamten Leber, welcher bis zur Zirrhose
des Lebergewebes fuhrt (Georgiev et al. 2008; Tag et al. 2015; Xie et al. 2017).

Eine ausfuhrliche Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten Methode erfolgt
unter 3.2.5.1.
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2.3.2 Pathomechanismus

Die Cholestase nach BDL lasst sich in mehrere, teils Uberlappende Phasen einteilen,
zunachst eine akute Phase, auf die eine Immunreaktion folgt. Im Verlauf entstehen als

dritte Phase fibrotische Veranderungen (Jang et al. 2012).

Als Folge der Cholestase werden im Rahmen der gestauten Gallensauren pro-
inflammatorische Mediatoren freigesetzt (Zhang et al. 2012). Dadurch entsteht eine
reaktive Proliferation der Gallengangsepithelzellen [Ductular reaction]. Teile der
umgebenden Hepatozyten nekrotisieren oder l6sen Apoptose aus (Miyoshi et al.
1999). Die untergehenden Zellen setzen Wachstumsfaktor Beta (englisch transforming
growth factor beta, TGF-B) frei, wodurch Myofibroblasten aktiviert werden. Bei langer
andauernder Leberschadigung werden hepatische Sternzellen zu den genannten a-
SMA positiven Myofibroblasten ausdifferenziert [Transdifferentiation]. Unter
Aktivierung fuhrt dies im Verlauf zur vermehrten Bildung von Kollagenen und somit

zum Aufbau der extrazellularen Matrix und schlie3lich zur Fibrose (Tag et al. 2015).

Des Weiteren wird durch die Cholestase eine Entziindungsreaktion gestartet
[Inflammation]. In dessen Rahmen werden Kupfferzellen der Leber aktiviert, die
entzundungsférdernde Zytokine wie IL-6, TNF-a, IL-1 oder TGF-( freisetzen. Diese
bewirken eine Infiltration von Immunzellen aus der Blutbahn in die Leber (Karlmark et
al. 2008).

Aufgrund der zuvor beschriebenen Prozesse steigen die laborchemischen
Leberparameter wie zum Beispiel die Alanin-Aminotransferase (ALAT), die Aspartat-
Aminotransferase (ASAT), Bilirubin oder y-GT. Bei anhaltender BDL kann es zu
sekundaren Organschadigungen kommen, zum Beispiel Nierenschadigung. (Georgiev
et al. 2008; Tag et al. 2015; Xie et al. 2017)



12

Eosinophils
4 Kupffer cell

Neutrophils activation
Lymphocytes ¥

L] Proinflammatory cytokines
Immun |
une cells +“——  TNF-a, IL-6, IL-1B, TGF-B, \

Infiltration Inflammation

[AST]
[ALT]
[Bilirubin] 1 ‘ D —» | Transdifferentiation
[AP]
[y-GT]

[Bile acids]

/ Duodenum
Ductular reaction
TGF-B
Necrosis/
& ( Proliferation _ Apoptosis ECM

— 18 @ — v

BEC  Hepatocytes Fibrosis

Abbildung 1: lllustration der durch BDL ausgeldsten Pathomechanismen in 4
Abschnitten. Ductular reaction, 2. Transdifferentiation, 3. Inflammation und 4. Blood.
Abklrzungen: BEC (Biliary epithelial cells) = Gallengangs Epithelzellen, TGF-B (Transforming
Growthfactor beta) = Transformierender Wachstumsfaktor, HSC (hepatic stellate cells) =
Lebersternzellen, MFB (myofirbroblasts) = Myofirboblasten, ECM (extracallular matrix)

extrazellulare Matrix. Modifiziert nach (Tag et al. 2015).

2.4 Dexamethason Nanokapseln
2.4.1 Wirkstoff

Dexamethason (DXM) ist ein synthetisches Glucocorticoid mit einer ausgepragten
immunsuppresiven und anti-inflammatorischen Wirkung. Diese verlauft zum gré3ten
Teil Gber die Hemmung spezifischer Eigenschaften von Leukozyten, sowie Reduktion
der Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine. Zudem bestehen ein breites
Anwendungsspektrum und klinisch grof3e Bedeutung. Im Vergleich zu Kortison hat
DXM eine etwa 25-fach héhere Wirkung (Meikle et al. 1977; Parente 2017).
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2.4.2 Nanokapseln

In der Erforschung neuer Wege zur Applikation und damit alternativer Pharmakokinetik
haben Nanocarrier an Bedeutung gewonnen. Eine biomedizinisch wirksame Substanz
kann dadurch in einem schitzenden Trager verpackt und am gewiinschten Zielort
freigesetzt werden. Es folgt eine selektive Anreicherung des Wirkstoffs in einem
gewulnschten Organ, beziehungsweise in spezifischen Zellen (=Targeted Delivery).
Somit entsteht im Gegenzug eine relative verminderte Konzentration der Kapseln in
Organen/Zellen mit geringer Kapselaufnahme. Die dadurch erhoffte Reduktion von
Nebenwirkungen im Gegensatz zu einer systemischen Therapie sind ein weiterer
Grund fir das Interesse an Nanocarriern. Es besteht ein breites Spektrum an
maoglichen verpackten Substanzen wie Proteine, DNA oder Arzneimittel. Verschiedene
Formen von Tréagern sind dabei Liposome, Partikel, Micellen oder auch Kapseln. Der
Anspruch an den Tréger ist dabei neben der erhaltenen Wirkung der Substanz die

biologische Abbaubarkeit des Tragers im Korper (Musacchio et al. 2011).

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Nanokapseln (englisch
Nanocapsule = NC) beschrieben.

2.4.3 Synthese und Eigenschaften der Kapseln

Das Verfahren der inversen Miniemulsion ermdglicht die Synthese von Nanokapseln
aus Biomolekilen. Das Ergebnis ist dabei eine stabile Kapselstruktur, welche ganzlich
aus Dexamethason aufgebaut ist und eine Kern-Hulle-Morphologie aufweist
(Landfester 2009). Es besteht ein zunehmendes Verstandnis tber die Mechanismen
der Kapselaufnahme in die Zellen und die Freisetzung dessen Wirkstoffe. Die weitere
Forschung in diesem Gebiet schlief3t sich den teilweise ungeklarten Fragen nach dem
Abbau der Kapselliberreste, der Kapselinteraktion mit kérpereigenen Proteinen und

der Verteilung der Kapseln im Koérper an (Landfester et al. 2013).

Dabei wurde eine Nanokapselgré3e von zwischen 200 — 300 nm erreicht, welche sich
als geeignet fur die Aufnahme in hepatischen Phagozyten darstellte. Mittels
konfokalem Laser-Scanning-Mikroskop konnte die Kapselaufnahme in die Zellen und
die Freisetzung dessen Inhalt nachgewiesen werden (Tomcin et al. 2014). Die Zytokin-
Analyse mittels ICCS zeigte eine Reduktion der Expression pro-inflammatorischer
Zytokine in Leberzellen mit zuvor aufgenommenen Kapseln (Fichter et al. 2013).
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2.5 Hypothesen

Dexamethason Nanokapseln werden in vivo von phagozytierenden Zellen der Leber
aufgenommen. Im Rahmen eines akuten Leberschadens durch Cholestase haben sie

anti-inflammatorische Wirkung und modulieren die Immunantwort der Leber.

Es ergaben sich folgende weitere Fragestellungen:

e In welche Leberzellen werden die Kapseln aufgenommen?

e Welchen Effekt haben die Nanokapseln auf die Ausschittung von Zytokinen und
laborchemischen Leberparametern?

e Andert sich durch die Nanokapseltherapie die entziindliche Zellinfiltration in die
Leber?

e Reduzieren die Nanokapseln eine Leberschadigung und lasst sich diese Reduktion
histologisch darstellen?

e Ist der Effekt der Nanokapseln auf eine cholestatische Leberinflammation

vergleichbar mit der Wirkung von I6slichem Dexamethason?



3 Material und Methoden

3.1 Material

Tabelle 1: Chemikalien und Lésungen
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Name Hersteller Katalognummer

10x Coating Buffer eBioscience San Diego, CA, USA
10x PBS Sigma-Adrich Steinheim, DE

IN HCL Carl Roth Gmbh Karsruhe, DE

2.4G2 Becton, Dickinson Franklin Lakes, NJ, USA
250x Avidin-HRP eBioscience San Diego, CA, USA
250x Capture AB eBioscience San Diego, CA, USA
250x Detection AB eBioscience San Diego, CA, USA

2-mercaptoethanol

Gibco, Life Technologies

Carlsbad, CA, US

3.0 g Aniline Blue

Carl Roth Gmbh

Karsruhe, DE

5x ELISA/ELISPOT Diluent

eBioscience

San Diego, CA, USA

70% Ethanol

Carl Roth Gmbh

Karsruhe, DE

96% Ethanol

Carl Roth Gmbh

Karsruhe, DE

Acetic Acid 100%

Carl Roth Gmbh

Karsruhe, DE

Aqua dest. Ampuwa

Fresenius KABI

Bad Homburg, DE

Assay Diluent

Sigma-Adrich

Steinheim, DE

BD Cytofix Cytoperm

Becton, Dickinson

Franklin Lakes, NJ, USA

BD Perm/Wash tm

Becton, Dickinson

Franklin Lakes, NJ, USA

Sciences

Chromotrope 2R Sigma-Adrich Steinheim, DE
DNAse Typ | Sigma-Aldrich Steinheim, DE
Essenzielle und nicht essenzielle Sigma Aldrich Chemie Gmbh Steinheim, DE
Aminosauren

Essigsaure >99.7% Sigma-Adrich Steinheim, DE
FCS Sigma-Aldrich Chemie Gmbh Steinheim, DE
Fetal Bovine Serum Hyclones, GE Healthcare Life Logan, UT, US

Formaldehyd (Roti Histofix 4%)

Carl Roth Gmbh

Karsruhe, DE

Golgi Plug Becton, Dickinson Franklin Lakes, NJ, USA
HBSS ohne Ca/Mg Sigma-Aldrich Chemie Gmbh Steinheim, DE

HBSS ohne Ca/Mg + phenol red Sigma Aldrich Chemie Gmbh Steinheim, DE

HEPES Buffer Gibco, Life Technologies Carlsbad, CA, US
Histodenz Sigma-Aldrich Steinheim, DE
Isopropanolol 100% Hedinger Stuttgart, DE

KHCO3

Carl Roth Gmbh

Karsruhe, DE
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Kollagenase

Roche

Basel, CH

L-glutamin 200mM

Gibco, Life Technologies

Carlsbad, CA, US

LPS eb ultrapure InvivoGen San Diego, CA, USA
Lyophilized Standard IL-6 eBioscience San Diego, CA, USA
Lyophilized Standard TNFa eBioscience San Diego, CA, USA

Natrium-Pyruvat Lésung

Sigma Aldrich Chemie Gmbh

Steinheim, DE

NH4CL

Carl Roth Gmbh

Karsruhe, DE

Penicillin/Streptomycin, 10.000 U/ml
Pen + 10.000 ug/ml Strep

Gibco, Life Technologies

Carlsbad, CA, US

Phosphotungistic Acid Fluka Analytical Buchs, CH
Roti-Clear Carl Roth Gmbh Karsruhe, DE
RPMI Medium 1640 Gibco, Life Technologies Carlsbad, CA, US
TMB Sigma-Adrich Steinheim, DE
Trypan Blue Staining 0,4% Gibco, Life Technologies Carlsbad, CA, US
Tween Sigma-Adrich Steinheim, DE
Waschpuffer GenID Gmbh Stral3berg, DE

Tabelle2: FACS Antiképer

Name Fluorochrom Hersteller Ort
CDh4 APC-Cy7

CD8a PerCP-Cy5.5

CD11b PE

CD11b PE-Cy7

CDllc PE

CD11c PE-Cy7

CD31 PE

CD45 PB

CD45 APC eBioscience San Diego, CA, USA
F4/80 FITC

F4/80 APC-Cy7

Ly6C PB

Ly6C PerCP Cy5.5

Ly6G FITC

IL-6 PB




Tabelle 3: Angesetzte Puffer und Medien
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Name Inhalt
Wash Medium 500m| RPMI
+ 5% FCS

+ 1% Pen/Strep

Perfusionsmedium

HBSS ohne Ca und Mg, mit phenol red.
+ 5% hitzeinaktiviertes FBS

+ 40 mg/100ml collagenase

+ 0.001% DNAse Type |

30% Histodenz

3g Histodenz
+ 7ml HBSS ohne Ca, Mg und phenol red.
Filtersterilisiert

Kulturmedium R10

500m| RPMI 1640

+ 10% hitzeinaktiviertes FCS

+ 1% L-glutamine

+ 1% HEPES

+ 1% essenzielle und nicht-essenzielle Aminosauren
+ 1% Na-Pyruvat

+ 100 U/ml penicillin und 100 ug/ml Streptomycin

+ 50 uM 2-mercaptoethanol (1:000)

Lysis solution

4,145g NH4CL
+0,5g KHCO3
+ 17,6 mg NA2EDTA

Geldst in 400 ml aqua dest. und mit 1IN HCL auf pH 7,2 - 7,4

eingestellt.

Washpuffer (ELISA)

900 ml Aqua dest.
+ 100 ml 10x PBS
+ 0,005% Tween

FACS Puffer

PBS + 2% FCS

FACS FLOW 9L Aqua dest. + 11 10x PBS
Collagenase 100ug Collagenase
Auf 1ml HBSS
Narkose 0,6ml Ketamin + 0,2ml Rompun + 1,7ml NaCl

Davon 0,1ml/10gKG i.p.

Bouin’s Fixative

71,4% Pikrinsaure
23,8% Formaldehyd

4,8% Essigsaure

Trichrom Staining solution

1000 ml Aqua dest.
+ 8.0 g Phosphotungistic Acid
+ 10.0 ml Acetic Acid
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+ 6.0 g Chromotrope 2R
+ 3.0 g Aniline Blue

Tabelle 4: Allgemeines und Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller Ort
1 ml Spritze Omnifix - F B Braun Melsungen, DE
15 cm Verléangerung Icu medical San Clemente, CA, USA

20ml Spritze, BD Discardit Il

Becton, Dickinson

Franklin Lakes, NJ, USA

25 ul Kapillare, Na-heparin

beschichtet, minicaps

Hirschmann Laborgerate Gmbh &

Co KG

Eberstadt, DE

48 Well Flachbodenplatte

VWR

Radnor, PA, USA

96 Well Flachbodenplatte,

Cellstar

Greiner bio-one

Kremsmdunster, AT

Cell Strainer, easystrainer

Greiner bio-one

Kremsmdunster, AT

Cellstar Tubes 15 ml, conical

bottom

Greiner bio-one

Kremsmdunster, AT

Cellstar Tubes 50 ml

Greiner bio-one

Kremsmdunster, AT

Eppendorf Tubes 5 ml

Eppendorf AG

Hamburg, DE

Facs Tubes 5ml

Fisher Scientific

Hampton, NH, USA

Gelbe Kaniilen, 24G Jelco i.v.
Catheter

Smiths Medical International Ltd

Rossendale, UK

Handschuhe latex, sempercare

sempermed

Wien, AT

Handschuhe, nitril

starlab

Hamburg, DE

High binding 96 Well

Greiner bio one

Kremsmdunster, AT

Multi-Safe Seal Tubes 0,5 ml

Carl Roth Gmbh+Co. KG

Karlsruhe, DE

Nadel 6-0 und Faden, Ethicon
Vicryl

Johnson & Johnson International

New Brunswick, NJ, USA

Nadeln, Microlance 3

Becton, Dickinson

Franklin Lakes, NJ, USA

Pipetten steril, Cellstar, 5ml,
10ml, 25ml

Greiner bio-one

Kremsmdunster, AT

Pipettenspitzen, Biosphere Filter

Sarstedt AG & Co.

NUmbrecht, DE

Tips

Sterican 26 G Nadeln B Braun Melsungen, DE
Sterile Handschuhe sempermed | Semperit technische Produkte Wien, AT

supreme surgical gloves gmbh

Surgical Mask Halyard Alpharetta, GA, USA

Tubes 5ml

Greiner bio-one

Kremsmunster, AT
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V-bottom Plate 96 Well Nunc A/S Roskilde, DK
Vlieskompressen Fuhrmann Gmbh Much, DE
Tabelle 5: Kits
Verwendung Name Hersteller Ort
CBA Mouse Th1/Th2/Th17 BD Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA
ELISA Ready-Set-GO IL-6 BD Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA
Ready-Set-GO TNF-a

Tabelle 6: Medikamente

Name

Hersteller

Fortecortin® (Dexamethason)

Merck Serono GmbH, Darmstadt, DE

Ketanest S® (Es-Ketamin)

Pfizer Pharma, New York City, USA

Rompun® (Xylazin)

Bayer HealthCare, Leverkusen, DE

Dexamethason Nanokapseln

Max-Plank-Institut fir Polymerforschung, Mainz, DE

Dexamethason Cy5 Nanokapseln

Max-Plank-Institut fir Polymerforschung, Mainz, DE

Dexamethason Phosphat Nanokapseln

Max-Plank-Institut fir Polymerforschung, Mainz, DE

Tabelle 7: Geréte

Gerat Hersteller Ort
Absauger, Vacusafe comfort IBS Integra Biosciences AG Zizers, CH
Autoklav, Systec V50 Systec Gmbh Linden, DE

Bart Trimmer Series 7

Braun

Kronberg im Taunus, DE

BD FACSCanto, Flow Cytometer (CBA)

Becton Dickinson

Franklin Lakes, NJ, USA

Co2 Inkubator HERACEell 240i

Thermo Electron LED Gmbh

Osterode, DE

ELISA reader, Tecan sunrise

Tecan austria Gmbh

Groding, AUT

Elisa washer Dynex Technologies Chantilly, VA, USA
FACS, BD LSR I Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ, USA
Feinwaage Sartorius Gmbh Gottingen, DE

LEICA HI1210 Leica Wetzlar, DE

LEICA RM2255 Leica Wetzlar, DE

Mikroskop, Model CKX41 Olympus Corporation Tokyo, JP

OpticLab H850 Plustek Taipeh, TWN

Pipetten Eppendorf Hamburg, DE

Pipetus Hirschmann Eberstadt, DE

Platform Shaker Str6

Stuart Scientific

Staffordshire, UK
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Sterilbank Thermo Scientific

Thermo Electron LED Gmbh

Langenselbold, DE

Vortexer, Agigtateur Top-Mix

Bioblock Scientific

llikirch, FR

Wage

Voltcraft

Wollerau, CH

Warmelampe Theratherm DeLuxe par38

OSRAM

Minchen, DE

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16r

Thermo Electron LED Gmbh

Osterode, DE

Zentrifuge Heraeus Multifuge 4KR

Thermo Scientific

Waltham, MA, USA

Tabelle 8: Software

Software

Hersteller

FACSDiva Version 5.0.3 BD FACS Canto

Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA)

FACSDiva Version 6.1.1 BD LSR I

Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA)

Flowjo 10.6.2

FlowJo LLC (Ashland, USA)

Graphpad Prism 9

Graphpad Software (San Diego, USA)

ImageJ NIH (Bethesda, MD, USA)
Magellan Mannedorf, CH

Microsoft 365 Office Microsoft (Redmont, USA)
SilverFast Al LaserSoft Imaging AG (Kiel, DE)
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3.2 Methoden
3.2.1 Nanokapseln

Die Nanokapseln, im Folgenden als NCs (englisch Nanocapsules) bezeichnet, wurden
fur alle durchgefuhrten Versuche, wie unten beschrieben, durch das Max-Planck-
Institut fur Polymerforschung in Mainz hergestellt. Es wurden NCs verwendet, deren
Hulle aus polymerisiertem Dexamethason aufgebaut wurde. Zudem wurden NCs mit
beinhaltendem Cy5-Farbstoff genutzt. Dies war erforderlich, um die NCs mittels
Fluorochromen in der Durchflusszytometrie detektieren zu kénnen. Die NCs wurden
stets bei 4°C in wassriger Losung gelagert und vor Beginn der einzelnen Versuche auf

die gewiinschte Konzentration verdunnt.

In der Synthese der Kapseln wurde einer wassrigen Phase mit 10 mg/ml
Dexamethason eine Surfactant-Cyclohexan Mischung hinzugegeben. Diese L&sung
wurde anschlieRend verriihrt, wodurch Wasser-in-Ol Trépfchen entstehen. Die Phasen
wurden daraufhin durch Ultraschall homogenisiert, was die Tropfchen auf die
gewinschte GroRRe reduziert. Ein Crosslinker polymerisierte die Hullen der Tropfchen
zu Kapseln. Der Kern blieb dabei flissig und beinhaltete die zu Beginn angelegte
wassrige Phase. AbschlieRend wurden die Kapseln erneut in eine wassrige Phase
Ubertragen. Wenn die Nanokapseln zur durchflusszytometrischen Detektion einen
Fluoreszenzfarbstoff beinhalten sollten, wurde der wassrigen Phase zu Beginn 100
pmol/ul Cy5 hinzugeflgt (Fichter et al. 2013; Landfester et al. 2013).

3.2.2 Bereitstellung der Mause und Tierschutz

Als Versuchstiere wurden ausschlieRlich weibliche Mause im Alter von 8-10 Wochen
aus dem Stamm C57BL/6J verwendet. Diese wurden durch die zentrale
Versuchstiereinrichtung Mainz des TARC (Translational Animal Research Center) der
Universitdt Mainz bereitgestellt. Vor Beginn der Versuche wurden alle Behandlungs-
protokolle durch das Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz gesichtet und die
Durchftiihrung genehmigt. Die Behandlung der Tiere verlief im Rahmen der vom NIH
(national institutes of health) publizierten Richtlinien ,principles for use of animals® und

,guide fort the care and use of laboratory animals®.

Zur Betreuung, Pflege und tierschutzgerechten Tétung der Mause wurde zudem vor

Beginn der Versuche ein entsprechender durch das TARC abgehaltener und
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zertifizierter Kurs absolviert. Die Mause wurden in Gruppen von 5 Tieren je Ké&fig in
einem 12-Stunden Licht, 12-Stunden Dunkelheit Rhythmus mit ununterbrochenem

Angebot an Nahrung und Wasser gehalten.

3.2.3 Narkose

Die Narkose wurde kombiniert mittels Inhalationsanasthesie und intraperitonealer
Injektion durchgefiihrt. Zur Narkoseeinleitung wurde den Mausen zunachst ein
Rohrchen mit Isofluran vorgehalten. Nach Wirkeintritt wurde 0,1ml/10g Kérpergewicht
Ketamin/Rompun-Gemisch intraperitoneal appliziert. Dadurch wurde eine
ausreichende Narkosetiefe, Analgesie und Relaxation erreicht. Dies erlaubte prazises
arbeiten und Abschirmung von Stress und Schmerzen. Gleichzeitig war keine
Beatmung notwendig. Es wurde vor jedem Eingriff die ausreichende Tiefe der Narkose
mittels Reflexprifung getestet. Wenn kein Narkosemittel nachgespritzt wurde,
wachten die Mause nach etwa einer Stunde aus der Narkose auf.

3.2.4 In vitro Tests

3.2.4.1 NPC Isolation via Leberperfusion

Um die an Inflammationsprozessen beteiligten Leberzellen analysieren und isoliert
untersuchen zu konnen, mussten Nicht-parenchymale-Zellen der Leber gewonnen
werden. Dies wurde durch Entnahme der Leber, Auflosung in ihre zellularen

Bestandteile und Isolation der NPCs erreicht, was im Folgenden erlautert wird.

Nach Eintreten der Narkose wurden die Mause auf einer Arbeitsunterlage fixiert und
das Abdomen rasiert sowie mit 70% Alkohol desinfiziert. Anschlie3end erfolgte die
Laparotomie im Medianschnitt und das Aufsuchen der Portalvene. Diese wurde mit
einem 24 g Katheter kandliert und mit 20 ml Perfusionsmedium gespdult. Das Medium

konnte nach Durchtrennung der Vena cava inferior durch die Leber abfliel3en.

Im né&chsten Schritt wurde die Gallenblase intakt reseziert. Die Leber wurde
entnommen und in kleine Stlcke zerteilt. Diese wurden in einem 50 ml Tube mit 5ml
frischem Perfusionsmedium fir 15 Minuten bei 37° inkubiert und anschlieend auf Eis
gelegt. Die verdauten Leberfragmente wurden daraufhin durch einen Nylon Cell

Strainer gedrickt und mit weiterem Medium durchgespult. Die entstehende
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Zellsuspension wurde auf 400 rpm bei 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert, um die
ungewiinschten Parenchymzellen zu sedimentieren. Die Losung im Uberstand samt
geldster Zellen wurde abgenommen und bei 300 g, 4 °C fur 10 Minuten zentrifugiert,
um diesmal die NPCs zu sedimentieren. Der Uberstand wurde verworfen und die
verbliebenen Zellen in 1 ml kaltem HBSS gelost und anschlieRend in 2 ml frisch
hergestelltem 30% Histodenz resuspendiert. Dariber wurde 1 ml HBSS geschichtet
und das Tube bei 1500 g und 4 °C fir 20 Minuten zentrifugiert. Die in der Histodenz
Phase befindlichen Zellen wurden mit einer sterilen Pipette abgenommen, in ein 15 ml
Tube in 12 ml Washmedium gel6ést und erneut bei 300 g, 4 °C fur 10 Minuten
zentrifugiert. Die hier abgesetzten Zellen wurden schlieZlich in 1 ml Kulturmedium

resuspendiert.

Die isolierten NPCs konnten mittels Trypanblau Zellzahlung ausgezahlt werden. Dabei
wurden etwa 10 pl Zellen in 90 pl Trypanblau resuspendiert und in einer Neubauer-
zahlkammer ausgezahlt (Gezéahlte Zellen x Verdunnungsfaktor x Kammerfaktor /

Anzahl der gezahlten Quadrate = Zellzahl).

3.2.4.2 Zellkultur

Zellkulturen wurden angesetzt, um in vitro entweder die Zytokinantwort der isolierten
NPCs messen zu kénnen oder die Zellen vor durchflusszytometrischer Analyse mit
NCs und DXM inkubieren zu kdnnen. Dafur wurden 96 Well Flachbodenplatten benutzt
und in Kulturmedium auf 5 x 10° Zellen/ml sowie 250 pl/Well eingestellt. Je nach
Versuchsaufbau wurde der Halfte der Wells zur Stimulation 2,5 pg/ml LPS zugegeben.
Zudem wurden sie mit verschiedenen Konzentrationen DXM-NCs sowie ldslichem
DXM tiber mindestens 12 Stunden inkubiert. AbschlieRend wurden die Uberstande zur
weiteren Verwendung abpipettiert und bei -20 °C eingefroren.

3.2.4.3 Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zum Nachweis und zur Analyse der Zytokinantwort innerhalb der Zellkultur wurden
murine IL-6 und TNF-a ELISA des Ready-Set-Go Kits verwendet. Der ELISA wurde
mittels Standards und monoklonalen Capture-, sowie Detection-Antikérpern nach
Herstellerprotokoll durchgefiihrt und die gewonnenen Daten mittels Magellan-Software

berechnet.
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3.2.4.4 Fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Durchflusszytometrie ermdglicht die Bestimmung von Zellen anhand ihrer
Oberflachenantigene, intrazellularen Granularitdt und Gréf3e. Dies erfolgt mittels der
Messung von Vorwarts und Seitwarts-Streuung eines Laserstrahls und Einsatz von
Fluorochromen. Diese kdnnen die jeweiligen Wellenlangen der Fluoreszensfarbstoffe
messen, die im Prozess an die Oberflachenantigene gekoppelt wurden. Die

dazugehdrigen Farbungen werden in Tabelle 9 erlautert.

Die Zellen wurden zunéchst, je nach Anzahl der Farbungen, in FACS Tubes pipettiert
und Uber 10 Minuten bei 300 g und 4 °C zentrifugiert. AnschlieRend wurden den
abzentrifugierten Zellen zum Block der Fc-Rezeptoren unspezifische Antikorper
hinzugefugt. Hierfur wurden sie in 50 pl FACS Puffer mit 1.0 pl 2.4G2 resuspendiert
und uber 15 Minuten bei 4 °C inkubiert.

Fur die Farbung der Oberflachenantigene wurden, je nach gewlnschter Farbung, die
in Tabelle 2 (3.1) genannten Oberflachenmarker in 50 pyl FACS Puffer hinzugegeben
und fir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Zur Unterbrechung der Farbungsreaktion wurde
daraufhin 1 ml FACS Puffer hinzugefiigt und die ungebundenen Antikdrper bei 300 g
Uber 10 Minuten abzentrifugiert. Anschliel3end mussten die Zellen vor der Messung in
einem Volumen von 200-350 ul FACS Puffer resuspendiert werden. Die Kompensation
der Fluorochrome und abschlieBende Messung wurde nach Herstellerprotokoll

durchgefiihrt. Es kamen die in folgender Tabelle genannten Farbungen zum Einsatz.

Tabelle 9: FACS Farbungen

Kombi-Farbung 1

Fluorochrom Marker Menge [ul]
APC CD45 0,02
FITC Ly6G 0,5
PB Ly6C 0,5
APC-Cy7 F4/80 0,6
PE CD11c 0,06
APC CD45 0,02
FITC Ly6G 0,5
PB Ly6C 0,5
APC-Cy7 F4/80 0,6
PE CD11b 0,3
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Farbung 2

Fluorochrom Marker Menge [ul]
PB CD45 0,125

PE CD31 0,0,06
FITC F4/80 0,5
PE-Cy7 CD11lc 0,5

APC Cy5 NCs -
Kombi-Farbung 3

Fluorochrom Marker Menge [ul]
APC CD45 0,02

FITC Ly6G 0,5

PB Ly6C 0,5

APC Cy7 F4/80 0,6

PE CD11b 0,3

APC CD45 0,02

FITC F4/80 0,5

PB Ly6C 0,5

PE CDl11c 0,06
PE-Cy7 CD11b 0,03
Farbung 4

Fluorochrom Marker Menge [ul]
PB CD45 0,125

PE CD31 0,006
APC-Cy7 F4/80 0,6

FITC CD11c 0,5

APC Cy5 NCs -

Farbung 5

Fluorochrom Marker Menge [ul]
PB CD45 0,125

PE CD11b 0,3
APC-Cy7 F4/80 0,6

FITC Ly6G 0,5

APC Cy5 NCs -

PerCP Cy5.5 Ly6C 1
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Gating-Strategie:

In dieser Arbeit wurde, wenn nicht anders beschrieben, die in Abbildung 2 dargestellte
Gating-Strategie angewandt. Nach Auswahl einzelner lebender Zellen folgte das
Gating der CD45* Leukozyten. Als deren Subtypen wurden infiltrierende Zellen (IC)
als CD45*, CD11b* definiert, neutrophile Granulozyten (NG) als CD45*, Ly6G™, Ly6C",
infiltrierende mononukleare inflammatorische Zellen (iMNP) als CD45%, Ly6C™, Ly6G"
und Kupfferzellen (KC) als CD457, F4/80*. Wenn im Versuch integriert, wurden zudem
die Kapsel-positiven Zellen der einzelnen Zellpopulationen ausgewertet.

a) 250% = b)

200K =

1008 =

FSC-H

100K ~

Cys

colb

oS

Abbildung 2: Gating-Strategie der FACS Analyse. Die in e) dargestellte Differenzierung in
NC positive Zellen ist exemplarisch fur das an d) angeschlossene Gating.
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3.2.4.5 Cytometric Bead Array (CBA)

Die Messung der Zytokinkonzentration, wahlweise im Serum der Blutenthahmen und
in Uberstanden der Zellkulturen, erfolgte mittels CBA. Hierbei kdnnen Capture Beads,
welche mit den Antikorpern fir die gewinschte Messung gekoppelt sind, durch
Fluorochrome detektiert werden. Diese Beads werden den Proben hinzugefugt und
binden darlber an die zu messenden Zytokine. Die quantitative Messung erfolgt durch

die Bindung an zusatzliche Detection Antikorper.

Dafur wurde zunachst je nach Anzahl der Messungen das Vielfache von 2,5 pl von
jedem der 7 Capture Beads genommen und vermischt. Daraus wurde 12,5 pl jeder
Probe und den Reagenzien der Standardreihe hinzugefiigt. Im nachsten Schritt wurde

12,5 pl Detection Reagent hinzugeflgt und tGber 2 Stunden inkubiert.

Dem wurde 1 ml Waschpuffer hinzugegeben und bei 200 g fir 5 Minuten zentrifugiert,
um die Reaktion zu stoppen und die Beads abzusetzen. Abschliel3end konnten die
Uberstande abgesaugt und das gewonnene Pellet vor der Messung in 300 pl FACS
Puffer resuspendiert werden. Die Einstellungen und Messung am BD FACS Canto

wurde nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt.

3.2.4.6 Intracellular Cytokine Staining (ICCS)

ICCS gekoppelt mit Durchflusszytometrie erméglicht die Messung intrazellularer
Zytokine und gleichzeitig die Bestimmung der zugehorigen Zellen. Um dies zu
ermdglichen mussen sowohl die Oberflachenmarker antikdrpergekoppelt gefarbt
sowie die Zellmembran permeabilisiert werden. Im néchsten Schritt wird mit weiteren

Antikorpern intrazellular gefarbt.

Dafur wurden zunachst 1 pl Golgi Plug pro 1 ml Zellsuspension jeder Probe
hinzugefligt und Uber 4 Stunden inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen geerntet
und bei 360 g fur 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden, analog zur FACS-
Methode, in 50 ul FACS Puffer mit 5 pg 2.4G2 resuspendiert und daraufhin in eine V-
Bottom Plate Uberfihrt und dort bei 4 °C tber 15 Minuten inkubiert.

Fur die Oberflachenfarbung wurden 50 pl Mastermix hinzugefugt und tber 30 Minuten
bei 4 °C inkubiert. Anschlieend wurde zweimaliges Waschen mit zunachst 100 pl
FACS und dann 200 pl FACS Puffer durchgefiihrt und jeweils fur 5 Minuten bei 360 g
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und 4 °C zentrifugiert und anschliel3end abgekippt. Dies befreite die Proben von

Uberschissigen Antikoérpern.

Fur die Permeabilisierung wurde 100 ul BD Cytofix/Cytoperm hinzugefugt und tber 20
Minuten bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurde das zuvor genannte zweimalige
Waschen mit BD Perm/Wash anstelle von FACS Puffer wiederholt.

Fur die intrazellulare Farbung wurde nun 100 pl AK-Mastermix in 1x Perm/Wash 5
Mg/Tube 2.4G2 zugefligt. Dies wurde tUber 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Das oben
genannte zweimalige Waschen wurde daraufhin erneut mit 1x BD Perm/Wash
wiederholt. Abschliel3end wurden die Zellen in 100 pl FACS Puffer resuspendiert und
in FACS-Tubes uberfuhrt. Die Messung erfolgte mittels FACS Gerat regular nach

Herstellerangaben.

Tabelle 10: ICCS Farbung

Farbung 6

Fluorochrom Marker Menge [ul]
APC Cy5 NCs

FITC F4/80 0,5

PB IL-6 0,3

PE CD31 0,006
PE-Cy7 CD1lc 0,5
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3.2.5 In vivo Tests

3.2.5.1 Bile Duct Ligation (BDL)

Nach Einleitung der Narkose wurde das Abdomen der Maus rasiert und mit 70%
Ethanol desinfiziert. Die Pfoten wurden auf der Arbeitsflache mit Tape fixiert. Um eine
Infektion zu vermeiden wurde ausschlief3lich autoklaviertes Besteck verwendet und
steril gearbeitet. Das Operationsgebiet wurde mit einem Lochtuch abgedeckt und
ausgeleuchtet. Nach medianer Laparotomie mittels Schere wurde der Schnitt
aufgespreizt und der Gallengang aufgesucht. Dieser wurde mit 6/0 Monocryl Faden
doppelt ligiert. Daraufhin wurde zunachst das Peritoneum und anschlieend die Haut
mit 6/0 Vicryl Faden verschlossen. Die Mause wurden daraufhin zur Beobachtung und
weiteren Behandlung in saubere Kafige gesetzt. Abbildung 3 zeigt die intraoperative

Darstellung der BDL.

(A) (B)

Gallenwege

Duodenum

Fotoausschnitt

Abbildung 3: Intraoperative Fotographie. (A) Darstellung des doppelt ligierten Gallengangs

mit VergréRerung. (B) Schematische Darstellung mit Beschriftung.

Neben der BDL wurden zusatzlich als Vergleichsgruppe Sham-Operationen
durchgefuhrt. Hier erfolgte im gleichen Verfahren die Darstellung des Gallenganges,

jedoch ohne anschlief3ende Ligatur. Das Abdomen wurde daraufhin auf gleiche Weise
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verschlossen. Abgesehen von der fehlenden Ligatur wurden die Mause im weiteren

Verlauf gleich behandelt und -therapiert.

3.2.5.2 Kapselapplikation und Blutentnahmen
Wenn es fur den jeweiligen Versuch vorgesehen war, wurden DXM-NCs oder l6sliches
Dexamethason 30 Minuten nach Ligatur intravends Uber die Schwanzvene appliziert.

Blutabnahmen zur Bestimmung der Zytokine mittels CBA wurden per tail clipping nach

2 Stunden und 4 Stunden abgenommen, teilweise zuséatzlich nach 18 und 42 Stunden.

Dazu wurde <0,3 mm der Schwanzspitze mit einer desinfizierten Schere amputiert und
die heraustretenden Blutstropfen mit einer 25 ul Kapillare aufgefangen. Die Kapillare
wurde daraufhin mit 25 pl 1:1 mit 1xPBS in ein Eppendorfgefald durchgespilt und bei
2 g fur 10 Minuten bei 20°C zentrifugiert. Der Plasmatberstand wurde in 0,5ml

EppendorfgefalRe abpipettiert und zur weiteren Verwendung eingefroren.

Zusatzlich konnten bei Versuchen mit einhergehender Totung der Maus kardiale
Blutabnahmen durchgefiihrt werden. Dabei wurde nach Entnahme der Leber eine
Kanule von abdominal durch das Diaphragma in die linke Herzkammer vorgeschoben
und bis zum Stillstand des Herzens langsam Blut abgezogen. Dies wurde je nach
bestimmtem Versuchsende zwischen 18 Stunden und mehreren Tagen nach Ligatur
durchgefuhrt. Zur Bestimmung der Leberwerte ASAT, ALAT, Bilirubin und Gamma-GT
wurde das gewonnene Blut 1:2 mit PBS verdinnt. Die Proben wurden anschlieBend

dem Zentrallabor der Universitatsmedizin Mainz zur Analyse zugefihrt.

3.2.5.3 Leberhistologie und Trichrom Farbung

Zur Durchfiihrung der Histologie wurde den Mausen zunéchst die Leber enthommen.
Dabei wurde, wie in den zuvor beschriebenen Versuchen nach Fixation, Desinfektion
und Abdecken, die mediane Laparotomie in Narkose durchgefiihrt. Die Leber wurde
aufgesucht und durch die Pfortader mit zunachst 5 ml 1xPBS gespult. Daraufhin wurde
erneut mit 4% Formaldehyd gespult und die Leber herausgeschnitten. Die
entnommenen Lebern wurden direkt in 4% Formaldehydldsung aufgenommen und auf

einem Schuttler tber mindestens 24 Stunden bewegt.
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Daraufhin wurden die Lebern durch die Core Facility Histologie der Universitatsmedizin
Mainz in Paraffin eingeblockt. Die eingeblockten Lebern wurden mit einem Mikrotom

auf 5 um Breite geschnitten und auf Objekttrager prapariert.

Fur die Trichrom Farbung wurden die Paraffinschnitte bei 70°C flr eine Stunde
ablaufen gelassen und daraufhin, wie in Tabelle 11 beschrieben, entparaffiniert und

entwassert.

Tabelle 11: Trichromfarbung Teil 1

Arbeitsschritt Dauer Reagenz

Entparaffinierung Je 5 Minuten Roti-Clear |
Roti-Clear I
Roti-Clear Il

Entwasserung Je 3 Minuten 100% Isopropanolol

100% Isopropanolol
96% Ethanol

70% Ethanol

50% Ethanol

Aqua dest.

Die entwasserten Schnitte wurden daraufhin eine Stunde mit Bouin-Losung inklusive
3g Anilinblau bei 56°C fixiert und dann mit mit aqua dest. gespult. AnschlieRend
wurden sie Uber 12 Minuten in Trichrom Staining solution gefarbt. Es folgte wie in
Tabelle 12 beschrieben, die weitere Entwéasserung und abschliel3ende Behandlung,

bevor die Schnitte mit Deckglasern abgedeckt werden konnten.

Tabelle 12: Trichromfarbung Teil 2

1 Minuten 0,5% Essigsaure
0,5% Essigsaure
96% Ethanol

96% Ethanol

3 Minuten 100% Isopropanolol

100% Isopropanolol

5 Minuten Roti-Clear |
10 Minuten Roti-Clear Il
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3.2.6 Versuchsplane

Versuchsplan BDL

Fur die BDL Versuche in 4.3 wurden 3 Versuche mit &hnlichem Aufbau durchgefihrt.
Dabei wurden in den Durchlaufen 1 und 2 insgesamt 3 BDL-M&ause und 2 Kontroll-
Méause verwendet. Im dritten Durchlauf wurden 2 BDL- und 2 Kontrollimduse

verwendet.
Folgender Ablauf wurde in 3 Wiederholungen durchgefuhrt:

1. Vor Operation: Blutenthahme zur Bestimmung der Zytokin-Ausgangswerte fur die
spatere Analyse mittels CBA. Gewichtsmessung der Mause zur Dosisfindung der
Narkose und weitere Vorbereitungen.

2. Durchfuihrung der BDL

3. Blutentnahmen zur Analyse nach 2, 4 und 18 Stunden zur Zytokin-Messung per
CBA.

4. NPC-Isolation nach 18 Stunden mit zusatzlich kardialer Blutentnahme zur
laborchemischen Analyse der Transaminasen und Cholestase-Parameter.

5. Alternativen weiterer Verwendung der NPCs:

a. FACS zur Bestimmung der Zusammensetzung der Zellsuspension und
Analyse der Zellinfiltration
b. Zellkultur mit Inkubation Gber 24 Stunden und Zugabe von DXM-Cy5-NCs,
Fortecortin und LPS
i. Abnahme der Uberstande fiir CBA Analyse der Zytokinausschiittung
ii. Ernten der Zellen und FACS-Analyse der NC Aufnahme in die Zellen

Versuchsplan BDL — Therapie

Fur die in 4.4 beschriebenen Versuche erfolgten 4 Durchlaufe mit &hnlichem
Versuchsaufbau. Unter gleichen Kriterien gewonnene Ergebnisse wurden zur Gesamt-

auswertung und Darstellung gepoolt.

In den Durchlaufen wurden dreimalig 18 Mause und im finalen Versuch 28 Mause
verwendet. Die Gruppen wurden aufgeteilt in je 5 (oder 8) Mause fur BDL mit
anschlieBend Gabe von NCs, Gabe von DXM oder keine Behandlung. An 3 (oder 4)

weiteren Mausen wurden Sham Operationen durchgefuhrt.
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1. Vor Operation: Blutentnahme zur Bestimmung der Ausgangswerte der Zytokine
und Leberwerte fur die spatere Analyse mittels CBA und durch das Zentrallabor.
Gewichtsmessung der Mause zur Dosisfindung der Narkose und weitere
Vorbereitungen.

2. Durchfuihrung von BDL und Sham-Operationen

3. Die Behandlung mit sDXM und DXM-NCs erfolgte eine halbe Stunde nach BDL
Uber intraventse Applikation. Die BDL-Kontrollgruppe und die Sham-Gruppe
erhielten keine Behandlung.

a. Dosis DXM-Cy5-NCs: 60ug / 20g Maus
b. Dosis losliches DXM: 3ug /20g Maus

4. Blutentnahmen zur CBA-Analyse der Zytokin-Ausschittung fanden nach 2, 4 und
18 Stunden statt.

5. Blutentnahmen zur Bestimmung der Leberwerte mit Auswertung im Zentrallabor
fanden nach 24, 48 und 72 Stunden statt. Die Abnahme nach 96 Stunden erfolgte
kardial wahrend des folgenden Schritts.

6. Nach 96 Stunden erfolgte je nach Plan des jeweiligen Durchlaufs die Leber-
perfusion zur NPC-Isolation oder die Leberentnahme zur anschlie3enden
Histologie.

7. Nach NPC Isolation folgte die Auswertung per FACS mit Analyse der
Zellpopulationen und/oder die Inkubation in Zellkultur mit Abnahme der Uberstande
zur CBA Analyse nach 18 Stunden.

3.2.7 Statistik

Die Analyse der Ergebnisse wurden mittels t-Test, ein- oder zweifaktorieller ANOVA
durchgefihrt. p < 0,05 (*) wurde als statistisch signifikant erklart. Weitere Signifikanz-

niveaus wurden folgendermal3en festgelegt: < 0:01 (**), < 0,001 (***).

In der graphischen Darstellung der Versuche wurde neben dem arithmetischen Mittel
stets die Standardabweichung angegeben. Die Stichprobengré3e wurde dabei in der

Abbildungsbeschreibung oder im Fliel3text angegeben.

Aufgrund von geringen Stichprobengréf3en oder unzureichender Wiederholung
einzelner Versuche waren einer statistischen Auswertung in einigen Versuchen

Grenzen gesetzt. Neben der Angabe von Mittelwerten und Standardabweichung
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wurden die Angabe von Signifikanzniveaus an diesen Stellen unterlassen. Die
Ergebnisse dieser Versuche konnen aus statistischer Betrachtung lediglich als

Tendenzen betrachtet werden.

Ausschlusskriterium von Einzelwerten in der Versuchsauswertung war das Vorliegen
von Ausrei3ern, welche mit einer wahrend der Durchfihrung beobachteten
Unregelmaligkeit vereinbar sind. Hier sind bspw. die unzureichende Ligatur mit
anschlieRend nicht erhéhtem Bilirubin, die relevante Leberverletzung im Rahmen der
BDL mit anschlieBend Uberproportional erhohten Leberparametern oder makro-
skopisch vollstandig zerstorter Leber zu nennen. Ebenso wurden die akquirierten

Ergebnisse vorzeitig verstorbener Mause aus der Auswertung ausgeschlossen.
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4 Ergebnisse

4.1 NCs in vitro
4.1.1 Kapseldarstellung im FACS

Im ersten Teil der Versuche wurden die Nanokapseln in vitro getestet und
durchflusszytometrisch analysiert. Zunachst wurde getestet welcher Anteil der
verwendeten Nanokapseln sich im FACS detektieren lasst. Dies war relevant fir die
Auswertung spaterer Versuche in denen durchflusszytometrisch die Kapselaufnahme
in verschiedene Zelltypen gemessen werden sollte. Es wurden DXM-Cy5-NCs genutzt,
dessen Farbstoff im APC-Kanal gemessen werden konnte, sowie regulare DXM-NCs
als Kontrolle. Die Kapselsuspensionen wurden dafir auf eine Konzentration von 25
pg/ml verdinnt. Abbildung 4 zeigt, im Histogramm rot dargestellt, die Abgrenzung von
~90% der Cy5 NCs. Die Populationen liel3en sich in der Darstellung gut differenzieren.
Die verbliebenen ~10% wurden entweder als Kapseln ohne Cy5 Farbstoff oder als
Kapselschrott gewertet. Die im Histogramm grau dargestellten DXM-NCs lagen zu

~97% unter der festgelegten Grenze von 103,

J101% 59,9%
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Abbildung 4: Exemplarische Analyse eines Batches der genutzten DXM-NCs. Vergleich
DXM-NCs mit enthaltenem Cy5-Farbstoff (rot) gegeniber DXM-NCs ohne Cy5 (grau).

4.1.2 NPC Suppression von IL-6 in vitro

Im Folgenden wurde die Suppression von IL-6 durch Dexamethason in der Zellkultur
getestet. IL-6 wurde wegen seiner Rolle als pro-inflammatorisches Zytokin als

Parameter ausgewahlt. Hierfir wurden NPCs mit 2,5 pg/ml LPS sowie NCs mit den in
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Abbildung 5 genannten Konzentrationen in 4 Wells pro Bedingung uber Nacht
inkubiert. Zusatzlich wurde eine Negativ-Kontrolle ohne Zugabe von DXM sowie eine
Positiv-Kontrolle mit der Gabe von 10 uM léslichem DXM (sDXM) hinzugeflgt. Am
Folgetag erfolgte die Abnahme der Uberstande, um die Menge an sezerniertem IL-6

zu messen (Abb. 5).

Es zeigte sich, dass die NCs eine Suppression der IL-6 Ausschittung bewirkten,
welche eine Phagozytose der Kapseln durch Zellen voraussetzt. Diese Suppression

zeigte sich zudem als abh&ngig von der Dosis der hinzugegebenen Kapseln.
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Abbildung 5: Suppression der IL-6 Ausschittung von NPCs in vitro. Stimulation von
NPCs mit 2,5 pg/ml LPS und verschiedenen Konzentrationen DXM-NCs uber Nacht. Als
Positivkontrolle dienten 10 pM ldsliches DXM. Alle Bedingungen wurden mit der
Negativkontrolle verglichen. Signifikanzniveaus wurden festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001 (einfaktorielle ANOVA mit Dunnett’s Post-hoc-Test). Darstellung als Mittelwerte
Standardabweichung (n = 4).

4.1.3 Kapselaufnahme in der Zellkultur

Es folgte der Vergleich der Kapselaufnahme zu unterschiedlichen Zeitpunkten und
Kapselkonzentrationen. Hierfir wurden 108 Zellen/ml mit den in Abbildung 6
beschriebenen Konzentrationen NCs inkubiert. Eine Kulturplatte wurde nach 2,5
Stunden, die andere Platte nach 24 Stunden abgeerntet, die Zellen gefarbt (Tab. 10,
Farbung 2) und im FACS ausgewertet. Abbildung 6 zeigt den Anteil der NPCs, in

denen Kapseln detektiert werden konnten.
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Es zeigte sich eine deutliche Differenz in den unterschiedlichen Konzentrationen,
wobei mit zunehmender Zehnerpotenz ein héherer Anteil NPCs Kapseln aufnahm.
Hingegen zeigte die langere Inkubation der Kapseln mit den NPCs keine

ausschlaggebende Steigerung der Kapselaufnahme.
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Abbildung 6: Vergleich der Kapselaufnahme anhand verschiedener Inkubationszeiten
und NC-Konzentrationen. Die positiven Zellen wurden nach Aufnahme verschiedener
Konzentrationen Cy5-NCs im FACS detektiert. Alle Bedingungen wurden mit der Negativ-
Kontrolle (ohne) verglichen. Signifikanzniveaus wurden festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey‘s Post-hoc-Test). Darstellung als Mittelwerte +
Standardabweichung (n = 4).

4.1.4 Vergleich Nanokapseln — I6sliches Dexamethason

An dieser Stelle wurde die Wirkung der DXM-NCs mit der von léslichem DXM
verglichen, um die Wirkungen in Relation zu setzen und einen Umrechnungsfaktor zu
bestimmen. Dieser erlaubte in den folgenden Versuchen, die Effekte der jeweils
applizierten Dosen vergleichen zu kdnnen und einen Ausgangspunkt fur die jeweilige
Dosis zur in vivo Immunsuppression zu haben. Als Parameter fur diesen Vergleich

wurde die Reduktion der Ausschiittung von IL-6 in der Zellkultur ausgewabhilt.

Hierfur wurden 1,25x10° NPCs/ml ausgesat und mit 2,5 ug/ml LPS stimuliert.
Zusatzlich wurden NCs und l6sliches DXM jeweils in 10 gleichen, aufsteigenden
Konzentrationen hinzugegeben. Als Kontrollwert der maximalen und minimalen IL-6-
Ausschittung wurde die Zugabe von NCs und DXM ausgelassen und die Wells

entweder mit oder ohne LPS inkubiert. Die Zellkulturen wurden fir 24 Stunden im
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Brutschrank belassen. Nach Ablauf der Zeit erfolgte die Abnahme der Uberstande und
Messung der IL-6 Konzentration mittels ELISA (Abb. 7). Das Ergebnis wurde graphisch
ermittelt, indem der Abstand der Wendepunkte der Kurven bestimmt wurde. Der
gesamte Versuch wurde insgesamt dreimalig wiederholt und der Mittelwert 22,67
daraus als Umrechnungsfaktor bestimmt. Ldsliches DXM bewirkte hier somit die

gleiche Reduktion der IL-6 Ausschuttung, wie die 22,67-fache Konzentration an NCs.

400 )
Fhk kR kkk kR —¥— Kontrolle mit LPS
—&— NCs
__ 3007 & sDXM
-E.’ —i— Kontrolle ohne LPS
2 200+
©
=
100
0 | I | | T | | I | *_
N D N D L N9 Q 0
O P T RN - K LN
Y o o OO
¢ in pg/ml

Abbildung 7: Vergleich der IL-6 Suppression in vitro durch aufsteigende
Konzentrationen von DXM-NCs und Idslichem DXM. Zur Stimulation wurden die NPCs
zusatzlich mit 2,5 pg/ml LPS inkubiert. Als Kontrollen (rot) dienten NPCs mit und ohne LPS.
Die Daten der NC-Gruppe wurden mit der sDXM-Gruppe verglichen. Signifikanzniveaus
wurden festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (zweifaktorielle ANOVA mit Sidak's
Post-hoc-Test). Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung (n = 4).

4.1.5 Vergleich Nanokapseltypen

In einem anderen Versuch wurde der gleiche Testaufbau zum Vergleich
unterschiedlicher Typen von NCs herangezogen. Erneut wurden NPCs isoliert und far
diesen Versuch mit unterschiedlichen Konzentrationen von DXM-NCs, DXM-
Phosphat-NCs und DXM-Cy5-Ncs inkubiert. Die Kontrollen erfolgten erneut ohne
Kapselzugabe entweder mit oder ohne LPS-Stimulation (Abb. 8).

Durch die geringen Unterschiede der IL-6 Suppression, die im Bereich der
Messungenauigkeit lagen, wurden die verschiedenen NC-Typen in den darauf-

folgenden Versuchen als wirkungsgleich betrachtet.
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Abbildung 8: Vergleich der IL-6 Suppression in vitro durch aufsteigende
Konzentrationen unterschiedlicher NC-Typen. Zur Stimulation wurden die NPCs zusatzlich
mit 2,5 pg/ml LPS inkubiert. Als Kontrollen (rot) dienten NPCs mit und ohne LPS. Die
verschiedenen NC-Typen wurden miteinander verglichen. Signifikanzniveaus wurden
festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey‘s Post-hoc-

Test). Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung (n = 4).

4.2 NCs in vivo
4.2.1 Zytokin Antwort und Kapselaufnahme

Fur diesen Versuch wurden die Kapseln den M&usen intravengs (i.v.) gespritzt, um die
Aufnahme der NCs sowie die Menge an intrazellularem IL-6 mittels ICCS zu
bestimmen. Dazu wurden 9 Mause in die 3 Gruppen NC, DXM und Kontrolle aufgeteilt.
Die NC Gruppe erhielt 300 pug geloste DXM-Cy5-NCs, der DXM Gruppe wurde
0,15mg/kg = 3ug / 20g Maus verabreicht, die Kontrolle erhielt keine Applikation. 3
Stunden spater wurden die NPCs der Mause isoliert. Daraufhin wurden 10° Zellen/ml
mit 2,5 ug/ml LPS flr weitere 18 h inkubiert, anschlieRend die Zellen geerntet, gefarbt
(Tab. 10, Farbung 6) und mittels ICCS ausgewertet.

Abbildung 9a zeigt den Anteil an NPCs die sich im Gating positiv fir entweder Cy-5
oder fur IL-6 gezeigt haben. Es liel3 sich im Mittelwert eine Kapselaufnahme der NC-
Gruppe von ca. 5,5% der Gesamt-NPCs darstellen. Ebenso stellte sich der Anteil von
NPCs mit Uber den festgelegten Grenzwert hinaus intrazellular exprimierten IL-6 bei
den behandelten Gruppen niedriger dar. Es zeigte sich, dass die DXM-NCs das IL-6
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genauso stark wie das I6sliche DXM supprimieren. Zudem konnte eine Aufnahme von

etwa 5,5% NCs in den NPCs gemessen werden.

In der Differenzierung der NPCs nach Zelltyp in Kupfferzellen (CD45*, F4/80%),
Endothelzellen (CD45-, CD31") und dendritische Zellen (CD45*, CD11c*) gelang keine
signifikante Abgrenzung von Kapsel-positiven Populationen. Die NC* Zellen wurden
hier zur Vergleichbarkeit gegenlibergestellt. Dieser Versuch dient somit nur fur eine
grobe Einschatzung der Verteilung (Abb. 9b).
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Abbildung 9: a) Anteil NC+ NPCs und der IL-6 Expression nach in vivo Gabe von NCs
oder sDXM. Negativkontrollen erhielten keine Applikation. Nach Isolation wurden die NPCs
mit 2,5 pg/ml LPS stimuliert und weitere 18h inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels ICCS.
Die Bedingungen wurden mit der NC-Gruppe bzw. mit der Kontrolle verglichen.
Signifikanzniveaus wurden festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 (zweifaktorielle
ANOVA mit Tukey‘s Post-hoc-Test). Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung (n =
3). b) Aufnahme DXM-Cy5-NCs durch verschiedene Zellpopulationen in vivo. Stimulation
der NPCs mit 2,5 pg/ml LPS und Inkubation tber 18h. Die Auswertung erfolgte mittels ICCS.
Die Bedingungen wurden untereinander verglichen. Signifikanzniveaus wurden festgelegt als
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (einfaktorielle ANOVA mit Tukey's Post-hoc-Test).

Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung (n = 3).
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4.3 BDL
4.3.1 Zytokin Ausschttung

In den Versuchen in diesem Abschnitt wurde die Gallengangsligatur eingefuhrt und
untersucht. Zur Analyse der dadurch bedingten Zytokin Ausschittung wurde den
Mausen nach BDL bzw. den Kontrollmdusen nach 2, 4 und 18 Stunden Blut
abgenommen. In 2 Durchlaufen (3 x BDL + 2 Kontrollen) wurden Zellkulturen angelegt.
Es wurde zwischen der Zugabe von NCs in zwei Konzentrationen, DXM als Positiv-
kontrolle und einer Negativkontrolle unterschieden. Die Wells wurden mit 2,5 pug/ml

LPS stimuliert und Uber 24 Stunden inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels CBA.

Es zeigte sich eine hdohere Expression von IL-6 in der Kontrollgruppe gegeniiber der
BDL Gruppe (Abb. 10a). Innerhalb der Gruppen konnte die bereits in Abbildung 5
beschriebene Suppression von IL-6 durch zunehmende Konzentrationen von NCs und
DXM gezeigt werden. Die in Abbildung 10b dargestellten Graphiken zeigen die Zytokin
Ergebnisse der Blutentnahmen von BDL-Mausen. Nach 4 Stunden zeigte sich das

Maximum der IL-6 Expression, welche nach 18 Stunden wieder rucklaufig war.
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Abbildung 10: IL-6 Expression nach BDL gegeniiber Kontrollen. a) Vergleich der IL-6
Sekretion nach in vitro Stimulation mit 2,5 pg/ml LPS und Gabe aufsteigender Konzentrationen
DXM-NCs sowie ldslichem DXM. Die Bedingungen wurden mit den Kontrollen verglichen.
Signifikanzniveaus wurden festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (zweifaktorielle
ANOVA mit Dunnett's Post-hoc-Test). Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung
(BDL-Gruppe n =6, Kontrolle n = 4). b) Zeitlicher Verlauf des gemessenen IL-6 im Serum nach
BDL. Vergleich der Werte Im Verlauf gegenliber dem Ausgangswert. Signifikanzniveaus
wurden festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (einfaktorielle ANOVA mit Tukey‘s

Post-hoc-Test). Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung (n = 8).
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4.3.2 Anstieg der Transaminasen

Im Zuge der NPC-Isolation wurde den Mausen kardial Blut abgenommen. Dies fand in
den zuvor beschriebenen 3 Versuchen 18 Stunden nach BDL statt. Die Messungen
dieser Versuche wurden zur Auswertung gepoolt. Die in Abbildung 12 gezeigten
Ergebnisse der Auswertung bestanden somit aus 8 Mausen in der BDL-Gruppe und 6
Mausen aus der Kontrollgruppe. Hierbei zeigte sich ein deutlicher Anstieg der
Transaminasen nach durchgefiihrter BDL. Ebenso stieg das gesamte, sowie das
direkte Bilirubin deutlich an. Der Anstieg der y-GT fiel weniger stark aus. Insgesamt
zeigte sich laborchemisch ein deutliches Korrelat der zuvor operativ verursachten

Cholestase.
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Abbildung 11: Laborchemische Auswertung der a) Transaminasen und b) Cholestase-
Parameter in vivo. Kardiale Blutentnahme 18 Stunden nach BDL. Die Bedingungen wurden
gegenliber den Kontrollen verglichen. Signifikanzniveaus wurden festgelegt als *p < 0.05, **p
< 0.01, **p < 0.001 (zweifaktorielle ANOVA mit Sidak's Post-hoc-Test). Darstellung als
Mittelwerte + Standardabweichung (BDL-Gruppe n = 8, Kontrolle n = 6).

4.3.3 Zellinfiltration (NPC Isolation und FACS)

In den gleichen Versuchen konnte mittels Durchflusszytometrie die Zellinfiltration in die
Leber und somit die anteilige Umschichtung der NPC-Population getestet werden.
Hierfur wurden die isolierten NPCs je nach Versuch mit unterschiedlichen Farbungen
behandelt (Tab. 10, Kombi-Farbungen 1 und 3), um jeweils andere Zelltypen qualitativ
und quantitativ analysieren zu kénnen (Abb. 13). Nach einer zuvor durchgeftihrten BDL
konnten deutlich mehr infiltrierende Zellen (IC), inflammatorische mononukleare
Phagozyten (iIMNP) und neutrophile Granulozyten (NG) nachgewiesen werden. Die
Population von Kupfferzellen (KC) blieb anndhernd gleich, in dendritischen Zellen (DC)

konnte eine geringe Zunahme gemessen werden.
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Abbildung 12: a) Vergleich der NPC-Subpopulationen nach BDL gegeniiber Kontrollen.
Analyse mittels Durchflusszytometrie. Die Bedingungen wurden gegentiber der Kontrollgruppe
verglichen. Signifikanzniveaus wurden festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001
(zweifaktorielle ANOVA mit Sidak's Post-hoc-Test). Darstellung als Mittelwerte *
Standardabweichung (BDL-Gruppe n = 8, Kontrolle n = 6). b) Exemplarische Dot-Plot
Uberlagerung der NPC-Population einer BDL Maus (rot) und einer Kontrollmaus (blau).

Analyse mittels Durchflusszytometrie. (n = 1).

4.3.4 Cell Targeting

Zur Auswertung der Einflisse der BDL auf die gezielte Aufnahme von Nanokapseln
(englisch call targeting) in vitro wurden den NPCs in Zellkultur DXM-Cy5-NCs
hinzugegeben. Hierfir wurden 2 BDL Mause und 2 Kontroll-Mause verwendet. Die
NPCs wurden schliel3lich geerntet, gefarbt (Tab. 10, Kombifarbung 3) und mittels
FACS ausgewertet. Hier zeigte sich die in Abbildung 13 dargestellte Kapselaufnahme
von etwa 20 — 30% in allen bestimmten Zellpopulationen nach BDL sowie mit gleichen
Anteilen in den Kontrollméusen. Die grofRen Unterschiede der BDL gegeniber
Kontrollen in den relativen Anteilen der Zellen an der Gesamtpopulation, spiegeln die

Ergebnisse aus dem zuvor beschriebenen Ergebnisteil der Zellinfiltration wider (4.3.3).
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Abbildung 13: Vergleich der NC-Aufnahme von NPC Subpopulationen in vitro. Nach
der BDL wurden NPCs isoliert und mit DXM-Cy5-NCs uber Nacht inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Menge an NC* Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die NC-
positiven Zellen sind als Superposition ihrer gesamten Subpopulation dargestellt. Die
Bedingungen wurden gegeniuber der Kontrollgruppe verglichen. Signifikanzniveaus
wurden festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (zweifaktorielle ANOVA mit Sidak's
Post-hoc-Test). Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung (n = 4).

4.4 BDL — Therapie

In diesem Abschnitt erfolgte die Einfuhrung der in vivo Behandlung der BDL mit
DXM-NCs und léslichem DXM. Es wurde der Einfluss der Therapie auf die
Laborauswertung, die Zellinfiltration und auf Nekroseareale in histologischen

Schnitten untersucht. Zudem wurde das Cell Targeting der NCs analysiert.

4.4.1 Laborauswertung

4.4.1.1 Transaminasen
Fur die Auswertung der Transaminasen wurden die Proben der taglichen
Blutentnahmen zusammen mit denen der finalen kardialen Blutentnahme aller

Versuchstiere an das Zentrallabor zur Auswertung gegeben.

Abbildung 14a und 14b zeigen den Vergleich der Ergebnisse kardialer Blutentnahmen
96 Stunden nach BDL. Es konnte eine Reduktion der Transaminasen durch die
Therapie mit NCs oder I6slichem DXM dargestellt werden. Die Wirksamkeit der NC-

Therapie lasst sich hier nicht von derer der DXM-Therapie abgrenzen. Die als Negativ-
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Kontrolle dienende Sham-Operation zeigte den zu erwartenden ausbleibenden
Anstieg der Transaminasen. Unterschiede im Anstieg des gesamten und/oder des
direkten Bilirubins lieRen sich zwischen der Therapie-Gruppe und der Kontrolle nicht

darstellen.

In den Abbildungen 14c und 14d sind die Verlaufe der GPT und GOT in den taglichen
Blutentnahmen dargestellt. Hier zeigt sich ein Unterschied im Anstieg beider
Transaminasen von den Therapie-Gruppen zur Kontrolle ab dem zweiten Tag. Ein
Unterschied zwischen NC-Gabe und derer von I6slichem DXM liel3 sich auch hier nicht

analysieren.
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Abbildung 14: Vergleich der Transaminasen nach BDL: NC- und DXM-Therapie mit
Kontroll-BDL und Sham. a) und b) zeigen Ergebnisse kardialer Blutentnahmen nach 96
Stunden. Die Bedingungen wurden mit der Kontrollgruppe verglichen. Signifikanzniveaus
wurden festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (zweifaktorielle ANOVA mit Dunnett's
Post-hoc-Test). Darstellung als Mittelwerte = Standardabweichung (BDL-Gruppen je n = 14,
Sham n = 4). ¢) und d) zeigen den Verlauf der GPT bzw. GOT aus taglichen Blutentnahmen.
Die Werte im Verlauf wurden mit den Ausgangswerten verglichen. Signifikanzniveaus wurden
festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey‘s Post-hoc-
Test). Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung (BDL-Gruppen je n =8, Sham n = 4).
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4.4.1.2 Zytokine

Die Zytokinwerte aus den Blutentnahmen nach 0, 2, 4 und 18 Stunden wurden jeweils
gepoolt, wenn die zuvor erlauterten Kriterien zutrafen. Abbildung 17a zeigt den IL-6
Verlauf. Hier konnte eine Reduktion der IL-6-Expression durch die Therapie mit NC

oder sDXM gegenuber der Kontrollgruppe ab dem 2-Stunden Wert gezeigt werden.

Die IL-6 Ausschittung nach Sham-Operation lief3 sich nicht von BDLs nach Therapie
abgrenzen. Nach 4 Stunden zeigte sich in der Sham-Gruppe vereinzelt h6here Werte
als bei den Mausen mit Therapie. Nach 18 Stunden zeigte sich die IL-6 Sekretion in

der Kontrollgruppe rtcklaufig und auf einem ahnlichen Niveau wie nach Therapie.

Abbildung 17b stellt die Werte der CBA-Analyse von Uberstanden der Zellkultur dar.
Die kultivierten NPCs wurden 96 Stunden nach BDL isoliert und mit 2,5 ug/ml LPS
stimuliert. Die Uberstande wurden nach 18 Stunden Inkubation abgenommen und
mittels CBA ausgewertet. Diese Analyse ermdglicht eine Aussage uber die
Zytokinausschittung der NPCs unabhangig von interorganischen Faktoren.

Hier zeigte sich ebenso wie in den Blutentnahmen eine Reduktion der IL-6 Expression
und in dieser Auswertung auch der TNF-a Expression bei vorheriger in vivo Therapie.
In der IL-6 Expression stellte sich zudem ein signifikant niedrigerer Wert in der NC

Gruppe gegenuber der sDXM Gruppe dar.
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Abbildung 15: Vergleich der Zytokin-Sekretion nach BDL durch DXM-NCs, sDXM
Kontrollen oder Sham. a) Verlauf der in vivo IL-6 Sekretion in Serumproben. Werte im Verlauf
wurden mit den Ausgangswerten verglichen. Gleiches Signifikanzniveau der Gruppen als
gemeinsamer Wert angegeben. Signifikanzniveaus wurden festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey‘s Post-hoc-Test). Darstellung als Mittelwerte +
Standardabweichung (BDL-Gruppen je n =5, Sham n = 3). b) In vitro Zytokin-Expression von
NPCs. Die Isolation und Kultivierung der NPCs erfolgte 96 Stunden nach BDL/Sham.
Stimulation mit 2,5 pg/ml LPS. Die Bedingungen wurden mit den Kontrollen verglichen. Zudem
erfolgte der Vergleich der NC und sDXM Gruppen. Signifikanzniveaus wurden festgelegt als
*p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey's Post-hoc-Test).

Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung (BDL-Gruppen je n =5, Sham n = 3).
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4.4.2 Zellinfiltration

In mehreren Versuchsdurchlaufen wurde zudem unter gleichen Kriterien die
Zellinfiltration ausgewertet und zur abschlielBenden Auswertung gepoolt. Dabei wurde
der prozentuale Anteil einer Zellpopulation an den NPCs in den Gruppen verglichen.
Infiltrierende Zellen nach BDL ist hier als relative Zunahme einer Zellpopulation
gegentber der Sham-Gruppe zu verstehen. Es wurde zudem der Effekt der Therapie

auf die Infiltration ausgewertet (Abb. 16).

Es zeigte sich eine deutliche Zunahme in allen Zellen, die in Folge der Entztindungs-
reaktion in die Leber immigrieren. Demnach stellten sich die infiltrierenden Zellen,
IMNPs, sowie neutrophile Granulozyten um das Vielfache vergro3ert dar. Die
Kupfferzellen als leberstéandige Population zeigten sich nach BDL bei etwa 15%
anteilig nicht vermehrt. Die Population der infiltrierenden Zellen zeigte die
ausgepragteste Zunahme auf bis zu etwa 43%. IMNPs und NGs machten nach BDL
einen Anteil von etwa 20% aus. Eine eindeutige Differenzierung zwischen Therapie-

und Kontroll-Gruppen ist nach Auswertung der Daten nicht moglich.
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Abbildung 16: Zellinfiltration verschiedener Zelltypen anhand der gesamten NPC-
Population. In vivo Applikation von DXM-NCs und sDXM gegenliber Kontrollgruppen nach
BDL. Die Sham Gruppe diente als Negativkontrolle. 96h nach der BDL/Sham wurden die NPCs
isoliert, gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die Bedingungen wurden gegenuber
der Kontrollgruppe verglichen. Signifikanzniveaus wurden festgelegt als *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey‘s Post-hoc-Test). Darstellung als Mittelwerte +
Standardabweichung (BDL-Gruppen je n =12, Sham n = 4).
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4.4 .3 Histologie — Trichrom Farbung

Nach drei Versuchsdurchlaufen wurden zum Vergleich der nekrotischen Leberareale
histologische Trichrom-Farbungen angefertigt. Die Einzelergebnisse der unter-
schiedlichen Schnitte zeigten ahnliche Ergebnisse, die in Abbildung 17 exemplarisch
aufgefuhrt sind. Eine Quantifizierung der nekrotischen Areale erfolgte graphisch mittels
ImageJ Software. Nach mehreren Testdurchlaufen mit geringerer Versuchstierzahl
wurden in einem der finalen Durchldufe in diesem Abschnitt die Lebern von 18 Mausen

gefarbt und verglichen.

In der Kontrollgruppe konnte eine diffuse Durchsetzung nekrotischer Areale gezeigt
werden. Knapp ein Drittel der Schnittflache erscheint betroffen. Die Schnitte b und ¢
der therapierten Gruppen zeigen ein ahnlich diffuses Bild, aber mit in anteilig weniger
Nekrosen. Im Schnitt der Sham-Leber lassen sich keine Nekrosen erkennen.

Abbildung 18 zeigt die Quantifizierung der Nekrose-Anteile.

Abbildung 17: Vergleich histologischer Leberschnitte in Trichromfarbung nach
BDL/Sham. Exemplarische Darstellung der Versuchsgruppen a) Kontrolle, b) DXM-NC c) sSDXM
und d) Sham. Die Entnahme der Lebern und histologische Auswertung erfolgte 96h nach
BDL/Sham. Die Kasten zeigen VergroRerungen der darunterliegenden Ausschnitte.
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Abbildung 18: Vergleich der Nekroseareale in histologischen Leberschnitten. In vivo
Applikation von DXM-NCs und Idslichem DXM gegeniber Kontrollen nach BDL/Sham.
Entnahme der Lebern nach 96h, histologische Préparierung und Trichromfarbung. Die
Bedingungen wurden mit der Kontrollgruppe verglichen. Signifikanzniveaus wurden festgelegt
als *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (zweifaktorielle ANOVA mit Dunnett's Post-hoc-Test).

Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung (BDL-Gruppen je n =5, Sham n = 3).

4.4.4 Cell Targeting

Zur Auswertung der Kapselaufnahme in die Zellen wurden die NPCs mittels FACS
analysiert. Die Gabe der NCs erfolgte 30 Minuten nach BDL und die NPC-Isolation
nach 96 Stunden. In den in Abbildung 19a dargestellten Ergebnissen zeigte sich in den
Uber die Tage nach BDL in die Leber einwandernden Populationen der ICs, NGs und
iIMNPs jeweils eine Aufnahme von etwa 10% der Zellen. Hingegen zeigten die

leberstandigen Kupfferzellen eine Kapselaufnahme von 60-70%.

Abbildung 19b zeigt exemplarisch die Ergebnisse einer Leber nach BDL und
Kapseltherapie. Die hier dargestellte Differenzierung der Kapsel-positiven Zellen
zeigte etwa 50% der aufgenommenen Kapseln in Kupfferzellen. 20% der Kapseln
konnten in neutrophilen Granulozyten festgestellt werden und etwa 12% in den iMNPs.
Die Population der infiltrierenden Zellen konnte hier nicht aufgefuihrt werden, da NGs
und teilweise IMNPs auch den ICs zugeordnet werden mussen. Alle anderen

Populationen sind hingegen sich voneinander unterscheidende Zellen.
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Abbildung 19c zeigt etwa 50% der verbleibenden Kapseln in den infiltrierenden Zellen
bei einem Gating nach Ausschluss von KC, NG und iMNP aus dieser Population. Dies
entspricht einem Anteil an den gesamten Kapsel-positiven Zellen von etwa 8%. Die

verbleibenden 8% konnen mit der hier verwendeten Farbung nicht zugeordnet werden.
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Abbildung 19: Vergleich der in vivo NC-Aufnahme verschiedener Zellpopulationen.
Durchflusszytometrische Auswertung. a) Anteil NC-positiver Zellen als Superposition ihrer
Gesamt-Population (BDL-Gruppen je n = 10, Sham n = 6). b) und c¢) exemplarischer

Darstellung NC-positiver Zellen im Dot Plot mit verschiedenen Gatings.
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5 Diskussion

5.1 Charakterisierung der Dexamethason Nanokapseln
5.1.1 Austestung der Nanokapseln

Die in den Versuchen dieser Arbeit verwendeten Nanokapseln wurden durch das Max-
Planck-Institut fir Polymerforschung in Mainz bereitgestellt und dazu in einer Wasser-
in-Ol Mikroemulsion polymerisiert. Da dies fur Versuche, bei denen eine FACS-
Auswertung geplant war, in einer Cy5-enthaltenden Ldsung durchgefihrt wurde,
enthielten alle stabilen Cy5-Kapseln somit gleichermalf3en Anteile Farbstoff.

In der in 4.1.1 beschriebenen Messung mit markierten Kapseln zeigte sich eine
zuverlassige Abgrenzung der Farbung. Dies gab einen Anhaltspunkt fir den Anteil der
messbaren Kapseln in den folgenden Versuchen mit intrazellularer Kapselaufnahme.
Vor dem Hintergrund lassen sich bei etwa 90% als positiv gemessenen Events die
verbleibenden 10% uberwiegend als Kapselschrott bewerten, da alle Kapseln mit
erhaltener Kern-Hiille Differenzierung Cy-5 enthalten missen.

In der durchflusszytometrischen Auswertung zeigt sich dieser Schrott als Fragmente
unterschiedlicher Gro3e, maximal aber mit Grél3e der Nanokapseln. Es lasst sich nach
Gabe der Kapseln somit auch auf eine Gabe von 10% abzubauenden Festkorpern
ohne Wirkung folgern. Die Madglichkeit einer hdheren Aufreinigung durch z.B.
Zentrifugation, ohne weitere Kapseln zu zerstoren, ist dabei anzunehmen. Dies wurde
aber hier nicht weiterverfolgt. Ebenso lasst sich annehmen, dass somit mindestens
etwa 90% der Kapseln nach dem Prozess der Herstellung, Lagerung, Transport und
unter Versuchsanwendung einen intakten Kerninhalt besitzen. Die weite Aussparung
von Kapseln mit indifferenter Cy5-Konzentration weist zudem auf eine hohe Dichtigkeit

und Stabilitat der Kern-Hullen Struktur mit geringer Leckage des Inhaltes hin.

5.1.2 NCs supprimieren in vitro Inflammation nach Phagozytose durch NPCs

5.1.2.1 DXM-Nanocarrier supprimieren pro-inflammatorische Zytokine
Der in dieser Arbeit zentrale in vitro gemessene Effekt der Nanokapseln war die

Suppression von IL-6 in der NPC-Zellkultur. Dies stellte sich zudem in Abh&ngigkeit
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von der NC-Dosis dar. IL-6 wurde hier stellvertretend als eines der pro-inflammatorisch

wirksamen Zytokine analysiert.

In ihrer Studie konnten Bartneck et al. liposomale Carrier mit Dexamethason beladen.
Diese hemmten in vitro die Zytokinexpression von murinen NPCs. Zusatzlich zeigte
sich in vitro eine Reduktion der Zellmigration von Makrophagen als Reaktion auf die
Zytokin-Suppression. Als Modell eines akuten Leberschadens diente hier die Gabe
von Conavalin A, ein chronischer Leberschaden wurde mit Gabe von Carbon
tetrachloride simuliert (Bartneck et al. 2014).

Die Reduktion des von Leber-NPCs ausgeschittetem IL-6 konnte in einer weiteren
Studie durch Silica (SiO2)-Nanokapseln nachgewiesen werden. Dexamethason wurde
hier in Kapseln mit einer Kern-Hullen Morphologie eingeschlossen. Hier konnte zudem
eine gute Stabilitat der Kapseln im Blutplasma durch eine PEGylierung der Kapseln
und infolgedessen beobachteten Stealth-Effekt durch Oberflachenanhaftung von
Blutproteinen gezeigt werden (Jiang et al. 2020).

Die Autoren der vorangehend genannten Studie zeigten zudem eine Dosis-abhéngige
IL-6 Suppression mittels unterschiedlicher enkapsulierter DXM-Konzentrationen. In
der hier in 4.1.3 gemessenen in vitro Kapselaufnahme stellte sich ebenso eine
konzentrationsabhangige IL-6 Reduktion dar. Der in dieser Arbeit gemessene Dosis-
Verlauf deckt sich mit den zuvor von Fichter et al. erzielten Ergebnissen. Die maximale
Sattigung der Zellen durch Kapselaufnahme wurde in diesen Versuchen nicht erreicht.
Eine maximal hohe Kapselbeladung zu erreichen ist auch aufgrund zunehmender
Zytotoxizitat in Abhangigkeit von der Konzentration nicht zu erstreben (Fichter et al.
2013).

Die geringe Zunahme der Kapselaufnahme nach 24 Stunden gegeniber 2,5 Stunden
lasst sich durch die unmittelbare Nahe der Kapseln gegentiber den phagozytierenden
Zellen erklaren, welche in gemeinsamem Kulturmedium resuspendiert wurden. Eine
Ubertragbarkeit auf das in vivo Modell ist im Rahmen der konzentrationsabhangigen
Zunahme der phagozytierten Zellen anzunehmen. Auch eine rasche Aufnahme der
Kapseln, welche den NPCs in den Lebersinusoiden unmittelbar nach Kapsel-

applikation prasentiert werden, ist wahrscheinlich.
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5.1.2.2 Kupfferzellen als priméres Ziel der anti-inflammatorischen NC-Therapie

Die Phagozytose der Kapseln durch Leber-NPCs und das Freiwerden des
Kapselinhaltes innerhalb der Zellen wurde mit den hier verwendeten Kapseln zuvor
durch Fichter et al. konfokalmikroskopisch gezeigt. Die Aufnahme der NCs wurde hier
mittels einer CellTracker™ Farbung dargestellt, welche beim Kontakt mit

intrazellularen Esterasen einen Farbumschlag hervorruft (Fichter et al. 2013).

Die erfolgende Zytokin-Suppression in der vorliegenden Arbeit lasst ebenfalls auf eine
Kapselaufnahme in die Zellen mit subsequentem Freiwerden des Kapselinhaltes
schlieBen. Innerhalb der NPCs wird IL-6 nach Stimulation mit LPS maR3geblich von
Kupfferzellen freigesetzt. Daher kann der gemessene Effekt an dieser Stelle im

grof3ten Teil der Kapselaufnahme durch Kupfferzellen zugeordnet werden.

KCs sind, wie in 2.2 beschrieben, primar fur die Mediation der Phagozytose
unspezifischer Partikel, Substanzen, Endotoxine uvm. verantwortlich. Zudem werden
entzundliche Prozesse in groBem Mafle durch die Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IL-6 moduliert. Somit bilden Kupfferzellen mit ihrer
pradestinierten Kapselaufnahme und Immunmodulation eine Schliisselrolle in den in

dieser Arbeit untersuchten Mechanismen.

5.1.2.3 Alternative Formen eines Targeted Delivery von Dexamethason

Das DXM im Kern der Kapseln wird bei den in dieser Arbeit genutzten NCs durch den
intrazellularen Abbau der Kapseln freigesetzt. Mittels verschiedener Kapsel-
formulierungen sind andere Mechanismen der Wirkstoff-Freisetzung moéglich. So
wurde in einer weiteren Studie in pH sensiblen Laponit Nanoplattchen Dexamethason
enkapsuliert. Auf diese Weise konnte die Wirkung gezielt in azidotischem, wie bspw.

entzindlichem Gewebe, freigesetzt werden (Roozbahani et al. 2017).

5.1.3 Vergleich der Kapselformulierung gegenuber l6slichem Dexamethason

DXM in seiner geldsten Form reduzierte die IL-6 Ausschuttung bei einem direkten
Vergleich starker als die Nanokapseln. Basierend auf diesen Versuchen konnte ein
Wirkungsfaktor des léslichen DXM von 22,67 gegenuber den DXM NCs berechnet
werden. Dies konnte dadurch erklarbar sein, dass der Wirkstoff Teil seines Effekts

durch die Polymerisation verliert, wohingegen das l6sliche DXM in vollstandig



55

bioaktiver Form vorliegt. Wirksame Anteile der verwendeten Kapseln sind hier das aus
dem Kern freiwerdende DXM sowie bioaktive Moleklle in den Hillenfragmenten.
Fichter et al. vermuteten, dass die polymerisierte Hulle durch ihren hydrophilen
Charakter mobile Ketten der DXM-Molekule in den flissigen Kern hervorragen lasst
und die Hulle somit einen eigenen wirksamen Effekt erreicht (Fichter et al. 2013).

Der in 4.1.5 beschriebene Vergleich verschiedener Kapseltypen zeigte jedoch keine
relevante Differenz in der IL-6 Suppression. Dies ist am ehesten darauf
zuruckzufiihren, dass die Beschaffenheit der Kapseln sich dabei nicht andert. Der
Zusatz von Cy5 zeigte keine Veranderung in der Wirkung, ebenso nicht die
Verwendung von DXM-Phosphat. Letzteres nimmt als Pro-Drug eine 500-fach
wasserldslichere Form als reines DXM an. Phosphatasen in den Zellen spalten zur
Aktivierung die Phosphatgruppe ab, was im gleichen Wirkstoff resultiert. Die
Wasserloslichkeit macht dabei am ehesten bei héheren Konzentrationen und in
intravendser Applikation freien Wirkstoffes einen Unterschied (Salt et al. 2018). Es
kann somit in den folgenden Versuchen von vergleichbaren Effekten der
unterschiedlichen DXM-(Kapsel-)Formulierungen untereinander ausgegangen

werden.

Die Versuche in dieser Arbeit wurden im Verlauf mit mehreren Batches, also
Herstellungszyklen von Kapseln durchgefihrt. Der Kapselvergleich gegenuber
|6slichem DXM wurde nur mit einem Batch dreimalig wiederholt, somit lasst sich der
Mittelwert nicht auf alle verwendeten Kapseln Ubertragen. Bei gleichem
Herstellungsverfahren mit gleichen Konzentrationen ist aber nicht von erheblichen
Differenzen auszugehen. Zudem sind den Abweichungen der Ergebnisse durch
Messungenauigkeit und Ungenauigkeiten in den Versuchsdurchfihrungen ein

grolerer Effekt zuzuordnen.

5.1.4 In vivo applizierte DXM-NCs supprimieren Zytokin-Response in NPCs

In den in vivo Versuchen konnte die Aufnahme der Nanokapseln in die Zellen gezeigt
werden. Im Vergleich zu der in 4.1.3 beschriebenen in vitro Kapselaufnahme von etwa
7% der NPCs stellte sich in vivo mit etwa 5,5% kapselpositiven NPCs eine &hnliche
GroRRenordnung dar. Dies lasst auf eine gute Bereitstellung der Kapseln gegenuber
den Leberphagozyten in vivo schliel3en.
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Die in vivo Gabe von DXM-NCs und des l6slichen Dexamethason zeigten beide nach
anschlieBend angelegten Zellkulturen und Stimulation mit LPS eine intrazellulare
Reduktion der IL-6 Expression. Als Glukokortikoid mit einer langen Wirksamkeit tber
etwa 48 Stunden hat DXM in der Inkubation der Zellkultur Gber 24 Stunden seinen
Effekt noch nicht verloren (Meikle et al. 1977). Eine Abnahme der Suppression bei
langerer Inkubationszeit der Zellkultur und erneuter LPS Gabe ist anzunehmen. Es
bleibt offen, ob die in den Zellen verbleibenden DXM-NC eine langer andauernde
Suppression als das l6sliche DXM bewirken. Dies wurde hier nicht getestet und konnte

Teil weitergehender Versuche sein.

In der gezeigten Differenzierung der kapselaufnehmenden Zellen stellt sich ein
ahnliches Verhaltnis zwischen LSECs (Endothelzellen), DCs und KCs dar. Jedoch war
ein deutlicheres Verhéaltnis der Phagozytose zugunsten der KCs zuvor anzunehmen.
Die indifferente Verteilung ist hier am ehesten auf eine ungenaue Farbung zusammen
mit einer geringen Anzahl isolierter NPCs zurtickzufihren. Eine Analyse der
Kapselaufnahme unterschiedlicher Zellen wurde in spateren Versuchen nach BDL

erneut durchgefihrt.

Im Ganzen ist die Aussagekraft des unter 4.2.1 gezeigten Versuches als den anderen
Versuchen untergeordnet zu betrachten. Klare Tendenzen lassen sich ausschlief3lich
aus der im FACS dargestellten hier in vivo stattgehabten Kapselaufnahme in die Zellen

und der daran angeschlossenen intrazellularen IL-6 Suppression ableiten.

5.2 Auswirkungen und Behandlung der Gallengangsligatur
5.2.1 Laborparameter

5.2.1.1 Erhéhung der Transaminasen nach BDL als Parameter der Zellschadigung

In den hier durchgeflihrten Versuchen zeigte sich eine verlasslich reproduzierbare
Erhohung der Transaminasen als Korrelat des cholestatischen Leberzellschadens.
Duwaerts et al. sahen 3 Tage nach BDL eine signifikante Erhdhung der ALT (GPT) auf
im Mittel 1050 U/L gegenuber einer Sham-Gruppe ohne relevanten Anstieg (Duwaerts
et al. 2013). Diese Werte sind sehr gut vergleichbar mit den Ergebnissen in der
vorliegenden Arbeit und decken sich mit denen weiterer Studien. Die Messung der
Transaminasen erfolgte meist nach 2-3 Tagen (Miyoshi et al. 1999; Gehring et al.

2006; Jang et al. 2012). Georgiev et al. zeigten in ihrer Untersuchung des Zeitverlaufs
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nach BDL einen Anstieg der ALT (GPT) mit Maximum nach 2 Tagen. Bereits ab dem
dritten Tag fielen die Werte rasch unter 1000 U/l. AnschlieBend verblieben die
Transaminasen Uber den gesamten beobachteten Zeitraum bis nach 45 Tagen leicht
erhoht (Georgiev et al. 2008). Der beschriebene initiale Peak konnte in dieser Arbeit
nicht gesehen werden. Die hier gemessenen Transaminasen im Zeitverlauf bis 96
Stunden nach BDL reprasentieren die Akutphase des Leberschadens. Mit
ausgepragten interindividuellen Schwankungen bei den Mausen zeigte sich dennoch
ein steter Anstieg der Transaminasen mit angedeutetem Abfall nach vier Tagen in der
GOT.

Neben der Messung der Transaminasen in der Akutphase ist eine Bestimmung derer
Verhaltnisse als Verlaufsmarker im Rahmen der entstehenden Leberfibrose méglich.
Xie et al. zeigten hierzu in BDL-M&usen eine Korrelation des Aspartat-
Aminotransferase zu Alanin-Aminotransferase Verhéltnis (GOT / GPT) zu friher
Leberfibrose (Xie et al. 2017).

5.2.1.2 Zunahme der pro-inflammatorischen Zytokinantwort durch Zellinfiltration

In der Auswertung von Serumproben nach BDL zeigte sich ein rascher Anstieg des IL-
6 als Zeichen der akuten Inflammation. Dies deckt sich mit den in vitro Ergebnissen
nach LPS Stimulation von NPCs. Ebenso zeigten Vergleichsarbeiten ahnliche
Ergebnisse (Gehring et al. 2006; Duwaerts et al. 2013).

Die Expression von IL-6 im akutem Leberschaden nach BDL ist zum grof3ten Teil auf
Makrophagen zuriickzufuhren. Diese sezernieren in der akuten Entziindungsreaktion
eine Reihe von pro-inflammatorischen Zytokinen. Innerhalb der ersten Stunden bis
wenigen Tage sind dies hauptsachlich Kupfferzellen. Diese aktivieren im weiteren
Verlauf IMNPs, welche neben anderen Zellen in die Leber infiltrieren und ebenfalls pro-
inflammatorisch wirken. In der Differenzierung von Kupfferzellen gegeniber iMNPs
drei Tage nach BDL sahen Duwaerts et al. in iIMNP-angereicherten Kulturen eine
deutlich hohere Expression von IL-6 gegeniber Kulturen mit angereicherten
Kupfferzellen. Unterschiede in der Konzentration von TNF-a konnten nicht gesehen

werden, TGF-B zeigte sich hdher in den Kulturen der KCs (Duwaerts et al. 2013).

In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Zunahme der IL-6 Expression nach

BDL bei beobachteter Infiltration von iIMNPSs. Es ist somit von einer durch die Infiltration
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bedingten Steigerung der inflammatorischen Antwort auszugehen. So zeigte sich in
der in 4.4.1 beschriebenen IL-6 Analyse in der Zellkultur eine trotz gleicher LPS-
Stimulation héhere IL-6 Expression bei zuvor durchgefuhrter BDL gegenlber der
Sham-Gruppe. Dies lasst auf eine stattgehabte Infiltration von IMNPs schlie3en.

Zellinfiltration bedingt somit vermehrte Inflammation.

5.2.1.3 Reduktion der Inflammation und des Leberzellschadens durch DXM-NCs

Nach einmaliger Gabe von Dexamethason, eine halbe Stunde nach BDL, zeigte sich
in den Versuchen eine konsequente Suppression der Transaminasen. Dies war im
zeitlichen Verlauf ab dem zweiten Tag nach BDL zu beobachten. Es ist somit
anzunehmen, dass vor allem das initiale Freiwerden der GPT aus dem Zytosol der
geschadigten Hepatozyten nicht primér inflammationsbedingt ist. In der Messung der
Zytokine im Serum nach BDL wird zudem ein deutlich abgeflachter IL-6 Ausschlag
durch die Therapie deutlich. In Vergleichsarbeiten sind ahnliche Versuchsaufbauten
meist mit tdglichen Gaben von DXM verbunden (Eken et al. 2006; Verhulst et al. 2016).
Der Therapiebeginn in der frihen Akutphase der Inflammation, zusammen mit der
langen Wirkdauer des DXM unterbricht somit bereits die Entstehung der frihen

Entzindungsreaktion und hemmt den Leberschaden tber mehrere Tage.

In dem unter 4.1.2 bereits erwahnten Modell von akutem Leberschaden mittels ConA
oder CCls von Bartneck et al. konnten ahnliche Ergebnisse mit DXM Liposomen statt
Kapseln erzielt werden. Die durchgefuhrte Therapie mit Nanocarriern reduzierte
ebenfalls signifikant den Leberzellschaden anhand der Reduktion der ALT/GPT.
Ebenso zeigte sich eine Hemmung der Inflammation anhand einer verminderten
Ausschuttung pro-inflammatorischer Zytokine. Die Reduktion des Leberzellschadens
zeigte sich in dieser Studie unter Therapie mit Nanocarriern sogar grof3er als mit freiem
DXM (Bartneck et al. 2015).

Weder in der Messung der Zytokine noch bei den Transaminasen konnte ein relevanter
Unterschied in der Wirkung der Nanokapseln gegeniber dem freien DXM gemessen
werden. Die in 4.1.4 beschriebene in vitro Aquivalenz-Dosis zeigt somit auch in vivo
einen gleichen Effekt nicht nur auf die IL-6 Suppression als in vitro Referenzwert,
sondern auch auf die Leberzellschadigung. Auch die andere Pharmakodynamik der

NCs in vivo weist in den Versuchen keine abweichenden Effekte vor.
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Wang et al. therapierten Mause mit DXM-Nanokapseln (Nanolipid Carrier) in einem
CCls-Modell akuten Leberschadens. Die durch die Therapie bedingte Reduktion der
Transaminasen zeigte in ihrer Studie keinen Unterschied zwischen der NC-Gruppe
und léslichem DXM, obwohl sie wie unter Bartneck et al. einen ausgepragteren Effekt
der NCs auf die Fibrose sahen. Sie schlossen somit darauf, dass der suppressive
Effekt der DXM-NCs auf die Fibrose nicht allein durch den Erhalt von Parenchymzellen
zu erklaren sei. Der ausgepragtere Effekt der NCs auf die Fibrose konnte in der
Akkumulation der NCs in unterschiedlichen NPCs Uber die Zeit begriindet sein (Wang
et al. 2010).

Mehrfachgaben der Nanocarrier gegentiber der Einmalgabe in der vorliegenden Arbeit
waren notwendig, um diese Akkumulation zu erreichen. Es zeigte sich ebenfalls kein
Unterschied in den Transaminasen im Vergleich der DXM oder NC-Therapie. Eine
Fibrose wurde hier nicht quantifiziert, da die Messungen ausschlief3lich in der
Akutphase nach BDL durchgefiihrt wurden und nie die Phase der Fibrose erreicht
wurde. Vor dem Hintergrund ist aber ein protektiver Effekt der hier genutzten NCs auf
die Fibrose und ggf. sogar auf die Senkung der Transaminasen uber die Wirkung des

I6slichen DXM hinaus in Betracht zu ziehen.

Unterschiede aufgrund der verschiedenen Modelle und dadurch anderem Ansprechen
auf die Therapie sind ebenfalls mdoglich, zudem wurden jeweils andere
Kapselformulierungen genutzt. Weitergehende Versuche sind notwendig, um die

beschriebenen NC-Effekte im vorliegenden BA-Modell zu ergriinden.

5.2.1.4 Dosisabhéngige Effekte der DXM-(NC-)Therapie

Wang et al., verglichen die Wirkung unterschiedlicher Kapseldosen, bei der sich eine
gesteigerte Protektion vor Fibrose in intermediaren oder niedrigen Dosen zeigte (Wang
et al. 2010). Vermehrte Fibrose durch gesteigerte Toxizitat bei hoheren Kapseldosen

mit eigenem fibrogenen Effekt ist hier denkbar.

Eken et al. konnten in ihrer Studie mit BDL in Ratten unter hoher Dosis freien
Dexamethasons keinen signifikant groReren Effekt auf die Reduktion eines
histopathologischen Scores erkennen. In der Auswertung zeigte sich in der Gruppe
der therapierten Ratten, besonders unter intermediaren oder niedrigen DXM-Dosen,

eine signifikante Reduktion des Bilirubins und der Transaminasen gegeniber den
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Kontrollen (Eken et al. 2006). Zum Vergleich konnte in der hier vorliegenden Arbeit
keine Reduktion des Bilirubins durch Therapie nachgewiesen werden. Eine vermehrte
Konjugation des Bilirubins durch erhaltene Hepatozyten und anschlielBende
Elimination Uber die Nieren ist denkbar. Eken et al. wahlten hingegen eine
Versuchsdauer tUber 14 Tage mit taglicher DXM Gabe (Eken et al. 2006). Der langere

Beobachtungszeitraum scheint fir einen messbaren Effekt geeigneter zu sein.

5.2.2 Zellinfiltration

5.2.2.1 Zytokin vermittelte Zellinfiltration nach Inflammation

Wie bereits unter 5.2.1 diskutiert, werden durch die akute Zellschadigung nach
Cholestase Transaminasen freigesetzt. Aufgrund dessen steigt das Bilirubin. Zudem
erfolgt die pro-inflammatorische Aktivierung lokaler immunmodulatorischer Zellen wie

der Kupfferzellen mit Ausschuttung von bspw. IL-6, IL-13 oder TNF-a.

Die Zellinfiltration als Reaktion auf eine akute oder chronische Leberschadigung wird
im grofRten Teil durch Zytokine (und Chemokine) gesteuert. Die Signalwege der
unterschiedlichen Immunzellen konnten durch die Untersuchung von Tiermodellen
und Patientenproben zunehmend identifiziert werden. So konnte in Studien gezeigt
werden, dass Knock-outs bestimmter Chemokine (CCR1, CCR5) in Mausen nach BDL
zu verminderter Infiltration von Makrophagen fuhren (Zimmermann et al. 2011).
Zusatzlich wird die Infiltration von iIMNPs (Ly6C" Monozyten) in entziindliche
Leberareale unabhangig von Chemokin-Rezeptoren durch fokale Induktion von
interzellularen Adhasionsmolekiilen gesteuert. Die zentrale Aktivierung der
infiltrierenden Zellen, vor allem aus dem Knochenmark, verlauft jedoch Zytokin
gesteuert (Shi et al. 2010).

Infolgedessen entsteht eine Migration von Entziindungszellen in die Leber, vor allem
in die portalen Felder. In den durchgefiihrten Versuchen zeigte sich eine dadurch
bedingte Verschiebung der NPC-Populationen hin zu infiltrierenden CD11b* Zellen,
welche aus dem Knochenmark rekrutiert werden, Ly6C* iIMNPs und Ly6G*

neutrophilen Granulozyten.

Histologische Analysen von BDL-Lebern zeigen die dadurch bedingte Modulation der
NPC-Population als chronisch inflammatorische Infiltrate. Zudem présentiert sich eine
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Infiltration von den in dieser Arbeit nicht quantifizierten Lymphozyten, Eosinophilen und
Plasmazellen (O'Brien et al. 2016).

Es konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass neutrophile Granulozyten
innerhalb der ersten 3 Stunden nach BDL in die Leber infiltrieren und dort fir Tage bis
Wochen im Rahmen der Fibrogenese verbleiben. Neutrophile Granulozyten und
weitere infiltrierende Zellen sind dabei in direkter Korrelation mit der Entstehung von
Fibrose assoziiert (Saito et al. 2000; Eken et al. 2006).

Duwaerts et al. sahen in ihrer Auswertung 3 Tage nach BDL ebenfalls einen durch
Zellinfiltration bedingten deutlichen Anstieg der IMNPs und neutrophiler Granulozyten.
Kupfferzellen und iMNPs als Lebermakrophagen machten nach BDL gemeinsam etwa
34% der NPCs aus. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich dies noch deutlicher mit
etwa 40%. Duwaerts et al. differenzierten die KCs und iMNPs durch die Injektion von
magnetischen Beads vor Durchfuhrung der BDL. Zudem charakterisierten sie die
iIMNPs als F4/80*, CD11b*, Ly6CNM gegeniiber CD45*, Ly6C* in dieser Arbeit (Duwaerts
et al. 2013). Die Differenzierung zwischen CD11b* und CD11b" iMNPs wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht naher durchgefiihrt und es wurde sich auf die Abgrenzung
der IMNP Gesamtpopulation begrenzt. Die Differenzierung zwischen KCs und iMNPs
ist durch erweiterte Zellmarker und die Gabe von Beads in der Arbeit von Duwaerts et
al. als genauer zu bewerten. Eine Abgrenzung der Zellpopulationen im Rahmen einer
tendenziellen Aussage ist durch die Methode in der vorliegenden Arbeit dennoch

anzunehmen.

In den durchgefihrten Versuchen konnten keine relevanten Unterschiede im Anteil der
Kupfferzellen an den Gesamt-NPCs vor und nach BDL gezeigt werden. Die gleichen
Ergebnisse wurden auch von Georgiev et al. erzielt, welche erst 2 Wochen nach BDL
mit der Manifestation einer Fibrose einen deutlichen Anstieg der KC-Population

beobachteten (Georgiev et al. 2008).

5.2.2.2 Ausbleibende Reduktion der Zellinfiltration durch DXM-(NC-)Therapie

In den durchgefuhrten Versuchen zeigte sich die Zellinfiltration nicht signifikant durch
die DXM Therapie beeinflusst. Mdglich ist, dass durch die einmalige Gabe 30 Minuten
nach BDL und Auswertung nach 4 Tagen ein zu geringer Zeitraum der

Versuchslaufzeit therapeutisch abgedeckt wurde. Fur die Reduktion der
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Transaminasen Uber 4 Tage reichte die Einmalgabe jedoch aus. In der Bestimmung
der IL-6 Ausschittung zeigte sich eine Suppression des initialen Peaks mit
anschlieBendem Angleichen der BDL-Gruppen. Stellvertretend fur die Modulation der
Zellinfiltration ist auch eine Reduktion des IL-6 nach spétestens 18 Stunden nicht mehr
wahrscheinlich. Ein ahnliches Verhalten anderer pro-inflammatorischer Zytokine ist
anzunehmen. Infolgedessen kénnten infiltrierende Zellen nach Ablauf der Suppression
nicht mehr durch die Einmalgabe beeinflusst werden. Diese Annahme unterstitzt,
dass DXM neben IL-6 auch die Expression u.a. von IL-8 und MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1) supprimiert. Diese Zytokine haben eine deutliche
Assoziation mit portaler Zellinfiltration. Dies zeigten Hsieh et al. im Rahmen ihrer
Studie mittels verminderter Infiltration von Lymphozyten und Neutrophilen nach BDL.
Dabei wurde 2 Wochen nach Ligatur der Gallenabfluss Uber zuvor eingesetzte Tubes
wiederhergestellt und im Sinne einer Kasai Portoenterostomie anschlielend die
tagliche DXM Gabe begonnen. Eine Reduktion der Zellinfiltration durch DXM konnten
somit gezeigt werden (Hsieh et al. 2004).

5.2.2.3 Modulation der Immunzellpopulation

Neben der oben bereits beschriebenen Suppression pro-inflammatorischer Zytokine
und Transaminasen fihrt die Gabe von DXM-Carriern nach Leberschaden zu einer
Reduktion der Gesamt-Leukozytenzahl. Dies verlauft im Rahmen einer geringeren
Zellinfiltration. In ihrer Studie zeigten Bartneck et al. zudem eine Depletion von T-
Zellen. Diese prasentierten sich sensibler gegeniiber DXM in lysosomaler Verpackung,
was zu vermehrter Apoptose von T-Zellen aber nicht von Makrophagen fuhrte. Neben
der zu erwartenden Reduktion einer Immunzellinfiltration zeigt dies einen weiteren
Vorteil der DXM-Nanocarrier gegenuber ihrer konventionellen Formulierung, die diese
gezielte Effektplatzierung ohne hohe Nebenwirkungen nicht erreicht. DXM-
Nanocarrier fuhren neben der beschriebenen Reduktion entziindlicher Zellinfiltration
zu einem Anstieg des protektiven M2 Kupfferzell-Phanotypen. In dieser Form
exprimieren KCs selbst anti-inflammatorische Zytokine. Um diesen Effekt durch die in
der vorliegenden Arbeit genutzten NCs zu zeigen, bedarf es jedoch weiterer Versuche.
Aufgrund eines sehr &hnlichen Musters von Zielzellen mit intrazellularem Freiwerden

des DXM ist eine &hnliche Wirkung aber anzunehmen (Bartneck et al. 2015).
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Die in 4.4.2 dargestellte Tendenz einer geringeren Kupfferzell-Population nach
Therapie kann zumindest gegentiber der Sham-Population mit einem relativen Anstieg
der anderen Zellpopulationen erklart werden. Verhulst et al. analysierten ein Modell
eines durch eine DDC (C14H21NO4) -Diét verursachten akuten Leberschadens. Es
zeigte sich neben verminderten pro-entzundlichen Zytokinen eine verminderte Zahl
Kupfferzellen durch eine DXM-Therapie. Die Autoren fiihrten dies auf eine Reduktion
des MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) zurtick (Verhulst et al. 2016). Neben
den durch DXM unverénderten Populationen der anderen NPCs ist der geringe
Unterschied in den KC-Populationen in der vorliegenden Arbeit jedoch auch mit

Messungenauigkeit erklarbar.

5.2.2.4 Zellinfiltration wirkt Fibrinogen

Die Infiltration der Immunzellen wirkt wiederum pro-inflammatorisch. In dieser
entzindlichen Umgebung werden, wie einleitend beschrieben, hepatische Sternzellen
aktiviert und bilden als Myofibroblasten extrazellulare Matrix. Diese Aktivierung erfolgt
unter anderem durch die Faktoren TGF-p und VGEF, deren Ausschiittung sich durch
Glukokortikoide ebenfalls hemmen lasst. Andrade et al. sahen eine Reduktion der
Leberfibrose nach BDL in Ratten durch anschlieRende Gabe von Prednisolon. Zudem
zeigte Pentoxifyllin (PTX), ein anti-fiborogenes Medikament, in einer weiteren
Versuchsgruppe eine ahnliche Reduktion (Andrade Wde et al. 2009). In ihrer
anschlieBenden Studie zeigten beide Medikamente die reduzierte Expression von
VGEF (vascular endothelial growth factor) und PTX zusétzlich von TGF-3 (Andrade
Wde et al. 2012). Eine Reduktion der bei langerer Versuchsdauer entstehenden
Fibrose auch durch Dexamethason und DXM-NCs in weiterfiihrenden Versuchen

dieser Arbeit ist anzunehmen.

5.2.3 Cell Targeting

5.2.3.1 Biodistribution der Kapseln in Makrophagen der Leber

Die beschriebenen Effekte sind auf die gezielte Aufnahme der Nanokapseln durch
phagozytierende Leberzellen zurtickzufuhren. Nach intravendser Applikation der
Kapseln werden diese, aufgrund von Form und Grof3e, zu einem grof3en Anteil von der
Leber aus dem Blut gefiltert. Auch andere Organe wie Milz, Lunge oder Niere nehmen

mit ihrem retikulohistiozytdren System an der Aufnahme von Kapseln teil. Diese
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pradominante Aufnahme durch die Leber ist bedingt durch ihre Funktion als primares
filtrierendes Organ fur Fremdkdrper und Toxine aus dem Blut. Somit ist die Leber auch
das primare Aufnahmeorgan fur unterschiedliche Nanocarrier in daftr konstruierter
Formulierung (Wang et al. 2010; Pietrzak-Nguyen et al. 2014; Bartneck et al. 2015;
Jiang et al. 2020). Das Wissen, von welchen Zellen die Kapseln aufgenommen
werden, ist entscheidend, um zu verstehen, an welcher Stelle das DXM gezielt Einfluss

nimmt. Ein Beispiel ist hier die Suppression der Zytokinexpression.

In den unter 4.3.3 beschriebenen Zellkulturen nahmen 20-30% der Zellen aller
gemessener Populationen Nanokapseln auf. Eine differenzierte Aufnahme aufgrund
mikroanatomischer Gegebenheiten ist in der Zellkultur nicht méglich und alle drei
Populationen bestehen aus phagozytierenden Zellen. Daher konnte in der Zellkultur
keine klare Abgrenzung vorgenommen werden. Hingegen zeigte sich in der in 4.4.4
beschriebenen in vivo Gabe der Kapseln eine Aufnahme von Uber 50% durch
Kupfferzellen. Kupfferzellen modulieren die Entziindungsreaktion der Leber und sind
primares Ziel der gewlinschten DXM Therapie im Sinne des Targeted Delivery, was
hiermit gelang. Auch vor dem im vorherigen Punkt diskutierten Hintergrund einer
Aktivierung zum anti-inflammatorischen M2 Phanotyp durch enkapsuliertes DXM
(Bartneck et al. 2015).

Die geringe Aufnahme durch iIMNPs von etwa 12% kann auf die frihe Gabe der
Kapseln vor der stattgehabten Zellinfiltration zurlckgefuhrt werden. Die Aufnahme
durch Lymphozyten, LSECs oder weiteren NPC-Typen befindet sich unter den
verbleibenden 8%, die unter den hier verwendeten Markern nicht zuzuordnenden

Zellen.

Auch in der Studie von Wang et al. mit DXM-Nanolipidcarriern in durch CCl4
induziertem Leberschaden in Mausen zeigte sich eine Akkumulation in der Leber mit
einer hauptsachlichen Aufnahme von Uber 50% durch Makrophagen. Die NC
Formulierung fihrte zudem bei Gabe Uber langere Zeit zu hoheren
Plasmakonzentrationen gegeniiber dem freien DXM. Eine langere Exposition der
Leberphagozyten gegentber dem Wirkstoff bedeutet demnach bessere Wirkung durch
geringere Dosis (Wang et al. 2010).
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5.2.3.2 Die Rolle der Kupfferzellen als primére Zielort der Nanocarrier

Gegenuber den hier diskutierten Formen enkapsulierten Wirkstoffes wurde
Dexamethason von Melgert et al. an mannosyliertes Albumin gekoppelt (Dexa5-
Man10-HSA), welches ebenfalls in Rattenlebern nach BDL akkumulierte. Dort wurde
es fast ausschliel3lich von Kupfferzellen aufgenommen und konnte in vitro die
Reduktion der TNF-a Ausschittung und in vivo die Reduktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) bewirken. Auf der anderen Seite zeigte sich jedoch eine
beschleunigte Fibrogenese, welche auf eine pro-inflammatorische M1 Aktivierung der
Kupfferzellen mit stimulierter TIMP-1 Expression zurtckgefihrt werden konnte
(Melgert et al. 2001). Dies steht der protektiven M2 Aktivierung durch enkapsuliertes
DXM kontrar gegentber (Bartneck et al. 2015).

In jedem Fall sind die Kupfferzellen eine der zentralen Ziele der Therapie mit
lebergesteuerten Nanocarriern und konnen je nach Formulierung der Kapseln
unterschiedliche Effekte am selben Zielort erreichen. In dieser Arbeit zeigten
Nanokapseln nach Targeted Delivery in Kupfferzellen eine Suppression der IL-6
Ausschuttung. Einen gegenteiligen Effekt konnten Pietrzak-Nguyen et al. durch die
Kopplung der Kapseln an MPLA (monophosphoryl lipid A), einem synthetischen Toll-
like-rezeptor Agonisten, erreichen. Dadurch gelang es, eine deutliche Ausschiittung
pro-inflammatorischer Zytokine, in dem Fall IL-6 und TNF-a durch Kupfferzellen und
IFN-y sowie IL-12 durch dendritische Zellen zu induzieren (Pietrzak-Nguyen et al.
2014).

Das Verstandnis der Kupfferzell-Aktivierung durch die jeweilige Therapie mit
Nanocarriern hat somit eine Schlusselrolle in der Modulation der Entziindungsreaktion.

5.2.4 Histologie

5.2.4.1 Reduktion biliarer Infarkte durch DXM-(NC-)Therapie

In Folge der beschriebenen Mechanismen des akuten Leberschadens durch
Cholestase entstehen bilidre Infarkte, welche sich histologisch quantifizieren lassen.
Dies geschieht in der Akutphase innerhalb der ersten Tage nach BDL und geht der

Entstehung einer Fibrose voraus.
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In der vorliegenden Arbeit zeigte sich mittels Trichromfarbung Nekrosen von etwa 24%
- 32% der Leberanschnitte 4 Tage nach BDL, was sich durch die initiale Einmalgabe
von DXM oder DXM-NCs auf 10% - 23% reduzieren liel3.

Duwaerts et al. sahen in ihrer Histologie 3 Tage nach BDL in der Hematoxylin und
Eosin (HE-) Farbung im Mittel etwa 5% Nekrose des Leberanschnittes (Duwaerts et
al. 2013). Ebenfalls mit HE gefarbt zeigten sich in der Histologie von Gehring et al. im
Mittelwert etwa 3-5% geschadigte Leberareale aus 4 getesteten Mausen nach 7 Tagen
(Gehring et al. 2006). In der Charakterisierung des Zeitverlaufes nach BDL sahen
Georgiev et al. bei taglichen Vergleichsmessungen in der HE-Farbung einen raschen
Anstieg der Leberschadigung. Die bilidaren Infarkte erreichten ein Maximum von bis zu
10% nach 2-3 Tagen und verzeichneten anschlie3end einen raschen Abfall auf <2%
(Georgiev et al. 2008). Etwa 10% geschadigtes Areal sahen auch Jang et al. in ihren
Mausen 3 Tage nach BDL (Jang et al. 2012).

Die Unterschiede der Leberschadigung nach BDL zu der Vergleichsliteratur sind somit
deutlich. Dass die Ursache dafir in einer anderen BDL-Technik liegt, ist
unwahrscheinlich, da diese im Wesentlichen auf gleiche Art und Weise durchgeftihrt
wurde. Ebenso wurde in den meisten Arbeiten mit C57BL/6J der gleiche Maus-Stamm
im gleichen Alter von 8-12 Wochen verwendet. Die Verwendung einer anderen
Farbung mit der gezielten Darstellung von nekrotischen Arealen mittels Trichrom
Farbung in der vorliegenden Arbeit kann eine Erklarung darstellen. Hier ist zu
vermuten, dass die gleichen Areale in der Trichrom Farbung sich in grol3erem Ausmalf3
darstellen. Ebenso ist eine unterschiedliche Auswertungsstrategie mittels Software
denkbar. Das vorrangige Ziel dieser Arbeit ist jedoch die Darstellung der Reduktion
der infarzierten Areale und nicht die Quantifizierung des Leberschadens nach BDL.
Dies liel3 sich durch Therapie mit DXM und DXM-NCs gleichermal3en darstellen, ohne

signifikante Unterschiede zwischen den Therapien zu messen.

5.2.4.2 Mechanismen der Suppression des Parenchymschadens

Die Therapie durch Dexamethason fiihrt durch die diskutierte Hemmung des
entzindlichen Milieus und der verminderten Zellinfiltration zu einer Reduktion der
histologischen Schaden. In Fortsetzung dessen konnten weitere Wege der protektiven
Wirkung des DXM ergriindet werden. Studien konnten zeigen, dass DXM in einem

cholestatischen Leberschaden nach BDL den intrinsischen, mitochondrialen
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Signalweg der Apoptose inhibiert, was in einer Verminderung apoptotischer
Zelluntergange resultiert (Tiao et al. 2011). Eken et al. sahen eine Korrelation mit den
durch DXM Therapie erhoht gemessenen antioxidativ wirksamen Enzymen wie der
Superoxid dismutase, Katalase und Glutathione peroxidase. Sie fuhrten histologische
Auswertungen von Lebern nach BDL in Ratten durch und zeigten deutlich geringere

Parenchymschaden und geringere Fibrose unter DXM Therapie (Eken et al. 2006).

Durch die tubuléare Proliferation als Folge des initialen Zellschadens entsteht ein
Umbau der periportalen Felder. Studien zeigen eine Abschwéchung dieser duktalen
Reaktion durch Dexamethason. Verhulst et al. sahen dies in Zusammenhang mit
einem positiven Effekt auf die Fibrogenese und die Expansion von CD19* Zellen,
assoziiert mit duktaler Reaktion (Verhulst et al. 2016). Unklar bleibt, ob enkapsuliertes
DXM die gleichen Effekte auf CD19* Zellen hat, wenn die Kapseln primér von
phagozytierenden Zellen aufgenommen werden und dort ihre Wirkung freisetzen. Eine
dadurch gegentber freiem DXM schlechtere Reduktion der biliaren Infarkte oder der
Fibrose kann in dieser Arbeit oder den zum Vergleich aufgefuhrten Studien nicht
gesehen werden. Im Gegenteil sahen Bartneck et al. in ihren Modellen akuten und
chronischen Leberschadens durch ConA und CCls unter Therapie mit DXM-
Liposomen eine deutlichere Reduktion der histologischen Schéaden und der

Krankheitsschwere als mit konventionellem Dexamethason (Bartneck et al. 2015).

Verhulst et al. sahen im Vergleich zu den Effekten des Glukokortikoids eine ahnliche
Reduktion der duktalen Reaktion durch den TNF-a Antikérper Infliximab. TNF-a als
eines der zentralen pro-inflammatorischen Zytokine in der Immunmodulation durch die
Kupfferzellen erweist sich somit als weiterer wichtiger Baustein in der entziindlichen
Umgebung (Verhulst et al. 2016).

5.3 Reprasentativitat und Limitationen
5.3.1 Alternative BDL-Modelle der Gallengangsatresie

Neben der klassischen BDL gibt es andere Modelle zur Simulation einer BA, welche
sich zu unterschiedlichen Schwerpunkten hin entwickelt haben. Nach Petersen kénnen
Tiermodelle einer Gallengangsatresie in 3 Gruppen aufgeteilt werden: pranatale,
postnatale und Virus-Modelle (Petersen 2012). Die BDL kann hiernach in die Gruppe

der postnatalen Modelle eingeteilt werden.
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Als Alternativen bestehen zunachst Erweiterungen des klassischen BDL Protokolls,
um den Verhéltnissen der BA naher zu kommen. Eine Studie stellte eine Methode vor,
um unmittelbar vor der BDL in Ratten Polyethylen-Tubes in den Gallengang
einzufiihren. Diese konnten nach 2 Wochen entfernt werden um die Wiederherstellung
des Gallenabflusses und somit eine Kasai Portoenterostomie zu simulieren (Wang et
al. 2014). Eine weitere Studie beschaftigte sich mit BDL in Ratten und anschlie3ender
Wiederherstellung des Abflusses durch chirurgische Anastomose einer Zyste mit dem
Jejunum. Sie sahen in molekularen und histologischen Auswertungen die teilweise
Reversibilitat pathologischer Veranderung (de Aro Braz et al. 2018). An dieser Stelle
erneut zu erwahnen ist die unter 5.2.5 bereits beschriebene Wiederherstellung des
Gallenabflusses durch die Tube-an-Tube Rekonstruktion nach stattgehabter BDL
(Hsieh et al. 2004).

Ein weiteres Modell ist die partiale BDL, bei der sich unter zunachst gleichem Anstieg
der Transaminasen und des Bilirubins die Versuchsgruppe der partialen Ligatur
gegeniber der klassischen BDL teilweise erholt und weniger ausgepragte Nekrosen
entstehen. Die Autoren sahen dies als weitere Mdglichkeit, einen wiederhergestellten
Gallenfluss nach Obstruktion und somit zum Beispiel die Verhaltnisse nach Kasai

Portoenterostomie zu simulieren (Heinrich et al. 2011; Yokota et al. 2018).

Daneben gibt es als Alternativen zur BDL weitere Modelle, um eine BA zu simulieren.
So zum Beispiel in der Medikamenten-induzierten Methode von Tatekawa et al.,
welche mittels direkter Ethanol-Injektion tber einen Katheter in den Gallengang von
Ratten eine sklerosierende Cholangitis hervorruft. Infolgedessen kdnnen erhdhte
Werte von ALT/GPT, AST/GOT und Bilirubin gemessen werden, sowie
immunhistochemisch veranderte Verteilungsmuster von a-SMA und TGF-3 (Tatekawa
et al. 2013).

Die genannten BDL-Modelle sind Ziel von Kritik, da sie als immer bessere
Simulationen der Cholestase einer Gallengangsatresie anzusehen sind, sie jedoch
nicht die urséchliche Krankheit und deren pathophysiologische Prozesse abbilden. Der
Einfluss einer medikamentésen Therapie oder die Ableitung pathophysiologischer
Prozesse kann in solchen Modellen nur von limitierter Aussagekraft sein (Madadi-
Sanjani et al. 2019).

Dies ist auch zu Ubertragen auf das Modell in der hier vorliegen Arbeit. Mit der

durchgeftihrten BDL ohne Wiederherstellung des Gallenabflusses unterliegt die hier
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gewdahlte Methodik Limitierungen hinsichtlich der Vergleichbarkeit zu einer

Gallengangsatresie.

5.3.2 Rotavirus-Modell

Das Rotavirus Mausmodell ist an dieser Stelle in seiner Vergleichbarkeit zur BA in
einigen Hinsichten als Uberlegen zu bewerten. Es konnte gezeigt werden, dass
intraperitoneal applizierte Rotaviren in neugeborenen Mausen zu einer 100%
reproduzierbaren Obstruktion der Gallenwege fuhren (Madadi-Sanjani et al. 2019).
Dies kommt der viralen Genese einer Gallengangsatresie deutlich ndher und lasst eine
Analyse der pathophysiologischen Prozesse, die zur Cholestase fuhren zu. Als
Anzeichen der stattgehabten Cholestase kdnnen in den untersuchten Mausen
gegentber Kontrollgruppen makroskopisch akolische Stihle und Gelbverfarbung der
Skleren und des Fells sowie mikroskopisch eine Inflammation der Leber mit Infiltration
von Immunzellen gesehen werden (Mohanty et al. 2019).

Eine Limitation dieser Methode war die frihe Mortalitat der Mause, wodurch
langfristige Folgen der Effekte kaum Uberprift werden konnten. Dies konnte aber mit
der Einfihrung des TUCH Rotavirus Modelles (Tulane University and Cincinnati
Children’s Hospital) und infolgedessen deutlich verlangerter Uberlebenszeiten
beglichen werden (Ortiz-Perez et al. 2020). Auch ist die antepartum Applikation von
Rotaviren Ziel einiger Studien, um das Modell noch getreuer der BA zu gestalten. Dies
ist aktuell aufgrund der resultierenden instabilen neugeborenen Mause und der
technischen Herausforderung, wiederholt Versuche an ihnen durchzufihren noch

nicht ausgereift (Madadi-Sanjani et al. 2019).

5.3.3 Vorteile der BDL als Gallengangsatresiemodell

Es lassen sich die genannten Argumente fir Limitationen der BDL als
Gallengangsatresie Modell der Maus finden. Hingegen gibt es auch Hinweise fir die

Anwendung von BDL Modellen.

Zum Beispiel konnen die Auswirkung einer Kasai Portoenterostomie und daran
anschlieBender Therapieoptionen, wie der Applikation von DXM, in manchen BDL

Modellen simuliert werden. Aufgrund der Grél3e und Instabilitat der M&use im
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Rotavirus-Modell kdnnte dies dort nur schwer durchgeftihrt werden. Ein Wieder-
herstellen des Gallenflusses ist in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht durchgefuhrt

worden.

O’Brien et al. schlossen in ihrer Studie darauf, dass BDL in Ratten und Mausen nicht
nur ein Modell einer Cholestase ist, sondern sich zudem auf viele Mechanismen von
akut dekompensierten Lebererkrankungen tbertragen lasst. Auch klinisch finden sich
mit Leber- und Nierendysfunktionen, sowie niedriger Blutglukose, Sarkopenie und
kardiovaskularer Dysfunktion viele Effekte einer akut dekompensierten Leber-
erkrankung (O'Brien et al. 2016).

Mit dem Ziel humane Krankheitsprozesse zu verstehen sind murine Modelle
grundsatzlich limitiert. So gibt es auch histologische Unterschiede in Lebern humaner
Cholestase gegeniber BDL in Mausen (O'Brien et al. 2016; Sato et al. 2016).

Es lassen sich jedoch zentrale Gemeinsamkeiten der Pathogenese humaner und
muriner Cholestase aufzeigen. Einer duktalen Reaktion von Gallengangs-Epithelzellen
mit deren Proliferation schlief3t sich die Infiltration von Immunzellen in die Leber an. In
Arealen mit vermehrter Proliferation wird a-SMA gesteuert, insbesondere vermittelt
durch aktivierte HSCs extrazellulare Matrix produziert, die zu einer Fibrose fuhrt.
Leberschaden lassen sich durch Transaminasen und erhdéhte Cholestaseparameter
guantifizieren (Tag et al. 2015; Vij et al. 2020). Somit eignet sich das Modell zur
Untersuchung von Krankheiten die in Zusammenhang mit akuter Cholestase,

Leberinflammation und zunehmender Leberfibrose stehen.

5.3.4 Weitere Limitationen

Erhdhte Transaminasen und Bilirubin als quantitative Marker fir Leberzellschadigung
bzw. fUr eine Cholestase sind in der Literatur und in der vorliegenden Arbeit klare
VerhaltnisgroRen. In der Ubertragung auf die BA kann eine Reduktion dieser Werte
aber nicht eindeutig mit einem vermehrten Uberleben verbunden werden (Noor et al.
2020). Zum Verstandnis und zur Evaluation pathophysiologischer Prozesse bleibt die

Auswertung dieser Parameter aber ein wichtiger Marker.

Durch die effektive und spezifische Freigabe des Wirkstoffes ist es das Ziel,
unerwinschte Wirkungen in anderen Zellen, Geweben oder Organen zu reduzieren.

In diesem Fall ist auch die Reduktion von Nebenwirkungen im zentralen Nervensystem
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ein erwiinschter Effekt, der sich durch die in Kapselform erschwerte Uberwindung der
Blut-Hirn-Schranke zeigt. Anderen Studien konnten auch den gezielten Transport
enkapsulierten Wirkstoffes in das zentrale Nervensystem zeigen (Dominguez et al.
2014). Die Wahl der Kapselformulierung und dessen Testung ist somit entscheidend,
die gewinschten Effekte zu erreichen.

5.4 Fazit und Ausblick

Trotz Limitationen in der Ubertragbarkeit auf eine Gallengangsatresie konnten einige
Effekte neuer vollstandig aus DXM synthetisierter Nanokapseln auf den akuten
cholestatischen Leberschaden nach BDL dargestellt werden. Mit einer gezeigten
Reduktion des Leberzellschadens in vivo im Rahmen niedrigerer Transaminasen, der
EindAmmung histologischer Nekroseareale und der gezielten Wirkstoffabgabe an

Leber-NPCs bestétigt sich die unter 2.6 aufgestellte Hypothese.

Als Ursache fur den ausbleibenden Effekt auf die Zellinfiltration kann die frihe
Einmalgabe der NCs vermutet werden. Eine im Rahmen der Vergleichsliteratur
deutliche Reduktion der Zellinfiltration durch DXM kann bei einer Anpassung des
Versuchsaufbaus angenommen werden (Hsieh et al. 2004; Bartneck et al. 2015).

Weitere Versuche sind notwendig, um dies zu bestétigen.

Insgesamt zeigte sich die akute Leberschadigung nach BDL in einem Anstieg der
Transaminasen und der histologischen Nekroseareale. Die Leberfibrose als Langzeit-
effekt nach Cholestase wird in der BDL mit ausgepragtem Anstieg nach etwa einer
Woche beobachtet (Georgiev et al. 2008; Tag et al. 2015). Mit der hier durchgefuhrten
Einmalgabe der Nanokapseln nach einer halben Stunde findet somit eine Therapie in
der frihen Entzindungsreaktion statt. Dies konnte durch die Wirkung des
Dexamethasons Uber etwa 48 Stunden den priméren Anstieg der Inflammation und
des Leberschadens abflachen.

Weitere Versuche sind notwendig, DXM-Nanokapseln in anderen Gallengangsatresie-
Modellen zu testen, wie etwa mit Wiederherstellung des Gallenabflusses nach BDL
(Wang et al. 2014).

Des Weiteren sollte die in anderen Kapselformulierungen vielfach gezeigte

Biodistribution mit der Frage nach hauptsachlicher Akkumulation der Kapseln in der
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Leber auch mit den hier verwendeten Kapseln untersucht werden. Gezielte
Wirkstoffabgabe im Sinne des Targeted Delivery ist nicht nur fir die Effekte am Zielort,
sondern auch fur die Reduktion von Nebenwirkungen in anderen Organsystemen eine
der zentralen Argumente fur die Nutzung von Nanocarriern (Fichter et al. 2013;
Pietrzak-Nguyen et al. 2014).

In weiterfuhrenden Versuchen sollten zudem die Effekte unterschiedlicher
Kapseldosen uberprift werden, da sich in Studien zu den dosis-abhangigen Effekten
von DXM und DXM-NCs teils nicht-proportionale Effekte zeigten (Wang et al. 2010).

Ein weiterer Punkt ist die biologische Abbaubarkeit der Kapselreste durch die Zellen.
Es ist unklar, ob Anteile der polymerisierten Hullen in den Zellen zurtickbleiben. Es
muss Uberprift werden, ob die Synthese der Kapseln vollstdndig aus DXM ohne

Tragersubstanz diesbeziglich einen Benefit darstellt.

Auch eine Testung der Nebenwirkungsprofile der Kapseln gegeniber 16slichem DXM
ist entscheidend, um diese zentralen Argumente zu stitzen. In weiterfihrenden
Versuchen konnte die gewiinschte Reduktion von peripheren Nebenwirkungen durch
systemische Dexamethason-Wirkung nicht gezeigt werden. Hier lie3 sich nicht
endgultig klaren, ob der vollstandige Effekt der Wirkung durch die Kapseln und nicht
teilweise durch daraus freiwerdendem DXM entstanden ist. Die Dichtheit der Kapseln
muss in weiterfihrenden Versuchen belegt werden, um eine Anwendung der
Kapselformulierung zu begrinden. Alternativ ist es moglich, die Versuche mit anderen
Kapselformulierungen zu wiederholen und weiterzufihren, in welchen ein Austreten

des Wirkstoffes minimiert werden kann (Jiang et al. 2020)
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6 Zusammenfassung

Das Uberleben nach Gallengangsatresie konnte durch die Weiterentwicklung von
Lebertransplantationen und Immunsuppression in den letzten Jahrzehnten deutlich
verlangert werden. Das Langzeitiberleben ohne Transplantation von 20-30% bleibt
jedoch nicht zufriedenstellend. Die Krankheitsmechanismen besser zu verstehen und
neue Therapieformen zu entwickeln sind entscheidende Ansatze dies zu verbessern
(Lakshminarayanan et al. 2016; Vij et al. 2020).

In Studien akuten und chronischen Leberschadens zeigen sich Dexamethason
Nanocarrier in Pharmakokinetik, Biodistribution und Nebenwirkungsprofilen einer
konventionellen Dexamethason-Therapie Uberlegen (Wang et al. 2010; Bartneck et al.
2015).

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte vollstandig aus Dexamethason synthetisierter

Nanokapseln im Mausmodell einer Gallengangsatresie zu untersuchen.

Es wurden NPCs aus Mauselebern isoliert und ihre Eigenschaften unter Einfluss von
DXM-Nanokapseln oder loslichem Dexamethason untersucht. Hierfir wurden
Zellkulturen angelegt, mit Lipopolysachariden stimuliert und mittels ELISA und CBA
ausgewertet. Zudem erfolgte die Messung der Kapselaufnahme in die Zellen mittels
Durchflusszytometrie und deren intrazellularer Effekte im ICCS.

Fur die in vivo Experimente wurde Mausen operativ der Gallengang ligiert. Als
Kontrolle erfolgten Sham-Operationen. Die darauffolgenden Effekte des cholesta-
tischen Leberschadens wurden unter Therapie mit DXM-NC, léslichem DXM oder
ohne Therapie gemessen. Es folgte eine Bestimmung der Zytokinausschittung mittels
CBA aus Blutserum sowie der Messung inflammatorischer Zellinfiltration im FACS.
Zudem wurden Trichrom-gefarbte Histologien zur Quantifizierung von Arealen
nekrotischen Leberschadens analysiert. Die Bestimmung von Transaminasen aus

Serumproben erfolgte durch das Zentrallabor der Universitatsmedizin Mainz.

In den Ergebnissen zeigte sich die in vitro Aufnahme der NCs von Leber-NPCs. Dies
resultierte in einer Dosis-abhéngigen Reduktion der IL-6 und der TNF-a Ausschittung,
stellvertretend flir weitere anti-inflammatorische Effekte. In vivo prasentierte sich die
Aufnahme der Nanokapseln hauptsachlich in Kupfferzellen und nachrangig in weiteren
Leberphagozyten. Dadurch erreichten die DXM-NCs eine Suppression cholesta-
tischen Leberschadens nach BDL. Im Rahmen dessen konnten erniedrigte
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Transaminasen, eine verminderte pro-inflammatorische Zytokin-Expression und eine

Reduktion biliarer Infarkte gezeigt werden.

Signifikante Unterschiede in der Zellinfiltration konnten in den hier durchgefihrten
Versuchen nicht analysiert werden, wobei dies im Hinblick auf andere Studien nach
Modifikation und Erweiterung erneuter Versuche zu erwarten ware. Des Weiteren
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Wirksamkeit zwischen

Nanokapseln und freiem Dexamethason.

Insgesamt bestétigte sich eine effektive Reduktion cholestatischen Leberschadens
durch selektive Abgabe enkapsulierten Dexamethasons an hepatische Immunzell-
populationen. Suppression von Inflammation durch Nanokapseltherapie bietet somit
einen Ansatz fiur weitere Forschung im Gebiet neuer Therapieformen der

Gallengangsatresie.
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