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1.  ZIEL DER DISSERTATION   

 

Die Leber ist Teil des Immunsystems. Lymphozyten-Populationen der Leber spielen eine 

wichtige Rolle in der Abwehr von Pathogenen und der Rekrutierung weiterer zirkulierender 

Lymphozyten. Antigene kommen mit Endothelzellen und Kupfferzellen in Kontakt, die eine 

Immunantwort auslösen (Racanelli and Rehermann, 2006). Im Rahmen der 

Autoimmunhepatitis (AIH) ist diese Antwort gegen körpereigene Zellen gerichtet, wodurch 

eine Leberschädigung hervorgerufen wird.  Diese Erkrankung muss unter anderem über 

einen längeren Zeitraum mit Glukokortikoiden behandelt werden, welche erhebliche 

Nebenwirkungen beim Patienten induzieren. 

In dieser Dissertation soll mit Hilfe von Nanopartikeln ein neuer therapeutischer Ansatz 

untersucht werden. In Kooperation mit dem Max-Planck-Institut für Polymerforschung 

wurden Dexamethason Nanokapseln (DXM NC) synthetisiert, welche durch eine 

Polymerisation des Dexamethason (DXM) zusätzlich gelöstes DXM (DXM sol.) im Innern der 

Kapsel einschließen. Dabei sollten zuerst murine nicht-parenchymatöse Zellen (NPC) aus 

den Lebern isoliert und in vitro in Zellkulturen gebracht werden, um einen 

Immunsuppressionseffekt mit unterschiedlichen Dosen von DXM NC zu beschreiben.  

In einem weiteren Schritt wurden die Kapseln in einem murinen in vivo Modell durch 

intravenöse Applikation in den Blutstrom appliziert und gelangten in die Leber. Dort 

wurden sie von den Kupfferzellen und anderen antigenpräsentierenden Zellen als 

Fremdmaterial erkannt und phagozytiert. Dabei sollte mit Hilfe unterschiedlicher 

Surrogatparameter die Suppression der Immunantwort zu herkömmlichen DXM gemessen 

werden. Dies soll mit einem in vivo AIH Modell getestet werden, welches zuerst im Labor 
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etabliert werden musste. Der Leberschaden in der Maus sollte mit dem Lipopolysaccharid 

(LPS) aus E. coli und dem Aminozucker Galactosamin (Gal-N) durchgeführt werden. 

Um einen Suppressionseffekt durch DXM NC beschreiben zu können, kamen verschiedene 

Analysen zur Anwendung. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Zytokine, 

Transaminasen und Cholestaseparameter im Serum oder in der Zellkultur gemessen. 

Ebenfalls wurden im Idealfall mit Hilfe von Zelltypisierung und Histologie die 

unterschiedlichen Infektionsvorgänge verdeutlicht. 

Ein Wirken des DXM NC Ansatzes in vivo hat das Potential für eine klinische Anwendung. 

Dabei müssten Fragen der Toxizität, physiologischer Verträglichkeit, 

Aufnahmemechanismen und Elimination geklärt werden. Ebenso müssen die Erkenntnisse 

aus murinen Experimenten, bei denen die Tiere in wenigen Stunden beobachtet werden, 

von einer eventuellen humanen Implementation über mehrere Monate bis Jahre 

differenziert werden. 
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2.  LITERATURDISKUSSION   

2.1 Die Autoimmunhepatitis, eine Krankheit mit vielen Unklarheiten 

Im Jahre 1990 bestätigte die Internationale Autoimmunhepatitis Gruppe (IAIHG) während 

einer zweiwöchigen Konferenz offiziell die Bezeichnung der Krankheit als 

„Autoimmunhepatitis“ (AIH) (Johnson and McFarlane, 1993). Diese Benennung sei für die 

Beschreibung des Verlaufes am treffendsten, da sich die Krankheit meist akut mit 

fluktuierendem Verlauf präsentiert und beizeiten Spontanremissionen oder inaktive Phasen 

auftreten können (Alvarez et al., 1999). Noch bis heute sind Ätiologie und genaue 

Pathogenese unbekannt, es werden genetische sowie umweltbeeinflussende Faktoren 

diskutiert. Man geht davon aus, dass eine Immunantwort auf Leberautoantigene abzielt, 

welche ungehemmt, da die immunregulatorischen Mechanismen versagen, einen 

Leberschaden initiiert und aufrechterhält (Liberal et al., 2011). Eine Differenzierung der 

Autoantikörper lässt die AIH in Typ 1 und Typ 2 unterteilen. Ersterer ist der häufigere Typ, 

welcher mit positiven ANA und SMA Antikörpern assoziiert ist. Letzterer macht zirka ein 

Drittel der Autoimmunhepatitiden aus, tritt bei Erwachsenen seltener auf und präsentiert 

sich klinisch häufiger fulminant. Bei der Typ 2 AIH können LKM1 (anti-liver kidney 

microsomal 1) und/oder LC1 (anti-liver-cytosol 1) Antikörper nachgewiesen werden 

(Floreani et al., 2013). 

 

2.1.1 Steigende Anzahl von Neuerkrankungen 

Es gibt wenige populationsbasierte Studien, bei welchen sich genaue epidemiologische 

Aussagen über die relativ seltene Erkrankung treffen lassen. Im Jahre 2013 wurde von 
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einem dänischen Team eine retrospektive Kohortenstudie veröffentlicht, welche über einen 

längeren Zeitraum (1994 bis 2012) eine große Stichzahl Erkrankter (n = 1721) erfasste 

(Gronbaek et al., 2014). Die Inzidenzrate der AIH in Dänemark beträgt 1,68 / 100.000 

Einwohner und ist damit vergleichbar hoch wie z. B. im Vereinigten Königreich mit 

3,0 / 100.000 Einwohner (Whalley et al., 2007), Norwegen mit 1,9 / 100.00 Einwohner 

(Boberg et al., 1998) oder anderen weltweit ermittelten Werten zwischen 0,52 bis 

1,9 / 100.000 Einwohnern pro Jahr (Gronbaek et al., 2014). Ebenfalls konnte festgestellt 

werden, dass die Neuerkrankungsrate innerhalb der 18 Jahre von 1,37 im Jahr 1994 auf 

2,33 im Jahr 2012 stieg (Abbildung 1) und somit vergleichbare Inzidenzsteigerungen zu 

beobachten sind wie bei der chronisch-entzündlichen Darmerkrankung (Molodecky et al., 

2012) und der Rheumatoiden Arthritis (Myasoedova et al., 2010).  

 

Abbildung 1: Zunahme der Inzidenzrate der AIH in Dänemark, alters- und geschlecht standardisiert 
(SIR) (Gronbaek et al., 2014) 

In Kanada wurden in einer retrospektiven Kohortenstudie von 2000 bis 2008 alle AIH Fälle 

bei Kindern unter 18 Jahren erfasst, wobei eine Gesamtfallzahl von 159 und dabei eine 

Inzidenzrate bei Kindern von 0,23 / 100.000 Einwohnern pro Jahr ermittelt werden konnte 

(Jimenez-Rivera et al., 2015). Am King‘s College Hospital in London wurden steigende 

Inzidenzraten von 2,3 % in den 90ern auf 12 % seit 2000 festgestellt, jedoch könnte hier 

den Daten ein Bias unterliegen (Mieli-Vergani and Vergani, 2009). 
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Die Prävalenz der AIH liegt weltweit zwischen 15 / 100.000 Einwohnern in Japan (Yoshizawa 

et al., 2016) bis 35,9 / 100.000 Einwohnern in Alaska, USA (Hurlburt et al., 2002). Dieser 

große Unterschied lässt verschiedene genetische oder umwelt-bedingte Auslöser 

vermuten, da auch in Asien die Prävalenz geringer ist als in anderen Erdteilen (Liberal et al., 

2016). So zum Beispiel betragen die Prävalenzen im asiatisch-pazifischen Raum 4,0 / 

100.000 Einwohner in Singapur (Lee et al., 2001) und 4,82 / 100.000 in Südkorea (Kim et al., 

2017).  

Frauen sind in einem Verhältnis von 1:4 häufiger von der AIH betroffen (Manns et al., 

2010a), jedoch verläuft die AIH bei Männern aggressiver, wobei der Einfluss von 

Sexualhormonen auf das Immunsystem diskutiert wird (Al-Chalabi et al., 2008). 

Lange dachte man, dass die AIH vor allem Patienten im jüngeren und mittleren Lebensalter 

betrifft, aber es konnte gezeigt werden, dass die AIH zum einen auch über dem 60. 

Lebensjahr auftreten kann (Liberal et al., 2015) und dass sie zum anderen in der Adoleszenz 

sowie im Alter zwischen 30 und 45 Jahren jeweils einen Peak aufweist (Manns et al., 

2010a). 

 

2.1.2 Mechanismen des Leberschadens 

Verschiedene Mechanismen sind im Rahmen der AIH auszumachen, die aufgrund der 

Komplexität noch nicht detailliert verstanden wurden. Der Krankheit gehen vielschichtige 

Interaktionen von Gen- und Umweltfaktoren voraus, welche sich in ihrem Vorkommen und 

Verhalten verstärken oder abschwächen können (Karlsen et al., 2015). 

Als genetischer Einflussfaktor der AIH steht das Human Leukocyte Antigen (HLA) im 

Vordergrund, welches verschiedene wichtige Gene zur Regulierung der adaptiven 

Immunabwehr beinhaltet (Liberal et al., 2016). Die Allele DRB1*0301 mit RR = 4,58 und 

DRB1*0401 mit RR = 5,97 gehören zu den primären Einflussgenen, die mit einer AIH Typ 1 

bei Europäern und Nordamerikanern assoziiert sind (Strettell et al., 1997). In einer 

niederländischen und deutschen Genomstudie konnten bei 1100 Patienten neben dem 

Einfluss der DRB1*0301 bzw. DRB1*0401 Gene mit Signifikanzwerten von p = 5,3 x 10-49 

bzw. p = 3,0 x 10-18 weitere Gene, u.a. SH2B3 und CARD10, nachgewiesen werden (de Boer 

et al., 2014). Beschrieben sind noch weitere HLA Assoziationen, u.a. protektive Allele, 
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welche die Wahrscheinlichkeit einer AIH verringern (Duarte-Rey et al., 2009) oder je nach 

Subtyp geografische und ethnische Besonderheiten aufweisen (Oliveira et al., 2011). 

Kreuzreaktionen zwischen fremden Bakterienoberflächen und körpereigenen 

Zelloberflächen mit fast homologer Struktur, genannt molekulares Mimikry, sind ein 

weiterer Versuch, die Ätiologie von Autoimmunkrankheiten zu erklären (Christen and von 

Herrath, 2004). Die Aminosäuresequenz des Hepatitis-C-Virus (HCV) Polyproteins zeigt eine 

große Ähnlichkeit zum Leberenzym CYP2D6, das von anti-LKM-1 Antikörpern erkannt wird. 

Somit ist HCV ein potentieller Trigger für die Produktion der anti-LKM-1 Antikörper, welche 

als erhöhter Titer bei der AIH zu messen sind. Auch kommen Hepatitis-B-Virus (HBV), 

Hepatitis-E-Virus (HEV), Zytomegalie-Virus (CMV) und Herpes-Simplex-Virus (HSV) als 

mögliche Auslöser der AIH in Frage (Liberal et al., 2011). Ein allgemeiner Auslöser für die 

AIH ist noch nicht gefunden worden (Liberal et al., 2016). Auch Medikamente können eine 

Hepatitis mit autoimmuner Beteiligung auslösen, wie es zum Beispiel beim Anästhetikum 

Halothan nachgewiesen werden konnte (Neuberger, 1998). 

Ein einflussreicher Stimulus für die massive Einwanderung von inflammatorischen Zellen ins 

Leberparenchym wird weiterhin gesucht und diskutiert. Es gibt mehrere Mechanismen, wie 

die Hepatozyten vom Immunsystem angegriffen werden (Abbildung 2): Im Rahmen des 

adaptiven Immunsystems präsentieren dendritische Zellen (APC) das Antigen mittels MHC 

Komplex, welches CD4 Helferzellen differenzieren lässt und die Sekretion von Zytokinen 

vorantreibt. IL-12 aktiviert Th1 Zellen, um IFNg zu sekretieren, welches zum einen 

Monozyten und zytotoxische CD8 T-Zellen aktiviert und natürliche Killer-Zellen unterstützt, 

und zum anderen eine abnormale Expression der MHC-II auf der Oberfläche der 

Hepatozyten und eine Hochregulation von MHC-I Molekülen induziert, womit die 

Entzündungsreaktion weiter vorangetrieben wird. Ebenso aktivieren IL-10, IL-13 und 

insbesondere IL-4 durch Th2 Zellen das humorale Immunsystem: Aus B-Zellen entstandene 

Plasmazellen produzieren Autoantikörper, welche zytotoxisch wirken und das 

Komplementsystem aktivieren (Liberal et al., 2016). 
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Abbildung 2: Mechanismen des Leberschadens: Überblick der beteiligten Zelltypen und der 
Zytokine (Liberal et al., 2016) 

 

2.1.3 Th17, geheimer Übeltäter?  

Abbildung 2 zeigt noch einen weiteren Weg auf: Die Aktivierung von Th17 Zellen mittels IL-

6. Die Rolle der Th17 Zellen im Rahmen der AIH ist noch nicht ganz verstanden, jedoch 

konnte gezeigt werden, dass Th17 Zellen vermehrt in der pädiatrischen Form der AIH/PSC 

vorkommen als in der rein pädiatrischen AIH (Liberal et al., 2016) und dass die Depletion 

von Th17 Zellen eine T-Zell vermittelte Hepatitis mindert (Lafdil et al., 2009). Th17 Zellen 

findet man gehäuft bei der AIH, welche vermehrt IL-17 produzieren und wahrscheinlich 

Hepatozyten dabei induzieren, das proinflammatorische Zytokin IL-6 zu produzieren. Hier 

könnten interessante therapeutische Ansätze liegen (Zhao et al., 2011). 

 

2.1.4 Akuter Verlauf bei jungen Patienten 

Rund ein Viertel der Patienten zeigen klinisch eine akute ikterische Hepatitis (Stravitz et al., 

2011). Die pädiatrische AIH äußert sich oft akuter und aggressiver als die der jungen oder 

älteren Erwachsenen, sodass von einem akuten Entzündungsgeschehen ausgegangen 

werden muss (Floreani et al., 2013). Dieses Kriterium spielt für die experimentelle 

Untersuchung dieser Dissertation eine entscheidende Rolle. 
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Es gibt zwei Typen der AIH: Typ-1 ist seropositiv für SMA und ANA, Typ-2, fast ausschließlich 

nur im Kindesalter vorkommend, eher für anti-LKM1 Antikörper (Mieli-Vergani and Vergani, 

2009). Häufig sind in der Pädiatrie sklerosierende Cholangitiden mit autoimmunen 

Prozessen koexistent, genannt ASC (engl.: autoimmune sclerosing cholangitits) (Gregorio et 

al., 2001). Vereinzelt wird die AIH erst im fortgeschrittenen Stadium durch klinische Zeichen 

der Leberzirrhose manifest (Portale Hypertension, Hypersplenismus und gastrointestinale 

Blutung) (Manns et al., 2010a). 

 

2.1.5 Diagnostikkriterien und Autoantikörper 

Bei der AIH sind in der Leber histologische Entzündungsreaktionen, nicht-spezifische 

Autoantikörper und erhöhte Konzentrationen von Immunglobulin G zu beobachten (Mieli-

Vergani and Vergani, 2009). Es gibt keinen Einzeltest zur Erkennung der AIH. Im Jahre 1999 

entwickelte die IAIHG einen Score (Tabelle 1), mit dem die Wahrscheinlichkeit einer AIH 

ermittelt werden kann. Werte über 15 bei unbehandelten Patienten (17 bei Behandelten) 

sprechen definitiv, zwischen 10 – 15 (12 – 17 bei Behandelten) wahrscheinlich für eine AIH 

(Alvarez et al., 1999). Dieser Score wird vor allem für wissenschaftliche Zwecke genutzt, da 

er für den klinischen Alltag meist zu komplex ist (Lohse, 2011). Er wird jedoch für Patienten 

herangezogen, die wenige oder atypische Eigenschaften einer AIH aufweisen (Manns et al., 

2015). Für den klinischen Alltag gibt es einen vereinfachten Test (Tabelle 2), welcher sich 

auf die Antikörper und Leberhistologie konzentriert und bei Werten über 6 eine Diagnose in 

Betracht gezogen werden muss, über 7 definitiv (Hennes et al., 2008). Jedoch ist keiner 

dieser Kriterienkataloge gut anwendbar für die juvenile Form der AIH, da Autoantikörper 

Titer häufig sehr viel niedriger sind als die angegebenen adulten Werte (Floreani et al., 

2013). Hinzu kommt, dass mit diesen Scores keine gute differentialdiagnostische 

Unterscheidung zwischen der AIH und der ASC vorgenommen werden kann und deshalb 

häufig eine Cholangiografie durchgeführt werden muss (Hiejima et al., 2011). 



 

 - 9 -  

Tabelle 1: IAIHG - Diagnostischer Score zur klinischen Ermittlung einer AIH (Alvarez et al., 1999) 

 

Parameter Eigenschaft / Messwert Punkte 

Geschlecht Weiblich +2 
Männlich 0 

GOT:GPT (AST:ALT) Ratio > 3 -2 
1.5 – 3 0 
< 1.5 2 

Serumglobuline oder IgG  > 2 über normal +3 
1.5 – 2 über normal +2 
1 – 1.5 über normal +1 
< 1 0 

ANA, SMA oder anti-LKM-1 Titer > 1:80 +3 
1:80 +2 
1:40 +1 
< 1:40 0 

AMA Positiv -4 
Virale Hepatitis Marker Positiv -3 

Negativ +3 
Medikamenten Einnahme 
(hepatotoxische Medikamente) 

Positiv -4 
Negativ +1 

Durchschnittlicher Alkoholkonsum < 25 g/Tag +2 
> 60 g/Tag -2 

Leberhistologie Nekroisierende Hepatitis +3 
Plasmazellen +1 
Rosetten in Hepatozyten +1 
Keine von oberen Kriterien -5 
Biliäre Veränderungen -3 
Sonstige Veränderungen -3 

Weitere Autoimmunerkrankungen Positiv +2 
Seropositiv  Anti-SLA/LP, actin, ASGPR, pANNA +2 
HLA DR3 oder DR4 +1 
Ansprechen der Therapie Remission +2 

Rückfall +3 
 
Tabelle 2: Vereinfachter klinischer Score zur Ermittlung der AIH (Hennes et al., 2008) 

Parameter Eigenschaft / Messwert Punkte 

ANA oder SMA ≥ 1:40 +1 
ANA oder SMA 
oder anti-LKM-1 
oder SLA 

≥ 1:80 
≥ 1:40 
positiv 

+2 

IgG > über normal +1 
> 1,1 mal über normal +2 

Leberhistologie Kompatibel mit AIH +1 
Typisch für AIH +2 

Abwesenheit von viraler Hepatitis Ja +2 
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2.2 Entzündungskontrolle durch aktuelle Therapieprinzipien 

Als Ansatz zur Therapie steht ein breites Spektrum zur Verfügung, jedoch wird bei allen 

Therapieansätzen nicht die Ursache, sondern unspezifisch der Inflammationsprozess 

gehemmt.  

Ziel der Therapie ist die Erreichung und Erhaltung einer Remission zum Schutz vor einer 

Leberzirrhose und weiteren Komplikationen. Eine gewünschte Remission zeigt sich in der 

klinischen Praxis durch normale Transaminasenspiegel, fehlende histologische 

Entzündungszeichen sowie Negativierung der Autoantikörper-Titer (≤1:20 für ANA und SMA 

und ≤1:10 für anti-LKM-1). Die optimale Länge einer Behandlung ist nicht bekannt, kann 

aber mittels Leberbiopsie und Unterbleiben von Entzündungszeichen determiniert werden. 

Bei Normalisierung des Gesamt IgG und bei niedrigen Autoantikörpern kann eine 

Therapiepause nach 1-2 Jahren in Betracht gezogen werden. Dies ist bei AIH Typ-1 häufiger 

der Fall als bei Typ-2. Im Allgemeinen ist jedoch von einer langfristigen Therapiedauer über 

mehrere Jahre auszugehen (Floreani et al., 2013). 

 

2.2.1 Nebenwirkungen aktueller Therapieverfahren 

Die pädiatrische AIH wird mit einer Anfangsdosis von 2 mg/kg/Tag Prednisolon bzw. 

Prednison therapiert, welche sukzessiv über einen Zeitraum von 4-8 Wochen gesenkt wird. 

Eine Absenkung der Transaminasen lässt sich bei 80 % der Patienten innerhalb der ersten 

zwei Monate beobachten (Floreani et al., 2013). Es ist wichtig, dass die Kinder in dieser 

Phase engmaschige labormedizinische Kontrollen erfahren und die Medikationsdosen 

angepasst werden, um die Folgen von Nebenwirkungen abzufangen oder auf neue 

Medikamentengruppen umzusteigen.  

Neben Prednisolon können auch Dexamethason oder Hydrokortison gegeben werden, die 

sich in Pharmakokinetik und Nebenwirkungsspektrum unterscheiden. Glukokortikoide 

hemmen nicht-genomisch oder genomisch u.a. die Gentranskription bestimmter Gene 

durch Bindung an den Glukokortikoidrezeptor-Homodimer oder indirekt 

Transkriptionsprozesse und deren Transkriptionsfaktoren (AP-1 und NF-κB) (Strehl and 

Buttgereit, 2013). Jene Transrepressionseffekte begründen die anti-inflammatorischen 

Effekte (Coutinho and Chapman, 2011). 
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Zudem beeinflussen sie weitere Prozesse: Steigerung der Glukoneogenese, Verringerung 

der Glukosetoleranz, Unterstützung einer katabolen Stoffwechsellage mit daraus folgender 

Muskelatrophie, Verminderung des Knochenwachstums und Osteoporose. Weiterhin steigt 

die renale Ausscheidung von Kalium und Protonen sowie die Retention von Natrium und 

Wasser. Durch die Zuführung von synthetisierten Glukokortikoiden nimmt die körpereigene 

Glukokortikoidsynthese ab, die über eine negative Rückkopplung der Hypothalamus-

Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse gesteuert ist. Daraus resultieren mögliche 

Nebenwirkungen, u.a. Hyperglykämie, Bluthochdruck und gastrointestinale Blutungen 

(Doyle et al., 2010), die die Therapie erheblich beeinträchtigen oder sogar zum Abbruch 

zwingen können. Nebenwirkungen sind abhängig von Therapiedauer und Dosis.  Im 

Allgemeinen werden Nebenwirkungen erwartet, sobald die Cushing-Schwellen-Dosis 

überschritten wird. Die meist verwendeten synthetischen Glukokortikoide haben 

unterschiedliche Wirkungen: 30 mg Hydrokortison haben eine äquivalente 

antiinflammatorische Wirkung wie 7,5 mg Prednisolon oder 1 mg Dexamethason (Paragliola 

et al., 2017). 

Zu den wichtigsten Nebenwirkungen gehören erhöhte Infektanfälligkeit und Exazerbation 

bestehender Infektionen, Störung der Wundheilung, ophthalmologische Beschwerden, 

Hautveränderungen (Striae distensae, Akne) und ein iatrogen induziertes Cushing-Syndrom 

(Hypertonie, Fettverteilungsstörung, Amenorrhö) (Schacke et al., 2002). Da die lipophilen 

Glukokortikoide die Blut-Hirn-Schranke überwinden können, treten ebenfalls psychische 

Störungen auf, wie Schlaflosigkeit, Nervosität, Persönlichkeitsveränderungen bis hin zu 

Psychosen (Hodgins et al., 2018) (Paragliola et al., 2017). 

Der Entdeckung des Kortisols und seiner Wirkungen wurde als ‚wahres Wundermedikament 

bejubelt’ und bescherte den Amerikanern E. C. Kendall und P. S. Hench sowie dem 

Schweizer T. Reichstein 1950 den Nobelpreis (www.nobelprize.org (01.07.2018)). Dennoch 

ist die Anwendung von Kortikosteroiden insbesondere bei pädiatrischen Patienten mit 

vielen Problemen behaftet. Unter anderem kann es durch den katabolen Effekt zur 

Wachstumshemmung kommen. Kleinere, höher frequentierte Tagesdosen haben weniger 

Auswirkungen auf eine verringerte Endgröße als eine hochdosierte Kortisontherapie. 

Allerdings ist eine zu niedrig dosierte Steroidtherapie bei aggressiven AIH Formen mit einer 

höheren Wahrscheinlichkeit für einen Rückfall assoziiert (Sokollik et al., 2018) (Samaroo et 

al., 2006). 
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Budenosid ist eine Alternative zu Prednison, welches weniger Nebenwirkungen aufweist, 

jedoch bei bereits zirrhotischen Patienten ungenügend wirkt und daher nur bei nicht-

zirrhotischen Patienten diskutiert werden sollte (Manns et al., 2010b). Nach 6 Monaten 

weisen Budenosid und Prednison in Kombination mit Azathioprin eine Remissionsrate von 

15,8 % bzw. 14,8 %, nach 12 Monaten 50 % bzw. 41,1 % auf (Woynarowski et al., 2011). 

Bei 85 % der Patienten wird als zweite Medikamentengruppe allein oder in Kombination 

häufig das Immunsuppressivum Azathioprin eingesetzt, dessen Metabolit 6-Mercaptopurin 

die zelluläre Immunantwort inhibiert. Am King’s College Hospital in London beispielsweise 

wird mit einer Dosis von 0,5 mg/kg/Tag gestartet, welche bei Unterbleiben von toxischen 

Zeichen bis zu 2,5 mg/kg/Tag hochdosiert wird, denn ein ideales therapeutisches Level ist 

bisher nicht festgelegt worden. Die Dosierung von Azathioprin differiert zwischen 

verschiedenen Fachzentren deutlich. Die Gefahr beim Azathrioprin liegt in seiner 

hepatotoxischen Wirkung, welche eine ikterische Stoffwechsellage verstärken kann 

(Floreani et al., 2013). Ebenfalls ist Azathioprin mutagen und teratogen (Leroy et al., 2015). 

Es können Knochenmarkdepressionen mit Leukopenie, Übelkeit, Durchfall und Erbrechen 

auftreten. Bei resistenten oder Azathioprin intoleranten Patienten kann auf Mycophenolat-

Mofetil umgestellt werden (Aw et al., 2009), welches selektiv die DNA-Synthese in 

Lymphozyten hemmt (Freissmuth et al., 2016). Bei Nicht-Ansprechen oder zu starken 

Nebenwirkungen können darüber hinaus Calcineurininhibitoren in Betracht gezogen 

werden (Floreani et al., 2013) . 

 

2.2.2 Können Lebertransplantationen helfen? 

Lebertransplantationen sind indiziert, wenn der durch die Erkrankung ausgelöste 

Leberschaden zu groß und die Leberfunktion stark eingeschränkt ist. Eine Transplantation 

kann bei AIH Patienten lebensrettend sein (Sahebjam and Vierling, 2015). Denn trotz 

Behandlung mit Glukokortikoiden erleben 40 % der behandelten Kinder einen Rückfall, der 

durch wieder steigende Transaminasen charakterisiert ist (Gregorio et al., 1997). 

Bei 10 % der AIH erkrankten pädiatrischen Patienten wird eine Lebertransplantation 

durchgeführt, 20 % der Erkrankten erleiden ein Rezidiv. (Liberal et al., 2012) Die 5 Jahres-
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Überlebensrate bei lebertransplantierten Patienten in Europa und den USA mit einer AIH 

liegt bei 72 % (Mendes et al., 2011). 

Das Risiko an einer de novo AIH zu erkranken ist nach einer Lebertransplantation höher, die 

aufgrund einer anderen Erkrankung durchgeführt werden musste (Hernandez et al., 2001). 

 

2.3 Tiermodelle der AIH 

Die Herausforderung der zugrundeliegenden experimentellen Arbeit besteht darin die AIH 

unter möglichst einfachen Laborbedingungen gut zu imitieren. Dabei ist zu bedenken, dass 

viele murine Tiermodelle humane Krankheiten nicht vollständig abbilden und Ätiologie 

sowie die genaue Pathogenese der AIH bisher nicht verstanden sind. Gewünscht ist ein 

Schadensmodell, welches einen progressiven Leberschaden, eine akute Hepatitis mit 

erhöhten Transaminasen, imitiert.  

Dabei gibt es mehrere Aspekte zu berücksichtigen: Erstens werden in einigen Modellen mit 

den für die AIH typischen Autoantikörpern gearbeitet, obwohl bis heute noch kein direkter 

Pathomechanismus gefunden wurde. Zweitens spielen im Serum messbare 

inflammatorische Faktoren eine wichtige Rolle, wie z.B. Chemokine und Zytokine, welche 

bei AIH Patienten erhöht sind. Drittens wurde ein gestörtes Verhältnis zwischen Th1 und 

Th17 Zellen mit erhöhtem Vorkommen nachgewiesen (Christen, 2018). Im idealen AIH 

Modell werden alle 3 Aspekte zur Nachahmung der Erkrankung genutzt.  

Es gibt Tiermodelle, die mit lebertoxischen Substanzen arbeiten, beispielsweise bereits seit 

1970 mit Lipoproteinen (Buschenfelde et al., 1972), dem Protein Concanavalin A (Tiegs et 

al., 1992) (Heymann et al., 2015) oder durch wiederholende intraperitoneale Applikation 

von Sutellaria baicalensis und Bupleurum chines (Wang et al., 2014). Des Weiteren wird mit 

transgenen Mausmodellen gearbeitet wie den NTxPD-1 -/- Knock-Out-Mäusen, die durch 

Dysbalance der T-Zell Populationen eine massive Lebernekrose erfahren (Kido et al., 2008), 

den Aire (Autoimmun regulierten) defizienten Mäusen, die zu 20 % eine AIH erwerben 

(Obermayer-Straub et al., 2001) oder den Traf6 ∆TEC Mäusen, die die negative Selektion 

von T-Zellen beeinträchtigen (Bonito et al., 2013).  
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Darüber hinaus gibt es Tiermodelle, welche mit Autoantigenen einer AIH arbeiten: Humane 

Autoantikörper gegen das Cytochrom-P450 Enzym CYP2D6, welches typisch für die AIH-2 

ist, oder das Enzym FTCD können im murinen Modell mit Hilfe von Adenoviren (Ad-2D6 

bzw. Ad-FTCD) als Trigger benutzt werden, um eine hepatische Inflammation zu generieren 

(Holdener et al., 2008) (Hardtke-Wolenski et al., 2013). 

Das in vivo Leberschadenmodel mit dem Lipopolysaccharid (LPS) aus E. coli und dem 

Aminozucker Galactosamin (Gal-N) ist einfacher durchführbar als beispielsweise 

Versuchsabläufe mit Knockout-Maus Züchtungen.  

Unabhängig von der AIH gibt es viele Forschungsgruppen, die mit den Substraten LPS und 

Gal-N arbeiten, um murine Leberschäden zu setzen. Dabei variierten die Dosen und die 

möglichen Applikationswege zwischen intravenös (i.v.) und intraperitoneal (i.p.): Je nach 

Fragestellung wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedliche 

Applikationsdosen und -arten verwendet. Beispielsweise  nutzte eine Arbeitsgruppe die 

Dosen  25 ng LPS und 20 mg Gal-N pro Versuchstier i.v. (Yoshida et al., 2007), eine andere 

10 µg/kg LPS und 500 mg/kg Gal-N i.p. (Yang et al., 2015a) oder eine weitere 1 µg LPS und 8 

mg Gal-N pro Versuchstier i.v.  (Emoto et al., 2003).  

Ein geeignetes Schadensmodell soll im Labor etabliert werden, um einerseits anhand 

gemessener Zytokine (IL-6) oder Transaminasen (ALT) auf einen entstandenen 

Leberschaden zu schließen. Andererseits muss es zu definierten Zeitpunkten möglich sein, 

dem Versuchstier Blutserum und Leber für weitere Analysen zu entnehmen (Kapitel 4.2.3).  

 

2.4 Nanotechnologie, eine neue Alternative? 

„Die Möglichkeiten der Nanomedizin zur Verbesserung der Gesundheit sind grenzenlos“ 

(Pautler and Brenner, 2010). Solche und viele weitere enthusiastische Zuschreibungen liest 

man gehäuft in der Literatur. Seit zirka 10 Jahren steigt die Anzahl der in PubMed 

gefundenen Reviews auf 1134 im Jahr 2020 über nanomedizinische Themen kontinuierlich 

an. Durch die Erforschung und Entdeckung verschiedenster Nanopartikel kommt es zu 

vielreichenden Anwendungsgebieten (Sweeney, 2015). 
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Abbildung 3: Anzahl der Reviews gefunden zum Stichwort „nanomedicine“ auf der 
englischsprachigen PubMed Plattform www.pubmed.gov ab dem Jahr 2002 bis 2020, Stand: 
15.05.2021 

Die Nanotechnologie wird durch verschiedene Forschungsinitiativen gefördert. Die 

Europäische Kommission stellte von 2003 bis 2006 1,3 Milliarden Euro Forschungsgelder 

zur Verfügung (The Lancet Vol 362, 2003) und aus dem Etat des Präsidenten der 

Vereinigten Staaten von Amerika wurden allein für das Jahr 2016 1,5 Milliarden US Dollar 

für den Forschungsbereich eingesetzt (Chang et al., 2015). Auch für Entwicklungsländer 

kann die Technologie von besonderem Interesse sein: Es  gibt Bestrebungen, Krankheiten 

wie Tuberkulose (Dube et al., 2013) oder HIV (Lisziewicz and Toke, 2013) mittels 

nanotechnischer Verfahren zu behandeln. Das erste nanomedizinische Produkt Doxil® 

gelangte vor mehr als 20 Jahren auf den Markt (van der Meel et al., 2013), welches als 

liposomales Nanopartikel vorliegend eine geringere Kardiotoxizität und optimalere 

Pharmakokinetik aufweist (Lyseng-Williamson et al., 2013). Durch Nanotechnologie 

entsteht im pharmazeutischen Bereich der Krebstherapie durch mRNA Impfungen neue 

Möglichkeiten (Reichmuth et al., 2016). 2020 gelang es durch nanopartikuläre 

Formulierungen den Firmen BioNTech und Pfizer mit Comirnaty® (Lamb, 2021) sowie 

Moderna mit der mRNA-1273 (Baden et al., 2021) eine Impfung gegen das SARS-CoV-2 

Virus zu etablieren. Hier werden kationische Lipide mit Cholesterol und pegyliertes Lipid 
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kombiniert (Ickenstein and Garidel, 2019), welche durch Komplexbildung die mRNA, 

welches das Genom zur Sequenzierung für das Spike Protein des SARS CoV-2 Virus 

beinhaltet, stabilisiert und vor RNAsen schützt. 

Nanopartikel ermöglichen je nach Beschaffenheit und Material einzigartige nützliche 

Funktionen, um in Zellen eindringen zu können und so die Freisetzung des Medikaments 

optimaler zu steuern (Langer and Weissleder, 2015). Die Vielfalt der verschiedenen 

Subtypen von Nanopartikeln ist groß (Abbildung 4): So können die Hüllen der Nanopartikel 

aus Lipiden, organischen oder anorganischen Materialien bestehen. Polymere spielen 

hierbei eine wichtige Rolle. 

 

Abbildung 4: Überblick über verschiedene Nanopartikelsysteme (Letchford and Burt, 2007) 

Zu den Polymeren gehören unter anderem Nanosphären und die in dieser Arbeit 

verwendeten Nanokapseln, welche nicht nur therapeutisch, sondern auch diagnostisch 

eingesetzt werden (Langer and Weissleder, 2015). Auch werden diese als nano-vesikuläre 

Systeme definiert, die eine typische Kern-Schalen-Struktur aufweisen (Mora-Huertas et al., 

2010). Es handelt sich hierbei um 1 bis 1000 nm große Teilchen, bei denen die zu wirkende 

Substanz einkapsuliert, gelöst oder aufgenommen werden kann (Letchford and Burt, 2007). 
Verschiedene Strukturen für den Aufbau der Nanokapseln sind vorstellbar (Abbildung 5): 

Entweder kann der Kern die aktive Substanz in flüssiger (a), fester beziehungsweise 

polymerisierter Form (b) oder als molekulare Dispersion (c) beinhalten (Mora-Huertas et 

al., 2010). 
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Abbildung 5: Kombinationsmöglichkeiten von Träger- und Freisetzungsstoffen (Mora-Huertas et 
al., 2010)   

 

2.5 Glukokortikoid-Nanokapseln: „Cargo and Carrier“ 

Ziel der Dissertation ist es, dass intravenös applizierte Nanokapseln im Blut zirkulieren bis 

sie in der Pfortaderregion von Kupfferzellen phagozytiert werden. Jede Nanokapsel agiert 

dabei wie ein „Nanocontainer“(Baier et al., 2012), der Dexamethason im Kern gelöst für das 

biologische System bereitstellt. Eine subkutane oder orale Applikation wäre in diesem Fall 

nicht zielführend, da nicht-antigenpräsentierende Langerhans Zellen der Haut (Liard et al., 

2012) beziehungsweise enterochromaffine Zellen des Gastrointestinaltraktes (van der 

Lubben et al., 2001) die Partikel primär aufnehmen würden. Da die Inflammation und 

Immunantwort hauptsächlich in der Leber vermutet wird, fügt sich die Idee des Modells 

ideal mit der Therapie der DXM NC zusammen: Das angeborene unspezifische 

Immunsystem der Leber nimmt die Glukokortikoide auf, um so die subsequenten 

Inflammationsprozesse zu supprimieren.  

Polymere Trägersysteme haben das Potential DXM gezielter freizusetzen (Urbanska et al., 

2014), um den Therapieeffekt am Ort der Inflammation zu erhöhen. Gleichzeitig werden die 
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systemischen Nebenwirkungen u.a. dadurch vermindert, dass die Blut-Hirn-Schranke nicht 

überwunden wird. Verschiedene Forschungsgruppen arbeiten mit unterschiedlichen DXM 

Träger- und Freisetzungssystemen, so zum Beispiel mit Polylactid-co-glycolid (PLGA) 

(Gomez-Gaete et al., 2007), DXM Polymer-Mizellen (Coimbra et al., 2012), 

Polyethylenglycol (PEG) (Liu et al., 2010), Liposomen (Bhardwaj and Burgess, 2010), 

Hydroxyethylstärke (HES) (Fichter et al., 2013), Lipid-Nanopartikeln (Chen et al., 2018) oder 

Silika-Nanokapseln (Jiang et al., 2020). Es wurden keine toxischen Effekte oder 

Nebenwirkungen dieser Trägersysteme dokumentiert. Bis 2014 wurden die genannten 

Polymersysteme vorwiegend durch in vitro Modelle untersucht (Urbanska et al., 2014), 

woraufhin erste Arbeitsgruppen begannen, DXM Trägersysteme in vivo zu testen (Bartneck 

et al., 2015). Als Anwendung werden zum Beispiel DXM geladene PLGA-TPGS Nanopartikel 

im Vergleich zu herkömmlichen DXM getestet, die bei intravitrealer Applikation die 

Bioverfügbarkeit des DXM bessern und somit Anwendungen für hintere 

Augensegmenterkrankungen finden könnten (Yang et al., 2013). 

Für die in vitro und in vivo Experimente wurden DXM Nanokapseln verwendet, deren Inhalt 

und die Hülle selbst aus polymerisiertem DXM 21-Phosphat-Dinatrium Salz (Fortecortin®) 

bestanden, welches als Pro-Pharmakon im Organismus zu aktivem DXM umgewandelt wird 

(Hemenway et al., 2007). So kommen weniger unterschiedliche Stoffe und Chemikalien in 

Kontakt zum in vivo Organismus, welche unerwünschte Immunantworten und mögliche 

Überreaktionen generieren könnten. Als eine Art Monosystem ist DXM Inhalt und Träger 

(„Cargo and Carrier“) in einer Kapsel, somit konnte bei der Synthese der polymerisierten 

Kapseln auf andere Substanzen verzichtet werden. 

Basierend auf Vorarbeiten der eigenen Laborgruppe konnte durch in vitro Experimente 

gezeigt werden, dass DXM NCs von NPCs der Leber aufgenommen werden. Mittels 

konfokaler Laserscanning-Mikroskopie und mit cy5 gefärbten DXM NCs wurde die 

Aufnahme und Freisetzung des DXM in die Zellen verdeutlicht (Abbildung 6). Die 

Phänotypisierung der Zellen war möglich: CD45+F4/80+ (Kupffer) Zellen und CD45-CD31+ 

(LSECs) nahmen DXM NCs auf (Fichter et al., 2013).  

Für die in vivo Experimente wird angenommen, dass durch i.v. Applikation die DXM NC in 

der Leber akkumulieren und von den dortigen Zellen, unter anderem in den Gefäßen des 

sinoidalen Systems befindlichen Kupfferzellen, phagozytiert werden (Sadauskas et al., 
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2007).  Kupfferzellen repräsentieren ca. 35 % der Nicht-parenchymen Leberzellen (Gregory 

and Wing, 2002), nehmen im Rahmen der adaptiven Immunantwort unspezifisch Partikel 

aus dem Blut auf (Parker and Picut, 2005) und produzieren unter anderem IL-6 (Tan et al., 

2009) (Fichter et al., 2013).  

 

Abbildung 6: Konfokales Laserscanning cy5 gefärbter DXM NCs und deren Aufnahme in NPCs. 
(Fichter et al., 2013)  

Generell steigen IL-6 Konzentrationen bei Entzündungsreaktionen (Tanaka et al., 2014). 

Nanokapseln verhalten sich unter in vivo Bedingungen unterschiedlich als in vitro, da 

Zellkulturen mit konzentrierten Populationen nicht die komplexen physiologischen 

Rahmenbedingungen widerspiegeln. Unter anderem interagieren Nanokapseln in vivo mit 

Proteinen, Lipiden und anderen Metaboliten des Blutes, Zelloberflächen, Temperatur und 

unterschiedlichen pH-Milieus (Cedervall et al., 2007). In Zusammenschau all dieser Prozesse 

wird von dem Phänomen der Corona gesprochen: An der Oberfläche der Kapseln lagern 

sich Biomoleküle, welche nicht nur die physikalischen und chemischen Eigenschaften, 

sondern auch die biomedizinischen Eigenschaften ändern können (Feliu et al., 2016). Bei 

einer möglichen klinischen Anwendung der DXM NCs müssten die genannten biologischen, 

physikalischen und chemischen Phänomene genau untersucht und verstanden werden.  
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3.  MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Tiere, TARC & Ethikantrag 

Für die in vivo Versuche wurden weibliche C57BL/6J Mäuse in einem Alter von 6 bis 8 

Wochen verwendet. Die Tiere wurden vom krankenhauseigenen Versuchstierinstitut der 

Universität Mainz bezogen und aufbewahrt, wo sie einem regelmäßigen 12h Tag-Nacht-

Rhythmus ausgesetzt waren und ständigen Zugang zu Futter und Wasser hatten.  

Bei den Versuchen wurde darauf geachtet, dass die Mäuse ungefähr das gleiche Gewicht 

hatten. Im Schnitt wiesen sie ein Gewicht von 19,6 g (±1,1 g) auf. 

Fähigkeiten und Grundkenntnisse in der Pflege, Betreuung und tierschutzgerechter Tötung, 

Probeentnahme, Applikation und Anästhesie bei Versuchstieren wurden im „Translational 

Animal Research Center“ der Universität Mainz vermittelt.  

Der Ethikantrag wurde im Februar 2013 gestellt und daraufhin genehmigt. 

Alle Ergebnisse, Experimente und Rohdaten wurden analog und digital erfasst und 

gespeichert. 
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3.2 Geräte  

Tabelle 3: Liste benutzter Geräte 

Material (alphabetisch) Information 

Absaugsystem  Integra IBS Vacusafe comfort 

Firma Integra Biosciences 

Brutschränke CO2 Inkubator Heracell 240i  

Firma Thermo Fisher Scientific 

ELISA Waschgerät Dynex Opsys MW™ Microplate Washer 

 Firma Dynatech 

FACSCantoTM Firma BD Biosciences 

Fixateur für Versuchstier Föhr Medical Instruments GmbH 

LSR II Firma BD Biosciences 

Mikroskop Olympus CKX41  Firma Olympus Life Science Solutions  

Photometer 

 

Sunrise Mikrotiterplatten 

Firma Tecan 

Pipetten  

 

2,5, 10, 20, 100, 200 und 1000 μL 

Firma Eppendorf Research  

Pipetus®-Akku  Firma Hirschmann Laborgeräte 

Rotlichtlampe Firma Luxoplast 

Sartorius Analysewaage Firma AS Wägetechnik 

Zentrifuge Megafuge 16R Firma Thermo Scientific 

Zentrifuge Fresco 17 Firma Thermo Scientific 

 

3.3 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 4: Liste allgemeiner Verbrauchsmaterialien 

Material (alphabetisch) Information 

Aluminiumfolie - 

Einmalpipetten  1, 5, 15 und 25 ml 

Firma greiner bio-one 

Mundschutz Firma Halyard Health 

Octeniderm alkoholisches Hautantiseptikum, Firma Schuelke 
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Material (alphabetisch) Information 

Parafilm® Länge 38m x Breite 100mm, Firma Bemis 

Pasteurpipetten Firma Hirschmann Laborgeräte, Deutschland  

Pipetten  10, 200 & 1000 µl graduated tip 

Firma Starlab 

Reaktionsgefäße  Falcon™ Round-Bottom Polystyrene Tubes  

Firma Falcon Brand products  

Styroporplatte (aus alten Kühlungsboxen recycelt) 

Zentrifugenröhrchen, Falcon©  Firma Falcon Brand products, 15 & 50 ml 

 

3.4 Chemikalien & Lösungen 

In diesem Abschnitt werden Chemikalien und Lösungen aufgelistet, die in verschiedenen 

Versuchen zur Anwendung kamen. Spezifische Chemikalien und Lösungen für bestimmte 

Experimente werden in dem dazugehörigen Kapitel erwähnt. 

Tabelle 5: Liste verwendeter Chemikalien 

Material Information 

EtOH Firma Roth® , Ethanol 70% vergällt, 5l 

≥ 70%, mit ca. 1 % MEK 

PBS Firma Sigma-Aldrich®, D8537, 500 ml, Lot RNBD7616 

FCS Firma Hyclone, Calf Growth Serum 

Lot APM22522, DEC2009, Lagerung -18° C 

HBSS Firma Sigma-Aldrich ®, H6648 

500 ml, Lot RNBD7298 

P/S Firma Sigma-Aldrich ®, P0781-100ML 

Penicillin Streptomycin 

Lot 04M4802V, Lagerung -18° C 

RPMI-1640 MEDIUM Firma Sigma-Aldrich ®, R0883 

500 ml, Lot RNBD8622, Lagerung 7° C 
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3.4.1 Ansetzen von LPS 

Tabelle 6: Materialien zur Herstellung des LPS 

Material (alphabetisch) Information 

H2O dest. Aqua, Firma Braun 

LPS LPS-EB Ultrapure, Firma InvivoGen 

Lot. # L3P-38-02 

 

Zielkonzentration des LPS für die in vitro Kapselversuche und das in vivo Schadensmodell 

waren 1 mg/ml. Unter sterilen Bedingungen wurden 1 mg Gal-N in 1 ml destilliertem H2O 

gelöst und bei -20° C aufbewahrt. 

 

Abbildung 7: Kristallstruktur (PDB: 3FXI) des LPS-Moleküls aus E. coli (C grün, O rot, N blau, P 
orange). [PyMOL (Schrödinger, Version 2.1.1), 11.07.2018 nach (Park et al., 2009)] 

3.4.2 Ansetzen von Galactosamin 

Tabelle 7: Materialien zur Herstellung des Gal-N 

Material (alphabetisch) Information 

NaCl 0,9% Isotonische Kochsalzlösung in 

Polyethylenampullen, Firma Fresenius Kabi 

Gal-N D-Galactosamin Hydrochlorid ≥ 98%, C6H14CINO5, M 

215,64 g/mol, Firma Roth® 
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Zielkonzentration des Gal-N für das Schadensmodell waren 50 mg/ml. Dafür wurden unter 

sterilen Bedingungen (Filter, Sterilbank) 500 mg Gal-N in 10 ml sterilem NaCl aufgelöst und 

bei -20° C in kleinen Reaktionsgefäßen aufbewahrt. 

 

Abbildung 8: Galactosamin (Gal-N), [Chemsketch, 10. 07.2018] 

 

3.5 DXM Nanokapseln 

Die in den Experimenten verwendeten Dexamethason-Phosphat-Nanokapseln (kurz: DXM-P 

NC) wurden im Max-Planck-Institut für Polymerforschung in Mainz synthetisiert und 

analysiert. Nach Testung der Kapseln in vitro und erfolgter ELISA-Analyse wurden die 

Kapseln schließlich den Mäusen i.v. über die Schwanzvene in NaCl gelöst appliziert.  

 

Abbildung 9: Dexamethason-Phosphat Nanokapseln in Elektronenrastermikroskop [MPI, Keti 
Piradashvili, 04.05.2016] 

Zur Synthese der Kapseln: 1000 µl Dexamethason 21-Phosphat-Dinatrium Salz 

(Fortecortin®) (10 mg/ml) und 400 µl PBS Puffer wurden als wässrige Phase mit 20 mg NaCl, 

100 mg Surfactant (Poly((Ethylen-Co-Butylene)-b-(Ethylenoxid)), welcher als grenzflächen-
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aktive Substanz zwischen den beiden Phasen fungiert, in 7,5 g Cyclohexan bei 25° C für 1 h 

vermischt. Danach wurde das Gemisch mit Hilfe von Ultraschall homogenisiert. 

Anschließend wurde für die Dauer von 5 Minuten 5 g Cyclohexan, 30 mg Surfactant und 

40 mg TDI (2,4-Toluen-Diisocyanat) durch Tröpfeln hinzugefügt. TDI fungiert bei der 

Synthese als sogenannter Crosslinker, welcher die Moleküle der Nanokapselhülle 

polymerisierend vernetzt. Die Reaktion erfolgte in 24 h durch ständiges Rühren. 

Anschließend wurden die Kapseln durch Zentrifugation gereinigt, um Surfactant und das 

Cyclohexan zu entfernen, und für 24 Stunden durch ständiges Umrühren in SDS-Lösung 

gelöst. Durch Ultraschallbad, Dialyse und weiteres Zentrifugieren wurden die Kapseln 

gereinigt und schließlich in 0,9 % NaCl resuspendiert (Fichter et al., 2013). Die Kapseln 

wurden im eigenen Labor unter ständigem Mischen mittels magnetischen Rührfischs bei 4° 

C aufbewahrt und nach maximal 6 Wochen verworfen.  

3.6 Anästhesie 

Tabelle 8: Materialen zur Durchführung der Anästhesie 

Material (alphabetisch) Information 

Ketaminhydrochlorid Ketamin-hameln 10x10ml 

Firma hameln pharmaceuticals GmbH 

50 mg/ml Injektionslösung 

Rompun® 2% Wirkstoff Xylaxinhydrochlorid 

Firma Bayer, 25ml 

 

Zwanzig Minuten vor Beginn einer Intervention wurde das Versuchstier mit Ketamin und 

Rompun analgesiert, relaxiert und sediert. Insgesamt 0,6 ml Ketamin (50 mg/ml Ketamin-

hameln) wurden mit 0,2 ml Xylazin (20 mg/ml Rompun) und 1,7 ml NaCl vermischt, wovon 

pro 20 g Körpergewicht der Maus 250 µl i.p. injiziert wurden.  

Um eine erfolgreiche Analgesierung und Sedierung zu gewährleisten, wurden die 

Beatmung, die Vigilanz und die Reflexe der Maus beurteilt. Hierbei wurde u.a. der 

Zwischenzehenreflex ausgelöst (Arras et al., 2001). 
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3.7 Erhalten der Blutproben 

Tabelle 9: Materialien für murine Blutentnahme 

Material (alphabetisch) Information 

BD MicrolanceTM 3  

 

Firma Becton Dickinson,  

20G 1½’’ – Nr. 1; 0,9 x 40 mm 

Lot 1504 23 

Li-Heparin Probengefäß Firma Sarstedt 

35 I.E. Heparin / ml Blut 

Lot 1072002 

Na-Heparin Einmal-Kapillarpipetten Firma Hirschmann® Laborgeräte, 25 µl 

 

Die mit PBS verdünnten Proben wurden bei Raumtemperatur mit 2000 x g für 10 min 

zentrifugiert. Das überstehende Plasma wurde pipettiert und entweder bei -20° C 

konserviert oder sofort zur Messung weiterverwendet (CBA, ELISA oder Zentrallabor). 

3.7.1 Blutentnahme aus der Schwanzspitze des Versuchstiers 

Der analgesierten Maus wurde mit einer vorher alkoholdesinfizierten Schere ein kleines 

Stück Schwanzspitze entfernt und unter eine Infrarot-Wärmelampe zur Weitstellung der 

venösen Gefäße gehalten. Mit einer 25 µl heparinisierten Glaskapillare wurde Blut 

entnommen und mit PBS verdünnt. Die Menge des abnehmenden Blutes hing von der zu 

gewünschten Messgröße ab: 

- Zytokine für CBA oder ELISA Messung 

ð 25 µl Blut mit 25 µl PBS verdünnen (1:2) 

- Transaminasen für Zentrallabor der Universitätsmedizin Mainz 

ð 50 µl Blut mit 100 µl PBS verdünnen (1:3) 

 

3.7.2 Blutentnahme durch Herzpunktion des Versuchstiers 

Um größere Volumina an Blut zu gewinnen, wurde abhängig von der Fragestellung per 

Herzpunktion 200 bis 300 µl Blut entnommen. Hierbei war jedoch keine weitere Messung 

im Experiment möglich, da das Tier nach der Entnahme verstirbt. Nach Analgesierung, 
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Sedierung und Überprüfung der Reflexe (Kapitel 3.6) wurde nach Desinfektion des Fells die 

Maus abdominal eröffnet und das untere Diaphragma freigelegt. Mit einer 20G Kanüle 

wurde im flach gehobenen Winkel das Diaphragma, die Pleura und der Herzbeutel 

durchstochen, um das Blut aus der Herzkammer entnehmen zu können. Dabei musste 

beachtet werden, dass bei ungenauer Injektion ein möglicher Pneumothorax die 

Blutentnahme erschweren konnte. Nach erfolgreichem Materialgewinn wurde die Maus 

durch Überstreckung getötet und fachgerecht entsorgt. 

 

3.8 Zellisolation & Zellkulturen 

3.8.1 Isolation Nicht-Parenchymaler-Leberzellen  

Tabelle 10: Materialien zur Gewinnung der murinen NPCs 

Material (alphabetisch) Informationen 

BD DiscarditTM II Firma Becton Dickinson S.A., 20ml 

Lot 1509116 

Collagenase Firma Roche 

100 mg/ml in HBSS 

DNAse Typ I 2,5 mg/ml in HBSS 

HistodenzTM  Firma Sigma-Aldrich ®, H6648 

Lot WXBB7925V 

C19H26I3N3O3 MW: 821.14 g/mol 

Injekt® - F Firma B. Braun Melsungen AG 

ml – 1 ml / Luer Solo 

Lot 15H31C8 

Minisart® Filter Firma sartorius stedim, 0.20µl 

Single use filter unit. Nicht pyrogenisch. 

Lot 41195103 

Neubauer-Zählkammer Firma Marienfeld-Superior, Deutschland 

Sterican® Firma Braun,  

26G 1’’ – 0,45 x 25 mm 

Lot 1509116 

Verbindungsleitung micro 15 cm Firma MDSS GmbH, steril 

Lot 2940419 
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Zu den Nicht-Parenchymzellen der Leber gehören unter anderem die sinoidalen 

Endothelzellen, natürliche Killerzellen, CD4+ und CD8+ T-Zellen, Dendritische Zellen, Ito-

Zellen beziehungsweise hepatische Sternzellen und die Kupfferzellen (Mohar et al., 2015) 

(Xing et al., 2016). Mit Hilfe des beschriebenen Verfahrens kann man die genannten Zellen 

von den Hepatozyten isolieren. 

Die Extremitäten der narkotisierten Maus wurden auf einer Styroporplatte, welche mit 

Aluminiumfolie überspannt war, mit Injektionsnadeln fixiert und das Abdomen mit Ethanol 

(EtOH) desinfiziert. Nach kranial wurde nun etwas oberhalb der Harnblase das Abdomen 

der Maus bis zum unteren Sternum eröffnet und zur Darstellung der Vena hepatica wurden 

oberer und unterer Gastrointestinaltrakt so gut wie möglich nach lateral verlagert. Nach 

Punktion der Pfortvene mit einer 26G Nadel und einer 30cc Spritze wurde die Leber 

langsam mit 4° C gekühltem 20 ml Perfusionsmedium (HBSS + 5% FCS + 40 mg / 100 ml 

Collagenase + 0,001% DNAse Typ I) durchspült.  

 

 

Abbildung 10: Gewinnung von NPCs mittels Durchspülen der Leber mit Perfusionsmedium. 
[Februar 2016] 

Sobald die Leber allmählich bleich wurde und sich ausdehnte, wurde der untere Teil der 

Vena cava inferior aufgeschnitten und das Perfusionsmedium konnte auslaufen. Durch 

Kompression der unteren Hohlvene mit einer Pinzette konnte die Leber mehrere Zyklen gut 

durchgespült werden.  
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Nach Beendigung des Spülvorganges musste die Gallenblase ohne Beschädigung vorsichtig 

entfernt und die Leber aus dem Abdomen entnommen werden. Falls mehrere NPC 

Isolationen an einem Versuchstag durchgeführt wurden, wurden die Zellen auf Eis 

zwischengelagert. In kleine Stücke geschnitten wurden die Lebersegmente bei genau 37° C 

für genau 15 min in einem 50 ml Reaktionsgefäß mit 5 ml Perfusionsmedium im 

Brutschrank aufbewahrt. Bei Überschreiten der 15 min stieg die Wahrscheinlichkeit, dass 

Oberflächenmarker auf den Zellen verdaut werden.  

Unter der Sterilbank wurde nun mit dem Ende des Kolbens einer 1 ml Spritze die Leber 

durch ein Nylonfilter gedrückt. Hierbei wurden nicht gewünschte Rückstände wie zum 

Beispiel Haare oder Fett durch das Sieb aufgehalten. In regelmäßigen Zwischenschritten 

wurde insgesamt 50 ml Waschmedium (RPMI + 5%FCS + 1% P/S) zum Durchspülen des 

Filters hinzugegeben und später wieder auf Eis gestellt.  

Nun wurde das Röhrchen bei 400 rpm für 15 min bei 4° C zentrifugiert. Vorsichtig wurden 

48 ml Überstand mit der Pipette abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 

Das Pellet bestand hauptsächlich aus parenchymalen Zellen, die verworfen wurden.  

In einem zweiten Zentrifugationsschritt bei 4°C und 300 x g für 10 min setzten sich die 

vorher gelösten Zellen ab. Der Überstand wurde verworfen. In genau 1 ml eiskaltem HBSS 

wurde nun das Pellet gelöst und in ein kleines Röhrchen mit 2 ml gekühlten 30 % Histodenz 

(3 g Histodenz gelöst in 7 ml HBSS, ohne Calcium und Magnesium) überführt und sanft 

durchmischt. Tropfen für Tropfen wurde HBSS der Mischung aufgeschichtet, welches durch 

einen geringeren Dichtegradienten oben auf der Mischung liegen blieb. Nach Zentrifugation 

ohne Beschleunigung und Bremse bei 1500 x g, 4° C und 20 min wurden die NPCs mit einer 

Glaspipette an jener Grenzfläche entnommen, die man als trüb braune Schicht im Röhrchen 

identifiziert. In einem 15 ml Reaktionsgefäß wurden die gesammelten NPCs im 

Waschmedium gelöst (pro Leber ein Reaktionsgefäß) und in einem letzten Schritt bei 

300 x g, 4° C und 10 min zentrifugiert.   

Um die Anzahl der Zellen mittels Neubauer-Zählkammer feststellen zu können, wurde das 

Pellet in genau 1 ml Wasch- oder Kulturmedium gelöst. Insgesamt 10 µl Zellsuspension 

wurden 1:10 mit 90 µl Tryptanblau verdünnt und dadurch gefärbt. Bei Vorliegen der 

Newton Interferenzfarben zwischen Zählkammer und Deckglas konnte von einer korrekten 

Lage ausgegangen und 10 µl gefärbte Zellsuspension in den Zwischenraum pipettiert 
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werden. Es wurden die 1mm² großen Felder oben rechts und unten links gezählt und die 

ungefähre Zell-Gesamtzellzahl errechnet: 

 

𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑧𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 = 	
𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙	[𝑛]	𝑥	𝐾𝑎𝑚𝑚𝑒𝑟𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟	𝑥	𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑟	𝑄𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒 =
𝑛	𝑥	10!𝑥	10

2 	 

 

3.8.2 Einfluss der DXM NC auf Zytokinsekretion in vivo 

Tabelle 11: Materialien zur Erstellung der Zellkulturen 

Material (alphabetisch) Information 

2-Mercaptoethanol Firma Gibco ® by Life Technologies 

20 ml, 50mM, Lot 1667366, Lagerung 7°C 

Essentielle und nicht-essentielle Aminosäuren Firma Sigma-Aldrich ®, M7145, 

Mem Non-Essential Amino Acid Solution 100x, 100 

ml, Lot RNBD6813, Lagerung 7°C  

HEPES Puffer Firma Sigma-Aldrich ®, H0887, 

HEPES Buffer, 100 ml, Lot RNBD6239, Lagerung 7°C 

L-Glutamin Firma Sigma-Aldrich ®, G7516, 

100ml, 200mM 

Lot RNBD4216, Lagerung -18°C 

Na-Pyruvat Firma Sigma-Aldrich ®, S8636, Sodium Pyruvate 

100ml, 100mM, Lot RNBD6096, Lagerung 7°C 

Zellkulturplatte Cat. No. 655 180; 96 Well Cell Culture Plate 

steril, F-bottom, wtih lid 

 

Zur Herstellung des Kulturmediums wurde dem RPMI-1640 Medium 10% hitzeinaktiviertes 

FCS, 1 % L-Glutamin, 1 % HEPES Puffer, 1 % essentielle und nicht-essentielle Aminosäuren, 

1 % Natrium-Pyruvat, 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin zugesetzt und bei 

7° C gelagert. Erst vor Verwendung wurde 0,1 % 50 µM 2-Mercaptoethanol hinzugegeben. 

Nach Ermittlung der Gesamtzellzahl wurden abhängig vom Experiment pro Kavität in der  

Zellkulturplatte die gleiche Anzahl Zellen mit 250 µl Kulturmedium pipettiert. Zur 
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Stimulation der Zytokinsekretion wurden pro Kavität 2,5 µg/ml LPS und unterschiedliche 

Konzentrationen von DXM NC bzw. DCM sol. hinzugegeben. 

Nach 20 h Inkubation im Brutschrank bei 35° C wurde pro Kavität 220 µl Überstand 

entnommen und im Gefrierschrank für weitere Analysen konserviert. Die dabei 

synthetisierten Zytokine IL-6 und TNFα wurden mittels ELISA (Kapitel 3.10) analysiert. 

3.9 Histologie 

3.9.1 Kryoschnitte 

Tabelle 12: Materialien zur Erstellung der histologischen Schnitte 

Material (alphabetisch) Information 

Cryomold®  O.C.T.TM Firma Sakura 

Tissue-Tex® O.C.T.TM Compound Containing 125ml 

Firma Sakura Lot 1526601005 

 

Sechs Stunden nach Injektion des LPS und Gal-N wurden die Mäuse betäubt. Nach 

Ausbleiben der Reflexe wurde das Abdomen eröffnet, die gesamte Leber entnommen, in 

ein Schälchen mit Tissue-Tex ohne Lufteinschluss getaucht und bei -90° C innerhalb von 

2 min schockgefroren.  

Im -21° C gekühlten Schneidegerät, welches freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von 

Prof. Schuppan (Translationale Immunologie) der Universitätsmedizin Mainz zur Verfügung 

gestellt wurde, wurde der gefrorene Leberblock mit Tissue-Tex® an die Schneideposition 

befestigt, und die histologischen Schnitte wurden in einer Breite von 7 µm vorgenommen. 

Mit Pinsel und Pinzette wurden die Kryoschnitte an Deckgläsern aufgebracht und im 

Gefrierschrank bei -20° C bis zur Färbung aufbewahrt. 
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3.9.2 Färbung apoptotischer Zellen – TUNEL Färbung 

Tabelle 13: Materialien für TUNEL Assay Färbung 

Material (alphabetisch) Informationen 

BSA Bovines Albumin Serum (lyophilisiert),  

Firma Sigma Aldrich, ≥96 %,  

DNase I 1000 U (5 U/µl) 

Cat No. E1345-01, Lot. 101015, Lagerung -20°C 

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein Firma Roche 

Lot. 11684795910 

Natriumcitrat ≥99%, frei gelöst 

Objektträger 76 x 26 mm, geschnitten, Mattrand 

Firma Menzel-Gläser 

Paraformaldehyd (PFA) Polyoxymethylene, Puder, 95 % 

Firma Sigma Aldrich 

Tris-HCl pH 3,5-5,0 (0.5 M in H20), ≥ 99 % 

Firma Sigma Aldrich 

Triton X-100TM  Firma Sigma Aldrich 

  

Pro Gruppe wurden mehrere Schnitte angefertigt, einschließlich zwei für je eine Positiv- 

und eine Negativkontrolle. Zirka 80 µl Fixationslösung (4 % Paraformaldehyd in PBS) 

wurden bei Raumtemperatur auf das Gewebe getropft und für 20 min inkubiert. Daraufhin 

wurden die Schnitte vorsichtig 30 min mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die 

Proben für 2 min mit Permeabilisationslösung (0,1 % Triton C-100 in 0,1% Natriumcitrat) bei 

4°C inkubiert. Vor der Färbung wurde zweimal mit PBS gewaschen. 

Die einzelnen Färbungen wurden vorbereitet: 

- TUNEL Reaktionsmischung (50 µl Enzym-Lösung + 450 µl Label-Lösung bei 4°C) 

- Negativkontrolle (50 µl Label-Lösung bei 4°C) 

- Positivkontrolle (300 U/ml DNAse + 50mM Tris-HCl + 1 mg/ml BSA bei 

Raumtemperatur) 

 

Sobald die Fläche um die Proben trocknete, wurde 50 µl Farbstoff pro Schnitt verwendet 

und für 60 Minuten bei 37°C in Dunkelheit und angefeuchteter Raumluft inkubiert. 
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Schließlich wurden die Proben dreimal mit PBS gewaschen und mit einem 

Fluoreszenzmikroskop analysiert. Als Extinktionswellenlänge wurde 481 nm und als 

Detektionswellenlänge 529 nm benutzt. 

Pro Probe wurden aus zufällig ermittelten Flächen 10 Fotografien angefertigt und mit dem 

Programm ImageJ analysiert.  

 

3.10 ELISA 

Tabelle 14: Materialien für ELISA 

Material (alphabetisch) Information 

Capture Antibody Anti-Mouse IL-6 Purified (250X) 

Lot E053291633 

Coating Buffer 10X 

Lot E10288-1656 

Detection Antibody Anti-Mouse IL-6 Biotin (250X) 

Lot E12616-102 

ELISA/ELISPOT Diluent Lot 4273480 

Enzyme Avidin-HRP (250X) 

Lot 4278917 

Miktotiter-Platte, 96 Kavitäten Micoplate, 96 Well, PS, F-Bottom, High Binding 

Lot E15083AH 

Mouse IL-6 ELISA Ready-SET-Go! Firma affymetrix eBioscience 

Lot 4288651 

Standard Mouse IL-6 Lyophilized Standard 

Lot 4280337 

Stop Solution (Schwefelsäure) 1M H3PO4 (Schwefelsäure) 

Firma Carl Roth Deutschland 

Substrate 1X TMB Solution 

Lot E00008-1655 

TWEEN® 20 Firma Sigma-Aldrich 

 

Mit Hilfe des Protokolls des „ELISA Ready-Set-Go!“ Kits konnte der Versuchsablauf 

durchgeführt und beschrieben werden.  
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In einem ersten Schritt wurden die Mikrotiterplatten über Nacht bei 4° C in einem 

Kühlschrank mit einem Coating Buffer inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen, Inkubation 

mit Assay Diluent für eine Stunde und nochmals weiterem Waschen wurde zusätzlich 

neben der Standardreihe pro Kavität 50 µl bzw. 100 µl Probe pipettiert. Hierbei 

unterschieden sich die Proben innerhalb der jeweiligen Experimente: 

- in vitro Versuch, um die Wirksamkeit der DXM NC zu testen 

ð Überstand aus Zellkulturen 

- in vivo Versuch, um die Wirksamkeit der DXM NC im Mausmodell zu testen 

ð Blutplasma in einer Verdünnung 1:6 

Je nach Experiment wurden die Zytokine TNFα und IL-6 gemessen. Als Standard wurde ein 

vom Hersteller gefriergetrockneter muriner TNFα bzw. IL-6 Standard verwendet, welcher 

mit 1 ml destilliertem Wasser für 15 min gelöst und in siebenmaliger Wiederholung 1:2 

verdünnt wurde (500 pg/ml bis 3,91 pg/ml Standard). Um das Ergebnis als realistisch 

einschätzen zu können, wurden zur Überprüfung des Arbeitsablaufes je zwei Kavitäten nur 

mit Medium – je nach Experiment Zellkulturmedium oder PBS – oder Assay Diluent 

inkubiert. 

Als letzte Schritte wurden die Mikrotiterplatten mit Avidin-HRP und danach mit TMB 

Lösung inkubiert und schließlich die Reaktion mit Schwefelsäure geblockt. Zur Detektion 

der Extinktion wurde im Programm der Tecan Software Magellan® eine logarithmische 

Standardkurve erstellt, um auch hier die Aussagekraft des Ergebnisses zu überprüfen. 
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3.11 Durchflusszytometrie 

Tabelle 15: Materialien für Durchflusszytometrie 

 

Mittels Durchflusszytometrie (FACS) können Zellpopulationen ermittelt und klassifiziert 

werden. Jede Zelle besitzt charakteristische Oberflächenrezeptoren, welche durch 

spezifische Antikörper gebunden werden. Die Antikörper sind mit einem fluoreszierenden 

Farbstoff gekoppelt und werden mittels Laserstrahlen unterschiedlicher Wellenlänge 

detektiert. 

 

Tabelle 16: Benutzte Antikörper zur Kategorisierung der NPCs 

Spezifität 

(alphabetisch) 
Fluorochrom µl/Reaktionsgefäß Klon Isotyp Hersteller 

CD11b PE 0,3 M1/70 Ratte / IgG2b, κ eBiosciences 

CD11c PE 0,06 N418 Armenian hamster 

/ IgG 

eBiosciences 

CD45 APC 0,02 30-F11 Ratte / IgG2b, κ eBiosciences 

F4/80 APC-Cy7 0,6 BM8 Ratte / IgG2a, κ eBiosciences 

Ly6C V450 (PBTM) 0,5 1A8 Ratte / IgG2a, κ 

 

BD 

Ly6G FITC 0,5 1A8 Ratte / IgG2a, κ BD 

 

Material (alphabetisch) Information 

BDTM CompBeads 

Anti-Rat and Anti-Hamster Ig κ 

Firma BD Biosciences, 6.0 ml 

Lot 4212929 

BDTM CompBeads 

Negative Control  

Firma BD Biosciences, 6.0 ml 

Lot 4212929 

Human Fc-Block privigen® 5g 100 mg/ml Infusionslösung (10 %) 

1:8,3,  

FACS Puffer PBS + 2 % FCS 
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Für die Analyse der NPCs wurden in dieser Arbeit die Antikörper CD11b, CD11c, CD45, 

F4/80, Ly6C und Ly6G benutzt (Tabelle 16), die mit folgenden Fluorochromen kombiniert 

waren: Phycoerythrin (PE), Pacific BlueTM (PB), Allophycocyanin (APC), Allophycocyanin-

Cyanin-7 (APC-Cy7) und Fluoresceinisothiocyanat (FITC).  

Zur Färbung der Zellen wurden zuerst 1 x 106 Zellen pro Reaktionsgefäß pipettiert, auf Eis 

gestellt und 10 min bei 4°C mit 300 x g zentrifugiert. Freie Fc-Fragmente wurden 

anschließend blockiert, damit die Antikörper nicht unspezifisch an Rezeptoren binden. 

Hierfür wurden die Zellen in 50 µl pro Reaktionsgefäß FACS Puffer (PBS + 2% FCS) 

suspendiert, mit 1,0 µl 2.4G2 (auch CD 16/32 Block) als Fc-Block vermischt und 

anschließend bei 4°C für 15 min inkubiert. Als nächster Schritt wurden die Zellen mit den 

Oberflächenmarken und 50 µl FACS Puffer gefärbt und für 30 min bei 4°C stehen gelassen.  

Bevor die Messung starten konnte, wurden die Reaktionsgefäße mit 500 µl FACS Puffer pro 

Reaktionsgefäß gewaschen, für 10 min mit 300 x g zentrifugiert und in 300 µl FACS Puffer 

pro Reaktionsgefäß erneut suspendiert. Ebenfalls mussten ungefärbte und Kompensations-

Reaktionsgefäße mit Ratten- und Hamsterantikörpern (pro Reaktionsgefäß ein Tropfen) 

vorbereitet werden, um mittels FACS Software die Proben der gefärbten Zellen mit den 

einzelnen Farbstoffen kalibrieren zu können.  

Mittels Vorwärts- (FSC, 440 nm) und Seitwärtsstreulicht (SSC, 375 nm) ließen sich auch 

ungefärbte Zellen unterscheiden. Anhand der Zellgröße oder der Granularität konnten 

Zellpopulationen voneinander abgegrenzt und auf diese Weise beispielsweise „verklebte“ 

Zellen erkannt werden. Für die Messung wurden mittels der Kompensationen die idealen 

Spannungswerte eingestellt und mit ihnen die gefärbten Proben gemessen. 

Abbildung 11 verdeutlicht die nach der Messung verwendete Gatingstrategie: Mittels 

Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht werden einzelne und noch biologisch lebende Zellen 

erkannt. Mit Hilfe der CD45 Markierung werden nun die Leukozyten spezifischer detektiert 

und nach Untergruppen aufgeschlüsselt: 

- Ly6G positiv: Makrophagen, Monozytäre Zellen 

- Ly6G und Ly6C positiv: Neutrophile Granulozyten 

- F4/80 positiv: Kupfferzellen 

- CD11b: infiltrierende Zellen - Monozyten, Neutrophile Granulozyten, Natürliche 

Killerzellen, Granulozyten und Makrophagen 
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Abbildung 11: Gatingstrategie 
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3.12 CBA 

Tabelle 17: Materialien für CBA 

 

Um geringste Konzentrationen muriner Interleukine messen zu können, musste in einigen 

Versuchsreihen anstatt eines ELISA ein Cytometric Bead Array (CBA) durchgeführt werden. 

Hierbei werden fluoreszierende Beads mit spezifischen Antikörpern konjugiert, welche 

Zytokine in einer Probe binden, und deren Konzentration wird quantifiziert. Wenn sich 

daher die Probe mit unbekannter Zytokinkonzentration mit Beads und Detektorreagent 

verbindet, entsteht ein Sandwich-Komplex und es kann anhand der Signalstärke eine 

Konzentration ermittelt werden.  

Das Cytometric Bead Array Kit der Firma BD wurde für die Detektion der Zytokine IL-2, IL-4, 

IL6, IL-10, IL-17A, IL-γ und TNF verwendet.  

Die ermittelten Ergebnisse wurden mit der vom Hersteller zur Verfügung gestellten 

Software ermittelt und dokumentiert. 

 

3.13 Zentrallabor Mainz 

In Kooperation mit dem Zentrallabor der Universitätsmedizin Mainz wurde das in PBS 

verdünnte Blut der Versuchstiere auf die Transaminasen ALT und AST untersucht. Dabei 

wurde stets der Verdünnungsfaktor protokolliert und später mit der vom Labor ermittelten 

Konzentration korrigiert. 

 

 

Material (alphabetisch) Information 

BDTM Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit 

Lot: 5310854, -4°C 

FACS Puffer PBS + 2% FCS 
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3.14 Software 

Tabelle 18: Benutzte Software und Programme 

Software (alphabetisch) Information 

EndNote™ X7.8, Thomson Reuters™ (New York City) 

FCAP Array™ Version 3.0 Firma BD „Bioschiences“ 

FlowJo Version 10.1r5 für Mac OS X (Ashland, Oregon) 

ImageJ Version 2.0.0-rc-43/1.52d (Bethesda, Maryland) 

Lauris Client Swisslab® Lauris ® (Schweiz) 

Magellan™ Tecan Software, Forma Tecan Trading AG (Schweiz) 

Microsoft® Office 365 für Mac Version 15.31 (Redmond, Washington) 

SigmaPlot Version 11.0, Systat Software (San Jose, USA) 

 

3.15 Statistik 

In der Regel wurden die Versuche dreimal durchgeführt. Die statistische Auswertung 

erfolgte mit dem Programm SigmaPlot 11.0.  

Für die statistische Auswertung wurde entweder der Student’s t-Test oder der One way 

ANOVA Test durchgeführt. Es wurden Gruppen miteinander statistisch verglichen, 

eventuelle Signifikanzen ermittelt (*p < 0,5; **p < 0,1; ***p < 0,01) und in den Graphen 

angegeben. 
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4.  ERGEBNISSE 

Die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse wurden in einem Zeitraum von 13 Monaten 

durch experimentelle Arbeit ermittelt und ausgewertet. Allgemein wurde eine 

Schadensgruppe (LPS + Gal-N) mit Therapiegruppen und Negativkontrollen durch 

verschiedene Methoden miteinander verglichen.  

4.1 Kapseltestung in vitro 

4.1.1 Initialer in vitro Test  

Pro Bedingung wurden 5 ∗ 10"/𝑚𝑙 NPCs mit 2,5 µg/ml LPS stimuliert und mit DXM NC 

(0,24 wt%) beziehungsweise löslichem DXM als Positivkontrolle (10 µM) behandelt. 10 µM 

DXM sol. entsprechen 3,925 µg/ml. Die Zellen inkubierten bei 37° C im Brutschrank für 

20 h. Die Zytokinkonzentration der Zellkultur wurde anschließend mit Hilfe der ELISA 

Methode gemessen.  

Abbildung 12 zeigt, weshalb eine Stimulation mit einem Endotoxin für das gewählte 

Experiment als sinnvoll zu erachten ist: Durch Induktion einer vermehrten 

Zytokinproduktion lassen sich nach Behandlung mit Glukokortikoiden sichtbar stärkere 

Unterschiede feststellen. Ohne Behandlung und ohne Gabe von LPS wurde eine IL-6 

Konzentration von 6 pg/ml (± 1 pg/ml) gemessen, welche sich kaum von den behandelten 

Gruppen mit DXM NC unterscheidet (z.B. 2,5 µg/ml DXM NC: c (IL-6) = 5 pg/ml (± 2 pg/ml)). 

Daher konzentriert sich das weitere Vorgehen der Versuche sowie die Interpretation der 

Ergebnisse auf die mit LPS stimulierten NPCs.  
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Eine zunehmende Konzentration von DXM NCs korreliert mit einer abnehmenden IL-6 

Sekretion. Bei 10-facher Steigerung der DXM NC Dosis sinkt die IL-6 Sekretion um etwa ein 

Drittel (Abbildung 12). Der Suppressionseffekt mittels herkömmlichen DXM mit einer Dosis 

von 3,925 µg/ml war deutlich stärker ausgeprägt als mit den untersuchten DXM NC 

Konzentrationen. Die Konzentration des IL-6 sank um ca. 90 %.  

Auch die TNFa Sekretion wurde gemessen. Allerdings fielen die Effekte deutlich geringer 

aus. Bei 25 µg DXM NC konnte die Konzentration um max. 30 % gesenkt werden. Geringere 

DXM NC Konzentrationen wiesen keine signifikanten Unterschiede zur Negativkontrolle auf. 

Insgesamt war die Sekretion von TNFa niedrig, sodass sich Unterschiede nach LPS Gabe nur 

schlecht abgrenzen ließen. 

Abbildung 12: Suppression der Zytokinantwort (IL-6) in vitro durch Gabe von DXM NC. Sekretion 
von IL-6 mit und ohne Stimulation der NPC in vitro. Stimulation mit 2,5 µg/ml LPS und 3 
verschiedenen DXM NC Konzentrationen (25 µg/ml, 2,5 µg/ml, 0,25 µg/ml) sowie löslichem DXM 
(≙ DXM sol.) Konzentration mit 3,925 µg/ml (= 10 µM) als Positivkontrolle mit 
Standardabweichungen. n=4. *p < 0,5, ***p < 0,001 (One way ANOVA) 
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4.1.2 Ermittlung der Äquivalenzdosis und der mittleren effektiven Konzentration  

Um den therapeutischen Effekt der DXM NCs und DXM sol. in vivo verlässlich vergleichen zu 

können, mussten in in vitro Versuchen diejenigen Dosen ermittelt werden, die einen 

ähnlichen Suppressionseffekt auf die Zytokin-produzierenden Zellen ausüben. Hierbei 

wurden verschiedene Konzentrationen im Bereich von 0,3 ng/ml bis 30 µg/ml getestet. 

 

Abbildung 13: Ermittlung der Äquivalenzdosis durch Suppression der Zytokinantwort (IL-6) in vitro 
von DXM NC und DXM sol. mit verschiedenen Konzentrationen. Logarithmische Skalierung der 
Abszisse, Wirkungsvergleich DXM sol. (grau) im Vergleich zu DXM NC (schwarz) (0,45 wt%) mit 
Standardabweichungen. n=3-4.  

In einer ersten Versuchsreihe wurden DXM NCs in einer Konzentration von 0,3 ng/ml bis 

1 µg/ml den Zellen, die zusätzlich mit 2,5 µg/ml LPS stimuliert wurden, zugegeben. 

Aufgrund fehlender Suppressionsantworten wurden in weiteren Versuchen höhere 

Konzentrationen gewählt, welche logarithmisch (𝑙𝑜𝑔#$	3 ≈ 0,5) aufgetragen wurden 

(Abbildung 13). 

Als Kontrollen dienten eine Positivkontrolle mit Gabe von LPS (c = 113 pg/ml (± 4 pg/ml)) 

und eine Negativkontrolle (c = 7 pg/ml (± 2 pg/ml)). Die Kontrollen sind in Abbildung 13 

nicht dargestellt. 

Anhand der Messwerte liegt die mittlere effektive Konzentration (EC50 Wert) als 

arithmetisches Mittel ungefähr bei 60 pg/ml. Auch optisch lassen sich die Wendepunkte in 

 

0

25

50

75

100

0,01 0,03 0,1 0,3 1 3 10 30

IL
-6

  [
pg

/m
l]

DXM c [µg/ml] 

DXM-Phos NC

DXM-Phos sol.



 

 - 43 -  

diesem Bereich ermitteln; eine annähernd sigmoidale Funktion ist in beiden Fällen 

erkennbar. Da der linke Abschnitt des Graphenplateaus des DXM sol. nicht wirklich aus 

Abbildung 13 ersichtlich wird, zeigte ein anderes Experiment mit niedrigeren 

Konzentrationen, dass auch DXM sol. ein Konzentrationsplateau erreicht: Ab einer 

Konzentration von 0,1 µg/ml ließ sich ein Wirkungsunterschied zwischen DXM sol. und DXM 

NC feststellen (Abbildung 14). 

 

Abbildung 14: Ergänzende Kurven zu Abbildung 13 mit niedrigeren Konzentrationen. 
Logarithmische Skalierung der Abszisse, DXM sol. (grau) im Vergleich zu DXM NC (schwarz) mit 
Standardabweichungen.  

Die zu bestimmende Äquivalenzdosis kann einerseits graphisch, andererseits durch 

mathematische Analyse ermittelt werden.  

Die IL-6 Suppressionsantworten weichen mit 0,03 µg/ml DXM sol. oder 1 µg/ml DXM NC um 

0,3 % ab. Ähnliches gilt für die Konzentrationsdifferenzen zwischen 0,01 µg/ml DXM sol. 

und 0,3 µg/ml DXM um 1,1 % oder 0,1 µg/ml DXM sol. und 3 µg/ml DXM NC um 3 %. 

Aufgrund der IL-6 Konzentrationen innerhalb der Vergleichsgruppen kann auf einen Faktor 

von 30 geschlossen werden. Somit hat eine 30-mal höhere Konzentration von DXM NC in 

vitro einen ähnlichen Suppressionseffekt wie lösliches DXM. Die Konzentrationen dürfen 

nicht im Sättigungsbereich liegen.   

Da dieser Versuch insgesamt dreimal im Labor durchgeführt wurde, konnte durch 

Ermittlung einer konvenierenden Funktion der Wendepunkt sowie eine Äquivalenzdosis um 
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zirka den Faktor 30 bestätigt werden. Bei späteren Experimenten wurde somit eine 30-

fache Dosis an DXM NCs eingesetzt, um dem biologischen Effekt in vitro gerecht zu sein.  

 

4.1.3 Vergleich der Äquivalenzdosis mit anderen DXM Kapseln 

Die vom MPI hergestellten DXM NCs wiesen pro Batch eine unterschiedliche 

Volumenkonzentration auf. Daher wurde die Kapselwirkung mit jedem Batch erneut 

kontrolliert. Abbildung 15 zeigt beispielsweise die IL-6 Sekretion eines anderen DXM NCs 

Batch als vorher beschrieben. 

 

Abbildung 15: Ermittlung der Äquivalenzdosis durch Suppression der Zytokinantwort (IL-6) in vitro 
mit anderem DXM NC Batch. Logarithmische Skalierung der Abszisse, lösliches DXM-Phos (grau) im 
Vergleich zu DXM-Phos NC (schwarz) mit Standardabweichungen.  
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4.2 Etablierung des Schadensmodels 

Mehrere Fragestellungen mussten für einen ideal gesetzten Leberschaden mittels des 

bakteriellen Endotoxins LPS von E. coli und des Aminozuckers Galactosamin (Gal-N, auch N-

Acytylgalactosamin) beantwortet werden, um ein verlässliches und reproduzierbares 

Modell im Labor zu etablieren. Somit wurden in mehreren Versuchsdurchläufen 

unterschiedliche Applikationswege (intravenös und intraperitoneal) und Dosen von LPS 

sowie Gal-N gewählt. Als Hauptindikatoren eines gelungenen Leberschadens wurde die IL-6 

Konzentrationen aus Blutplasma an unterschiedlichen Zeitpunkten mittels CBA oder ELISA 

sowie die Transaminase ALT im Zentrallabor Mainz bestimmt. 

 

4.2.1 Dosisfindung in vivo 

 

Zur Etablierung des LPS/Gal-N Schadens wurde die Dosis gesucht, die eine ausreichende 

Inflammation bewirkte. Limitierende Faktoren waren u.a. eine nicht zu starke 

Immunantwort, um keinen unerwünschten Schock oder Sepsis-ähnlichen Zustand 

 

Abbildung 16: Zytokinkonzentrationen von IL-6 und TNFa in Blutplasma nach AIH 
Schadenssetzung in vivo (t=2h). Unterschiedliche i.v. Applikationsdosen mit 0,5 µg/kg (n=3), 2,5 
µg/kg (n=2) und 5 µg/kg (n=2) LPS und jeweils 400 mg/kg Gal-N; Kontrollgruppe (n=3) unter 
Schwellwert und daher nicht durch CBA detektierbar.  
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auszulösen. Ebenfalls sollte das Versuchstier zur Gewinnung bestimmter Analyseparameter 

einen definierten Zeitraum überleben. Mittels CBA wurden die Konzentrationen der 

Zytokine IL-6 und TNFa analysiert. 

Durch Erhöhung der LPS Dosis (Abbildung 16) erfolgte eine vermehrte Sekretion von TNFa 

und IL-6: beispielsweise bewirkte ein Verfünffachen der Dosis LPS eine ca. zehnfach 

stärkere IL-6 Antwort und eine ca. sechsfach größere TNFa Sekretion. 

In diesem Versuch überlebte jeweils eine Maus der Gruppe 250 und 500 ng/kg nicht im 

Zeitraum t = 4h und t = 24h nach Applikation des intravenösen AIH Schadens.  

 

4.2.2 Kinetik der Zytokine in vivo 

Um zu verstehen, welche Zytokine im verwendeten AIH Modell zu welchem Zeitpunkt 

produziert werden, wurde zu den Zeitpunkten t = 0h, t = 1h, t = 2h, t = 4h und t = 24h die 

Konzentrationen von IFN-g, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A und TNFa im Blutplasma mittels 

CBA gemessen. Zur Setzung des Leberschadens wurde die Dosis 0,5 µg/kg LPS und 

400 mg/kg Gal-N gewählt und den Versuchstieren intravenös appliziert. Eine Messung zum 

Zeitpunkt t = 24h war in der Schadensgruppe nicht mehr möglich, da die Mäuse im 

Zeitraum zwischen 4 und 24h verstorben waren.  In dieser Versuchsreihe wurden auch 

Gruppen etabliert, die mit DXM NCs und DXM sol. behandelt wurden. 

Die Zytokinkonzentrationen zu den Zeitpunkten t = 1h, t = 2h und t = 4h geben Hinweise, 

inwieweit sich die Konzentrationen im Verlauf verändern (Abbildung 17). Bei der ersten 

Messung (t = 1h) konnte in den Gruppen AIH 5263 pg/ml (± 992 pg/ml), DXM NC 

3401 pg/ml (± 1426 pg/ml) und DXM sol. 4553 pg/ml (± 1414 pg/ml) IL-6 gemessen 

werden.   

Zum Zeitpunkt t = 2h wiesen alle Gruppen die höchste Konzentration von IL-6 auf. Ohne 

Behandlung stieg die IL-6 Antwort um mehr als das Doppelte (268 %), wohingegen sich in 

den Gruppen mit DXM NC bzw. DXM sol. die Zytokinsekretion kaum vom ersten Messwert 

(t=1) unterschied. Nach 4 h sanken in allen Gruppen die IL-6 Konzentrationen.  
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Abbildung 17: Zytokinkonzentrationen von IL-6 in Blutplasma nach AIH Schadenssetzung in vivo 
und eventueller Behandlung zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Suppression der IL-6 Konzentration 
in Blutplasma durch DXM sol. und NC zu unterschiedlichen Zeitpunkten (t=1h, t=2h, t=4h). Gabe von 
5 µg/kg LPS und 400 µg/kg Gal-N intravenös zum Zeitpunkt t = 0h, AIH ohne Behandlung (n=4), 
4,5 µg/kg DXM-P NC (n=5) und 0,15 µg/kg DXM-P sol. (n=4). Kontrolle (n = 2). 

 

Der kinetische Verlauf von TNFa wies eine andere Dynamik auf (Abbildung 18). Die 

höchsten Konzentrationen konnten zum ersten Zeitpunkt (t = 1h) gemessen werden: AIH 

3111 pg/ml (± 1444 pg/ml), DXM NC 605 pg/ml (± 288 pg/ml) und DXM sol. 619 pg/ml 

(± 191 pg/ml). Im Verlauf nahm in allen Versuchsgruppen die Konzentration von TNFa ab. 

Im Vergleich zu IL-6 waren die Konzentrationen von TNFa in allen Gruppen geringer. 

Nach 24 Stunden konnten nur geringe Zytokinkonzentration gemessen werden. Ebenfalls 

konnte zu geringen Teilen (n=4) IFN-g gemessen werden mit einem Maximum in der t=4h 

Messung: Die unbehandelte Gruppe wies eine Konzentration von 14 pg/ml (± 4 pg/ml), die 

DXM NC 4 pg/ml (± 3 pg/ml) und DXM sol. 2 pg/ml (± 2 pg/ml) auf. Daten werden grafisch 

nicht gezeigt. 
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Abbildung 18: Zytokinkonzentrationen von TNFa in Blutplasma nach AIH Schadenssetzung in vivo 
und Behandlung zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Gabe von 5 µg/kg LPS und 400 µg/kg Gal-N 
intravenös zum Zeitpunkt t = 0h, AIH ohne Behandlung (n=4), 4,5 µg/kg DXM-P NC (n=5), hellgrau) 
und 0,15 µg/kg DXM-P sol. (n=4). Kontrolle (n = 2).  

 

4.2.3 Balance zwischen Leberschaden und Überleben 

Zur Etablierung eines geeigneten und einfach durchführbaren Leberschadenmodells wurde 

eine Versuchsreihe mit intraperitonealen Injektionen (einfaches Handling) durchgeführt. 

Hierbei variierten die Konzentrationen des LPS und Gal-N. In vier Experimenten wurden die 

Transaminasen nach 6 Stunden über Herzpunktion bestimmt, da dies nach vorheriger 

Beobachtung der letzte mögliche Zeitpunkt war, bevor der Großteil der Versuchstiere 

verstarb: 

- 100 % der Versuchstiere starben mit 10 µg/kg LPS und 500 mg/kg Gal-N i.p. (n=4) 

sowie mit 5 µg/kg LPS und 500 mg/kg Gal-N i.p. (n=4) 

- 66 % mit 3 µg/kg LPS und 300 mg/kg Gal-N i.p. (n=3) 

- 33 % mit 1 µg/kg LPS und 300 mg/kg Gal-N i.p. (n=9) 
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- bei niedrigeren LPS mit gleichen Gal-N Konzentrationen verstarben keine 

Versuchstiere. Hier konnte auch kein Blut über die Schwanzvene entnommen 

werden. 

 

 

Die durch den Leberschaden verursachte Transaminasenerhöhung variierte zwischen den 

einzelnen Konzentrationen (Abbildung 19): Durch 10 µg/kg LPS und 500 mg/kg Gal-N (n=4) 

wurde eine durchschnittliche Konzentration von 3657 U/l (± 1054 U/l) ALT und 2921 U/l 

(± 707 U/l) AST ermittelt, wohingegen mit 3 µg/kg LPS und 300 mg/kg Gal-N (n=3) das 

arithmetische Mittel bei 1909 U/l (± 405 U/l) ALT und 1639 U/l (± 157 U/l) AST und mit 

1 µg/kg LPS und 300 mg/kg Gal-N (n=9) bei 2107 U/l (± 1349 U/l) ALT und 1819 U/l (± 1009 

U/l) AST lag.  

Der Gruppe mit gleichzeitig 100 % Überlebensrate und der höchsten 

Transaminasenkonzentration von durchschnittlich 590 U/l (± 267 U/l) wurden 0,3 µg/kg LPS 

und 300 mg/kg Gal-N injiziert. Zum Zeitpunkt t = 24h (n=4) konnten Konzentrationen von 

 

Abbildung 19: Quantifizierung des Leberschadens mittels ALT in vivo durch verschiedene 
Konzentrationen in Blutplasma. Intraperitoneale Applikation verschiedener Konzentrationen von 
LPS und Gal-N und Messung der Transaminase ALT zum Zeitpunkt t = 6h. LPS in µg/kg, Gal-N in 
mg/kg: 10/500 n=4; 5/500 n=4; 3/300 n=3; 1/300 n=9; 0,3/300 n=4; 0,1/300 n=5; 0,01/300 n=5. 
Kontrolle n=4.  
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durchschnittlich 415 U/l (± 243 U/l) ALT und 198 U/l (± 91 U/l) AST gemessen werden. Diese 

Gruppe wurde für das weitere Vorgehen ausgewählt, da sich durch bessere 

Überlebenschancen mehr Daten generieren ließen und die Werte der Transaminasen nicht 

zu stark erhöht waren. 

0,1 µg/kg LPS mit 300 mg/kg Gal-N verursachten, ebenso wie die Kontrollgruppe, keine ALT 

Erhöhung (< 15 U/l (± 5 U/l)).  

 

4.2.4 Cholestaseparameter 

In ersten Etablierungsversuchen wurden zusätzlich zu Zytokinen und Transaminasen 

weitere folgende Laborparameter bestimmt: 

- Gamma-Glutamyltransferase (Referenzbereich 9 – 36 U/l) 

- Gesamt-Bilirubin (Referenzbereich 0,2 – 1,2 mg/dl) 

- Direktes-Bilirubin (Referenzbereich < 0,5 mg/dl) 

 

Der Schaden erfolgte durch 0,05 µg/kg, 0,5 µg/kg bzw. 5 µg/kg LPS und zusätzlich 400 

mg/kg Gal-N intravenös (n = 5). Die Werte wurden zu den Zeitpunkten t = 24h und t = 48h 

gemessen. Hierbei waren die Parameter jedoch stets unter oder innerhalb des vom 

Mainzer Zentrallabor angegebenen Referenzbereiches. Für die weitere Etablierung des 

Schadensmodells der Autoimmunhepatitis wurden die Cholestaseparameter nicht mehr 

gemessen.   
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4.3 Behandlung in vivo 

4.3.1 Überlebensrate & Verhalten 

 

Abbildung 20: Ermittlung der Überlebensrate mittels Kaplan-Meier-Kurve durch Leberschaden 
und eventueller Therapie mit DXM NC und sol. Gabe von 5 µg/kg LPS und 400 µg/kg Gal-N 
intravenös zum Zeitpunkt t = 0h, AIH ohne Behandlung (n=10, grau), 4,5 µg/kg DXM-P NC (0,45 wt%, 
n=9, schwarz) und 0,15 µg/kg DXM-P sol. (n=9, rot) zum Zeitpunkt t = -0,5h. 

 

In einem dreitägigen in vivo Experiment wurden 30 Mäuse in 3 Gruppen auf ihren 

Todeszeitpunkt genau untersucht. Aufgrund unvollständiger Injektion wurde aus den 

beiden Therapiegruppen je eine Maus nicht gewertet. Vor intravenöser Applikation von 

5 µg/kg LPS und 400 µg/kg Gal-N erhielten die Mäuse der Therapiegruppen 4,5 µg/kg DXM 

NC (n = 9; 0,45 wt%) bzw. 0,15 µg/kg lösliches DXM (n = 9), ebenfalls intravenös. In einem 

vorher festgelegten Protokoll wurden die Mäuse bis t = 8h engmaschig kontrolliert, 

anschließend wurden die Kontrollen alle 3 Stunden durchgeführt. Zwischen 309 und 415 

Minuten nach Gabe des Leberschadens starben 8 der 10 unbehandelten Mäuse. 

Dahingegen überlebten alle behandelten Mäuse mit DXM NC und DXM sol. bis zum Ende 

des Beobachtungszeitraumes t = 72h (Abbildung 20).  
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Nach einem selbst entwickelten Protokoll wurde das Verhalten der Mäuse im Verlauf 

beobachtet und bewertet. Bei der Beobachtung wurden unter anderem folgende Kriterien 

beurteilt: 

- Stehen die Augenlider tiefer? (Sunken Eyes) 

- Wirkt das Versuchstier apathisch und weniger mobil? (Apathy) 

- Liegt die Maus zusammengekrümmt? (Crouched position)  

 

Tabelle 19: Bewertung des Verhaltens der Versuchstiere innerhalb des Versuches 

 
 

Weitere Kriterien wie „general aggressiveness“, „increased activity“ und „extended 

sleeping“ wurden erhoben, konnten aber aufgrund schwieriger Abgrenzungsmöglichkeiten 

und subjektiver möglicher Fehlinterpretation nicht umgesetzt werden.  

Zusätzlich wurde protokolliert, ob sich die Versuchstiere eher in der Gruppe oder alleine 

aufhalten und sich putzen. Hier konnte kein Unterschied im Verhalten beobachtet werden.  

  

Kriterium AIH DXM NC DXM sol. 

“Sunken Eyes” t = 5  60 % 0 % 0 % 

“Apathy” t = 5 80 % 0 % 0 % 

“Crouched position” t = 5,5 70 % 0 % 0 % 

 



 

 - 53 -  

4.3.2 Behandlung in vivo: Transaminasen ALT und AST 

30 Minuten vor Schadenssetzung wurde den Versuchstieren DXM NC oder DXM sol. 

intravenös injiziert ehe zum Zeitpunkt t = 0h 0,3 µg/kg LPS und 300 mg/kg Gal-N 

intraperitoneal.  

Die Ergebnisse aus fünf Versuchsreihen wurden zusammengefasst und sind als Box Plots 

dargestellt (Abbildung 21). Die durchschnittliche ALT (GPT) Konzentration der 

Schadensgruppe (n=18) lag bei 918 U/l (± 587 U/l), die der DXM NCs (n=16) 146 U/l 

(± 72 U/l) und DXM sol. (n=16) 113 U/l (± 71 U/l). Die ALT war in der Kontrollgruppe (n=5) 

nicht detektierbar (< 15 U/l).  

Es besteht nach statistischer Auswertung ein signifikanter Unterschied zwischen den 

einzelnen Behandlungsgruppen (DXM NC und DXM sol.) und der Schadensgruppe.  

 

  

Abbildung 21: Konzentration von ALT in vivo mit und ohne Behandlung durch DXM NC bzw. sol. 
in Blutplasma. Transaminasenkonzentration ALT zum Zeitpunkt t=6h. Leberschaden (AIH) (n=18): 
0,3 µg/kg LPS und 300  mg/kg Gal-N i.p.; DXM NC (n=16): AIH + 3 mg/kg DXM-P NC i.v.; DXM sol. 
(n=16): AIH + 0,15 mg/kg i.v. DXM sol.; Kontrolle (n=5). *p < 0,05 (One way ANOVA). 
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Ebenso wurde die Konzentration der Transaminase AST bestimmt und ausgewertet. Die 

durchschnittliche AST (oder GOT) Konzentration in der Schadensgruppe (n=18) lag bei 883 

U/l (± 363 U/l), die der DXM NC (n=16) bei 295 U/l (± 193 U/l) und DXM sol. (n=16) bei 217 

U/l (± 160 U/l). ALT war in der Kontrollgruppe (n=5) mit einer Konzentration von 73 U/l 

(± 16 U/l) detektierbar. 

Aus den ermittelten Transaminasenwerten lässt sich der im klinischen Alltag häufig 

verwendete De-Retis-Quotient bestimmen. 

𝐷𝑒 − 𝑅𝑒𝑡𝑖𝑠 − 𝑄𝑢𝑜𝑡𝑖𝑒𝑛𝑡 = 	
𝐴𝑆𝑇	(𝐺𝑂𝑇)
𝐴𝐿𝑇	(𝐺𝑃𝑇) 

Der Quotient erlaubt es die Schwere der Leberzellschädigung einzuschätzen: Ein Quotient 

über 1 deutet auf eine schwere Leberzellschädigung (Nekrosetyp) hin, wohingegen ein 

Quotient unter 1 auf eine leichte Leberzellschädigung hindeutet. Liegen die Transaminasen 

im Referenzbereich, ist ein erhöhter De-Retis-Quotient nicht aussagekräftig (Lurie et al., 

2015). Aus den ermittelten Transaminasen lassen sich durch deren arithmetische Mittel 

folgende Quotienten generieren:  

- Schadensgruppe: De-Retis-Quotient = 1,0 

- DXM NC : De-Retis-Quotient = 2,0 

- DXM sol. : De-Retis-Quotient = 1,9 

 

Aufgrund nicht gemessener ALT Konzentrationen (ALT unter Messschwelle des 

Zentrallabors der Universitätsmedizin Mainz) kann für die Kontrollgruppe kein Quotient 

errechnet werden. 

 

4.3.3 Behandlung in vivo: IL-6 

Zusätzlich wurde mittels ELISA das Zytokin IL-6 zum Zeitpunkt t = 2h gemessen (Abbildung 

22). 

Die durchschnittliche IL-6 Konzentration der Schadensgruppe (n=12) lag bei 3382 pg/ml 

(± 1026 pg/ml), die der DXM NC (n=18) bei 1404 pg/ml (± 1048 pg/ml) und DXM sol. (n=18) 
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bei 1179 pg/ml (± 828 pg/ml). Ebenfalls konnte in der Kontrollgruppe (n=5) eine geringe 

Menge von IL-6 detektiert werden: 38 pg/ml (± 27 pg/ml). 

 

Es besteht nach statistischer Auswertung ein signifikanter Unterschied zwischen den 

einzelnen Gruppen und der Schadensgruppe. 

  

 

Abbildung 22: Konzentration von IL-6 in vivo mit und ohne Behandlung durch DXM NC bzw. sol. 
in Blutplasma. Zytokinkonzentration (IL-6) zum Zeitpunkt t = 2h. Leberschaden (AIH) (n=12): 
0,3 µg/kg LPS und 300 mg/kg Gal-N i.p.; DXM NC (n=18): AIH + 3 mg/kg DXM-P NC i.v.; DXM sol. 
(n=18): AIH + 0,15 mg/kg i.v. DXM sol.; Kontrolle (n=5). *p < 0,05 (One way ANOVA). 
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4.4 Zellinfiltration 

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden NPCs zum Zeitpunkt t = 6 h isoliert und in 

Medium überführt. Pro Versuchstier wurden 1 ∗ 10%	Zellen pro Bedingung gefärbt und 

analysiert. 

 

Abbildung 23: Leukozyteninfiltration der AIH Schadensgruppe (1) und DXM NC (2) im Vergleich. 
Relative Leukozytenonfiltration CD45+ als FlowJo® Graphik im Vergleich. 

Zuerst wurden alle CD45+ Leukozyten ermittelt und ihre absolute Anzahl mit der 

Gesamtzellzahl verglichen. Der relative Anteil der CD45+ Leukozyten war in der AIH Gruppe 

bei 19,7 % (± 2,8 %), in der mit DXM NC behandelten Gruppe bei 38,9 % (± 7,5 %) und in der 

mit löslichem DXM bei 36,9 % (± 20,1 %). Die Kontrolle lag bei 42,9 %. Damit wiesen die 

Therapiegruppen eine höhere relative Anzahl an CD45+ Leukozyten als die unbehandelte 

Gruppe auf. Es konnte keine statistische Signifikanz festgestellt werden (Daten nicht 

gezeigt). 

Der CD11b Rezeptor wird von verschiedenen Leukozyten exprimiert (u.a. Monozyten, 

Neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Natürliche Killer Zellen). In der 

Kontrollgruppe waren 6,25 % (± 0,77 %), in der AIH Gruppe 19,2 % (± 3,48 %), in der DXM 

NC Gruppe 30,9 % (± 2,97 %) und in der DXM sol. Gruppe 30,33 % (± 4,25 %) CD11b+. Im 

Vergleich zur Kontrollgruppe infiltrierten bei den beiden Therapiegruppen eine signifikant 

höhere Zahl CD11b+ Zellen in die Leber (Abbildung 24). 

Durch Ly6G+ Zellen konnten inflammatorische mononukleäre Phagozyten (iMNP) 

klassifiziert werden: In der Kontrollgruppe wurde ein relativer Anteil von 12,3 % (± 1,8 %) 

und in der Schadensgruppe von 14,3 % (± 2,4 %) nachgewiesen. Der Anteil von iMNPs war 

1 2 
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in den Therapiegruppen höher (DXM NC 23,2 % (± 2,6 %) und DXM sol. 22,5 % (± 4,6 %)), es 

konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der DXM NC und der Kontrollgruppe 

ermittelt werden. 

 

Abbildung 24: Typisierung der Zellen und relative Quantifizierung der Zellinfiltration 
unterschiedlicher hepatischer Zellpopulationen. Zeitpunkt t=6h. Leberschaden (AIH) (n=3): 
0,3 µg/kg LPS und 300 mg/kg Gal-N i.p.; DXM NC (n=3): AIH + 3 mg/kg DXM-P NC i.v.; DXM sol. 
(n=3): AIH + 0,15 mg/kg i.v. DXM sol.; Kontrolle (n=2-3). *p < 0,05 (Student’s t-Test) 

Zusätzlich zu den Ly6C+ Zellen konnte mittels Ly6G die Gruppe der Neutrophilen 

Granulozyten (Ly6C+Ly6G+) detektiert werden. Hierbei waren signifikante Unterschiede 

zwischen den Therapiegruppen (DXM NC 6,9 % (± 0,6 %) und DXM sol. 9,2 % (± 4,6 %)), und 

der Kontrollgruppe (0,9 % (± 0,4 %)) vorhanden, somit war der relative Anteil dieser 

Zellgruppe unter Therapie deutlich größer. Es bestand kein statistischer Unterschied 

zwischen der Schadensgruppe (5,5 % (± 2,5 %)) und der Kontrollgruppe. 

Die Quantifizierung der F4/80+ Kupfferzellen zeigte keine signifikanten Unterschiede. Die 

Schadensgruppe wies einen relativen Anteil von 4,6 % (± 1,3 %), die DXM NC Gruppe 8,5 % 

(± 1,9 %) und die DXM sol. Gruppe 8,3 % (± 4,8 %) auf. Insgesamt 11,8 % der Kontrollgruppe 

waren F4/80 positiv. 
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4.5 In Situ Cell Death Detection 

Für die histologische Analyse wurde ein Leberschaden intraperitoneal mit 0,3 µg/kg LPS und 

300 mg/kg Gal-N gesetzt. Anschließend wurde eine Versuchsgruppe mit 3 mg/kg DXM NC 

und die andere mit 0,15 µg/kg DXM sol. therapiert.  

 

Abbildung 25: Histologische Schnitte hepatischer Apoptose Zellen (TUNEL Färbung). AIH 
Schadenssetzung (1), Therapie mit DXM NC (2) bzw. sol. (3) und Kontrolle (4). Direct TUNEL labeling 
assay, Zeitpunkt t = 6h. Leberschaden (AIH) (n=4): 0,3 µg/kg LPS und 300 mg/kg Gal-N i.p. zum 
Zeitpunkt t = 0h; DXM NC (n=4): AIH + 3 mg/kg DXM-P NC i.v. zum Zeitpunkt t = -0,5h; DXM sol. 
(n=4): AIH + 0,15 mg/kg i.v. DXM sol. Zeitpunkt t = -0,5h; Kontrolle (n=4).  

Es wurden mehrere histologische Kryoschnittbilder einer Leber miteinander verglichen 

(n=10) und mittels ImageJ® ausgewertet. Apoptotische Vorgänge der Zellen können optisch 

durch grün leuchtende Kerne erkannt werden: Bei der Methode werden freie DNA 3’OH 

Enden mit fluoreszierendem dUTP gefärbt. Dies ist allerdings nur bei Zellen mit kaputter 

Zellmembran möglich, wohingegen in nicht färbbarem Gewebe intakte Zellen vorhanden 

sind. 

1 2 

3 4 
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Abbildung 26: Quantifizierung histologischer Schnittbilder nach TUNEL Färbung. Relativer Anteil 
der fluoreszierenden Fläche apoptotischer Zellen (Rel. Area of Apoptisis) in Prozent und 
durchschnittliche Intensität des Fluoreszenzfarbstoffes. AIH 0,3 µg/kg LPS + 300 mg/kg Gal-N i.p.; 
DXM NC: AIH + 3 mg/kg DXM-P NC i.v.; DXM sol.: AIH + 0,15 mg/kg i.v. DXM sol.; n = 10-11. 
Kontrolle n=5. *p < 0,05 (One way ANOVA).  

 

Mittels ImageJ® wurde die Größe der gefärbten Fläche im Vergleich zur ungefärbten Fläche 

in Relation gesetzt (Relative Area of Apoptosis) und die Intensität der Farben innerhalb der 

einzelnen Schnitte verglichen (mittlere Fluoreszenzintensität). 

Insgesamt 1,1 % (± 0,4 %) der gesamten Fläche der ausgewählten Schnitte der AIH, 0,07 ‰ 

(± 0,06 ‰) der DXM Nanokapseln und 0,1 ‰ (± 0,1 ‰) der löslichen DXM Gruppe wurden 

angefärbt. Die Kontrolle war nicht färbbar (0,01 ‰). 

Die Angabe der mittleren Fluoreszenzintensität ist ein Tool des Programmes ImageJ® ohne 

Einheit: die Intensität der Schadensgruppe lag bei 2,7 (± 1,1), DXM NC 0,02 (± 0,02), DXM 

sol. 0,02 (± 0,02). In der Kontrollgruppe konnte keine Fluoreszenzintensität gemessen 

werden. 
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4.6 In vitro Prüfung der Kapseldichtigkeit 

In zwei separaten Experimenten wurden 2 Tage und 6 Wochen alte DXM NCs, deren 

zentrifugierter Überstand (15 min, 2500 x g, 4 °C), bestehend aus löslichem DXM, und 

deren Pellet, welcher für die Zellkultur nach Zentrifugation in Medium gelöst wurde, mit 

DXM sol. in ihrer biologischen Wirkung in vitro verglichen. Diese Experimente dienten der 

Prüfung der Kapseldichtigkeit. Dabei wurden die Konzentrationen 3 µg/ml, 1 µg/ml, 0,3 

µg/ml und 0,1 µg/ml verwendet. Die Zellkulturen wurden für 19 Stunden im Brutschrank 

inkubiert. Das Zytokin IL-6 wurde mittels ELISA detektiert. 

 

Abbildung 27: IL-6 Suppressionsantwort 2 Tage alter DXM NCs im Vergleich zu Überstand, Pellet 
und DXM sol. IL-6 Sekretion in vitro nach Gabe von 2 Tagen alten DXM NC (0,14%ωt), DXM sol., 
zentrifugiertem Überstand und Pellet. Kontrolle bei 331,9 pg/ml (± 4,3 pg/ml). n = 4. Keine Statistik. 

Die IL-6 Sekretion der NPCs fiel geringer aus, je höher die Konzentration des verabreichten 

Glukokortikoids war. Ebenfalls ließ sich erneut die Äquivalenzdosis um den Faktor 30 

zwischen DXM NC und DXM sol. bestätigen. 

Durch die Gabe von 3 µg/ml DXM NC wurden 206 pg/ml (± 8 pg/ml) und von 3 µg/ml 

Überstand 198 pg/ml (± 7 pg/ml) IL-6 gemessen. Die Suppression durch das gelöste Pellet 

(3 µg/ml) fiel mit 292 pg/ml (± 13 pg/ml) IL-6 geringer aus.  

Die Wirkung der DXM NC ist hierbei ähnlich der des Überstandes. Gleiches ließ sich mit 

älteren DXM NC nachweisen.  
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5.  DISKUSSION 

 

Die Untersuchung der Nanokapseln anhand eines in vitro und in vivo Modelles obliegt 

mehrerer Variablen, die verändert werden können. Durch verschiedene Methoden sollte 

der biologische Effekt der DXM NC mit der des herkömmlichen DXM verglichen werden. In 

der Diskussion wird zunächst auf die Limitierung des Systems (Dichtigkeit der DXM NC) und 

der Experimente (Variabilität der Schadensmodelle) eingegangen, deren Verlauf und 

Parameter in zukünftigen Untersuchungen gegebenenfalls verbessert und angepasst 

werden können.  

Daraufhin wird die Wirksamkeit der DXM NC in vitro sowie in vivo und deren Effekte auf die 

Zellinfiltration sowie deren toxische Auswirkungen mit Ausblick auf eine mögliche 

Implementierung in den klinischen Alltag diskutiert. 
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5.1 Limitierung der Versuche 

5.1.1 Dichtigkeit der Kapseln – andere Glukokortikoide? 

Es besteht durch die experimentellen Untersuchungen die Annahme, dass die systemische 

Wirkung der in den Versuchen benutzten DXM NC denen des herkömmlichen DXM 

gleichwertig ist. Jedoch haben die letzten, für diese Arbeiten durchgeführten Versuche, den 

Verdacht aufgeworfen, dass die Hüllen der Nanokapseln eventuell undicht sein könnten. 

Hierzu wurden die DXM NC inklusive des Überstandes zentrifugiert und in vitro getestet 

(Kapitel 4.6). Unabhängig vom Alter der Kapseln zeigte die immunsupressive Wirkung des 

Überstandes keinen signifikanten Unterschied zu der immunsupressiven Wirkung der nicht 

zentrifugierten Nanokapseln. Der Versuch könnte jedoch dahingehend selbst limitierend 

sein, da durch die Zentrifugation die Kapseln den löslichen Inhalt in den Überstand 

abgeben. Um diese Frage weitergehend zu überprüfen, wurden im Rahmen der 

Dissertation durch Kollegen der Laborgruppe zwei Gruppen von Mäusen zehn Tage je DXM 

NC und DXM sol. intravenös appliziert und ein geringes Thymusgewicht, wie bei einer 

Immunsuppression erwartet, ermittelt. Dabei konnte zwischen den Gruppen kein 

signifikanter Unterschied bezüglich des Thymusgewichts festgestellt werden, woraufhin 

sich der Verdacht, dass es Batches von DXM NC gab, die Undichtigkeiten in der Hülle 

aufwiesen, erhärtete. 

 

Perspektivisch könnten durch weitere chemikalische Verfahren mit beispielsweise Filtern 

genauer analysiert werden, wie hoch die Konzentration des DXM im Überstand ist. Es 

könnten auch andere Messungen angestrebt werden, um die genaue Konzentration von 

Glukokortikoiden innerhalb der Nanokapseln festzustellen, die zur biologischen Wirkung 

beiträgt.  
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Abbildung 28: Keilstrichformeln verschiedener synthetischer Glukokortikoide mit Rot-Markierung 
der Hydroxylgruppen. (1) DXM 21-Phosphat-Dinatrium Salz (Fortecortin®), (2) Betamethason, (3) 
Hydrocortison, (4) Prednisolon 

 

Als Erklärung für die eventuelle Undichtigkeit könnte die Betrachtung des benutzten 

Dexamethason-Phosphat-Moleküls dienen. DXM-P besitzt eine sekundäre und eine tertiäre 

Hydroxylgruppe, welche sich an der Polymerisationsreaktion mit dem Cross-Linker TDS 

beteiligen. Durch zwei reaktive Gruppen könnten sich möglicherweise zu wenige Moleküle 

untereinander vernetzen und Lücken in der Nanokapselhülle bilden (Abbildung 28). Für 

diese Hypothese konnten jedoch keine Belege in der Literatur gefunden werden. 

Im Vergleich zu anderen Materialien, die in der Polymerchemie verwendet werden, 

(beispielsweise PLGA oder rekombinante Proteine) ist das DXM Molekül klein. Dies könnte 

ein weiterer Grund für die eventuelle Undichtigkeit der DXM NC sein. Jiang et al. zeigten 

beispielsweise anhand von Silika NC (SiO2-DXM-NCs), welche DXM in Öl gelöst im Kern 

ausweisen, dass nach 15 Tagen 95 % des Medikamentes gehalten wurde.  SiO2-DXM-NCs 

können mögliche geeignete DXM Träger zu Behandlung entzündlicher Lebererkrankungen 

sein (Jiang et al., 2020). 
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Ein Lösungsvorschlag könnte eine Nanokapselsynthese mit anderen Glukokortikoiden sein. 

Neben DXM gäbe es beispielsweise Bethamethason, Hydrocortison oder Prednisolon, 

welche zusätzlich eine reaktionsfreudige primäre Hydroxylgruppe aufweisen. Dabei müsste 

beachtet werden, dass sich ihre biologische Wirkstärke unterscheidet. Die relative 

antiphlogistische Wirkung des DXM zu Cortisol beträgt 25 und ist mit der des Betamethason 

(=25) vergleichbar, Hydrocortison (=0,8) und Prednisolon (=4) wirken schwächer (Lüllmann 

et. al., 2010). Durch eine stärkere Vernetzung der Glukokortikoide in der Hülle könnte eine 

größere Dichte hergestellt werden. Denkbar wären auch Mischungen aus verschiedenen 

Glukokortikoiden, um die biologische Wirksamkeit und die gute Vernetzbarkeit mit 

unterschiedlichen Stoffen zu kombinieren. Interdisziplinär könnten die chemischen und 

biologischen Aspekte mit neuen oder modulierten Ansätzen gelöst werden. Zum Beispiel 

konnte in einer Studie gezeigt werden, dass Deflazacort-Nanokapseln die Barrierefunktion 

und die entzündungshemmende Wirkung auf Lungenepithelzelllinien verbessern. 

Deflazacort gehört zur Gruppe der Glukokortikoide und wurde durch den biologisch 

abbaubaren Kunststoff Polycaprolacton in ca. 200 nm große NC enkapsuliert.  In vitro 

Auflösungstests zeigten, dass eine kontrollierte Freisetzung von Deflazacort aus den NCs 

eine verbesserte Wirkung auf die Zellen erklären könnte. Ebenfalls reduzierten die NC 

Entzündungsmarker (Rigo et al., 2017). Interessant wäre ein Ansatz, jene Kapseln mit DXM 

zu beladen und diese in einem AIH Modell wie in dieser Dissertation anzuwenden und diese 

mit den DXM NC zu vergleichen. In der Therapie der Rheumatischen Arthritis, ebenfalls eine 

autoimmune Erkrankung, konnten DXM NC Modelle eingesetzt werden, welche Vorteile 

gegenüber herkömmlichen DXM zeigten. So zeigten Crielaard et. al., dass herkömmliches 

DXM nach intravenöser Schadenssetzung einer Kollagen-Antikörper induzierten Arthritis 

nur eine kurzfristige Verringerung der klinischen Anzeichen von Arthritis hatte, wohingegen 

i.V. applizierte DXM beladene polymere Mizellen signifikant die klinischen Anzeichen einer 

Entzündung reduzieren konnten. Auch eine dauerhafte Verringerung war möglich. Die 

Autoren betonen den Vorteil der polymeren Mizellen zur Optimierung der 

Arzneimittelfreisetzungskinetik (Crielaard et al., 2012). Dieses und andere DXM beladene 

Systeme wie DXM PCL-PEG-Mizellen halten sich relativ lange im Blutkreislauf auf und 

sammeln sich überwiegend in entzündeten Gelenken an. Sie reduzieren auch die 

entzündliche Zytokinexpression (Wang et al., 2016). Auch DXM kombinierte Nanopartikel 

wie die Chitosan-Nanopartikel mit DXM und Methotraxat zeigen in vitro und in vivo 

Versuchen antientzündliche Effekte (Kumar et al., 2017). DXM beladene Liposomen (Dex-
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Liposomen) haben in experimentellen Mausmodellen ebenfalls einen therapeutischen 

Effekt gezeigt: Dex-Liposomen konnten bei einer immunvermittelten akuten Hepatitis und 

am Wirkungsort den Schweregrad der Erkrankung, Leberverletzungen und Fibrose 

signifikant reduzieren (Bartneck et al., 2015).  

 

5.1.2 Variabilität des Schadensmodells in vivo 

Tiermodelle sind ein wichtiges Instrument, um autoimmunausgelöste Leberschäden und 

deren Zytokin- und Zellbeteiligungen genauer zu verstehen (Sucher et al., 2019). Die 

Zytokin- und Transaminasenkonzentrationen des in dieser Dissertation angewendeten 

Schadensmodells unterliegt nach intravenöser oder intraperitonealer Schadensetzung mit 

LPS und Gal-N großen interindividuellen Schwankungen. AIH-Modelle mit LPS und anderen 

Hepatotoxinen wie Gal-N sind ein ubiquitär angewendetes Modell, um hepatische 

Entzündungen zu induzieren. Obwohl die Handhabung von LPS leicht ist, können 

unbeabsichtigte Variationen Ergebnisse eines bestimmten Experimentes beeinflussen 

(Hamesch et al., 2015). Interindividuelle Schwankungen zeigen sich auch in anderen AIH-

Modellen und ähneln damit durch ihre Heterogenität der klinischen AIH (Gatselis et al., 

2015). 

Mit einer erhöhten Dosis von LPS konnte in dieser Arbeit eine erhöhte 

Zytokinkonzentration gemessen werden. So stieg beispielsweise bei einer Verzehnfachung 

des LPS von 0,5 µg/kg auf 5 µg/kg die Konzentration des IL-6 um ca. das 30-fache und die 

des TNFα um ca. das 10-fache. (Kapitel 4.2.1) Ebenfalls konnten zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten nach Applikation des LPS und Gal-N unterschiedlich hohe 

Zytokinkonzentrationen gemessen werden. Somit wurde 1 Stunde nach Applikation des 

Leberschadens die höchste TNFα Konzentration und nach ca. 2 Stunden die höchste IL-6 

Konzentration gemessen. (Kapitel 4.2.2) Diese zeitliche Dynamik der 

Zytokinkonzentrationen stimmte mit anderen Arbeiten überein wie beispielsweise mit der 

von Yoshida et al. Dort wurde durch Gabe von LPS und Gal-N bei BALB/c Mäusen die 

höchste TNFα Konzentration nach 1 Stunde und höchste IL-6 Konzentration nach 2 Stunden 

gemessen (Yoshida et al., 2007). Die Arbeitsgruppe von Yoshida et al. konnte zudem 

erhöhte ALT Werte erst nach 24 Stunden messen. Mit denen in dieser Dissertation 

verwendeten Chemikalien und C57BL/6 Mäusen wurde die höchste ALT Konzentration zum 
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Zeitpunkt 6 Stunden gemessen, da die meisten Versuchstiere den Zeitraum von 24 Stunden 

nicht überlebten. Zudem zeigten sich starke interindividuelle Schwankungen bei einer 

Standardabweichung von ca. 1300 IU/L (Kapitel 4.2.3). Eine solche interindividuelle 

Variabilität zeigte sich auch mit einer erhöhten Standardabweichung u.a. bei Yoshida et al. 

oder anderen Arbeitsgruppen (Tabelle 20). Ein genauer quantitativer Vergleich ist durch 

unterschiedliche Mausmodelle, Konzentrationen und Zeitpunkte der Zytokinmessung kaum 

möglich. Trotz gleicher Versuchsbedingungen und einer gezielten Applikation gab es auch, 

wie in dieser Arbeit, Versuchstiere, die keine erhöhte ALT Konzentration aufwiesen. Nach 

mehreren Wiederholungen konnte dieses Phänomen stets beobachtet werden. 

 

Tabelle 20: Verschiedene LPS und Gal-N Konzentrationen und deren ALT Durchschnittswerte, 
Zusammenstellung angelehnt an (Hamesch et al., 2015). 

 

Die Arbeitsgruppe Abe et al. zeigte durch intravenöse Applikation von 25 ng LPS und 20 mg 

Gal-N nach 8 Stunden einen signifikanten Transaminasenanstieg, welcher sich im zeitlichen 

Verlauf reduzierte. Hier zeigten sich auch deutliche Schwankungen der ALT Werte von 1200 

bis 2600 U/L. Eine signifikante Reduktion des Leberschadens konnte durch die 

Arbeitsgruppe mit Hilfe von Glycyrrhizin gezeigt werden (Abe et al., 2008).  

Der niedrige De-Retis-Quotient = 1 (Kapitel 4.3.2) spricht für einen vergleichbaren 

hepatischen Zelluntergang der AIH und somit für ein murines AIH-Modell. Eine weitere 

Interpretation des Wertes ist aufgrund seiner Definition limitiert. 

Dosis LPS und Gal-N ALT Konzentration U/l (Mean) Studie 

100 ng LPS und 8 mg Gal-N ~	2100 (t=6h) (Bahjat et al., 2000) 

10 ng LPS und 8 mg Gal-N ~	120 (t=8h) (Wu et al., 2014) 

25 ng LPS und 20 mg Gal-N ~	3000 (t=8h) (Yoshida et al., 2007) 

10 μg/kgKG LPS und 500 mg/kgKG Gal-N ~	1200 (t=8h) (Yang et al., 2015b) 

5mg/kg LPS und 300 mg/kgKG Gal-N ~	5800 (t=5h) (Hoque et al., 2014) 
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5.2 Effekte der DXM NC und mögliche Ausblicke  

Viele Jahre nach Einführung in die klinische Praxis gehören Glukokortikoide zu den 

wichtigsten und meistbenutzten anti-inflammatorischen und immunsuppressiven 

Medikamenten. Die Behandlung stößt im Rahmen von Langzeittherapien oder hoher Dosen 

aufgrund zahlreicher Nebenwirkungen jedoch an ihre Grenzen (Strehl and Buttgereit, 

2013). Könnten Glukokortikoide gezielt am Ort der Pathogenese wirken und lokal die 

Immunantwort supprimieren, fielen im Idealfall die systemischen Nebenwirkungen geringer 

aus.  

 

5.2.1 Bedeutung der Transaminasen und Zytokin-Effekte in vitro und in vivo 

In mehreren in vivo und in vitro Versuchen wurden verschiedene Konzentrationen von DXM 

NC eingesetzt. In verschiedenen Versuchssettings konnte meist eine geringere IL-6 

Produktion nach Gabe der DXM NC gemessen werden. DXM durchdringt die 

Wirtszellmembran und bindet an die im Zellzytoplasma vorhandenen 

Glukokortikoidrezeptoren, die u.a. eine Abnahme der Gentranskription zu den pro-

inflammatorischen Zytokinen IL-6, TNF-a und IFN-γ führen (Patel, S.K. et al., 2020). 

So konnten beispielsweise 25 µg/ml DXM NCs in vitro die IL-6 und TNFa Antwort von 

isolierten murinen, mit LPS stimulierten NPCs signifikant um 71 % bzw. 17 % senken (Kapitel 

4.1.1).  Die absoluten Konzentrationen der Zytokine unterschieden sich von den 

publizierten Daten der eigenen Laborgruppe (Fichter et al., 2013), jedoch konnte das 

relative Abnehmen der Zytokinkonzentration mit steigender DXM NC Konzentration gezeigt 

werden. Durch das Supprimieren der IL-6 Konzentration kann auf einen biologischen Effekt 

der DXM NCs geschlossen werden. 

Auch 2,5 µg/ml DMX NCs senken signifikant die IL-6 Konzentration. Daher ist es mit DXM 

NC in vitro möglich, die Zytokinproduktion der NPCs signifikant zu supprimieren. IL-6 ist ein 

löslicher Rezeptor, der unter anderem bei Entzündungen in der Leber Fibroisierung, 

Nekrosereaktionen und Krebsentwicklung mit beeinflusst (Del Campo et al., 2018). Es kann 

davon ausgegangen werden, dass sich eine geringere Konzentration proinflammatorischer 

Zytokine, wie IL-6 oder TNFa, positiv auf die Pathogenese auswirkt. Ziel dieser Arbeit war es 



 

 - 68 -  

zuerst, eine Modulation der Zytokinantwort durch DXM NC zu ermitteln. Perspektivisch 

könnten Versuchsabläufe und Detektionen anderer Zytokinkonzentrationen interessant 

sein, um den genauen Mechanismus der DXM NC Wirkung im biologischen System zu 

verstehen. Auch die Zytokinkonzentration des IFN-γ nimmt durch die Gabe von DXM NCs 

nimmt ab, welches einen Einfluss auf vielfältiger immunologisch relevanter Gene besitzt 

(Schroder et al., 2004). 

In vitro supprimierten DXM NCs in einer ca. 30-fach stärkeren Konzentration als DXM sol. 

die Sekretion von IL-6 der isolierten murinen NPCs (Kapitel 4.1.2), sprich man benötigt die 

ca. 30-fache Konzentration der DXM NCs für einen ähnlichen Suppressionseffekt. Durch 

graphische Darstellung einer sigmoidalen Kurve und Ermittlung des Wendepunktes konnte 

dabei die effektive Dosis der DXM NC approximiert und die Äquivalenzdosis errechnet 

werden. Eine mögliche Erklärung für diesen hohen Faktor liegt an der Bindung und 

Beteiligung des DXM in der DXM NC Hülle, welches biologisch wahrscheinlich nicht aktiv ist 

und kaum Einfluss auf die Unterdrückung der Inflammationsantwort hat. Da die Kapseln 

nicht systemisch, sondern vermutlich konzentriert nur am Ort der Pathogenese wirken 

(Fichter et al., 2013), wird die relativ hohe Konzentration nicht als Nachteil angesehen. In 

vivo Experimente anderer NCs wie z.B. DXM in Liposomen durch ex vivo Analysen (Bartneck 

et al., 2015) oder Silika NCs durch in vivo und ex vivo CT-Darstellung (Jiang et al., 2020) 

zeigten, dass auch andere Arten von NCs in der Leber akkumulieren. In einer Studie von 

Violetto et. al. wurden durch in vivo Versuche Avidin-Nucleic-Acid-Nano-Assemblies 

(ANANEN) mit DXM konjugierte NCs (genannt ANANEN-Hz-Dex) getestet, welche sich, 

durch ex vivo Analysen gezeigt, gezielt in der Leber konzentrierten. Als Schadensmodell 

diente ein durch Injektion eines Adenovirus sogenanntes Cytochrom P450 2D6 

Mausmodell, welche die Pathomechanismen der menschlichen AIH gut widerspiegelt, 

einschließlich erhöhter Transaminasen, Leberinfiltration und Fibrose. Die Behandlung der 

AIH war durch das ANANEN-Hz-Dex wirksamer als das freie Medikament, u.a. waren die 

plasmatischen ALT und AST Spiegel nach 6 Tagen geringer als in den Kontrollgruppen 

(Violatto et al., 2019). ANANEN-Hz-Dex deutet auf einen vielversprechenden Träger zur 

Kontrolle chronischer Leberentzündungen hin. Aufgrund des unterschiedlichen 

Analysezeitpunktes und etablierten Schadensmodelles lassen sich die Ergebnisse dieser 

Dissertation nicht quantitativ vergleichen, jedoch zeigen sich qualitativ Parallelen zu den 

hier genutzten DXM NCs (Kapitel 4.3.2). Auch hier könnte ein eventueller langsamer Abbau 
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der DXM NC im Leberparenchym eine langfristige Verfügbarkeit des freien Medikamentes 

an entsprechender Stelle garantieren. 

Interessanterweise zeigen die ermittelten EC50 Dosen von DXM NC und DXM sol. ähnliche 

Phänomene: Zum Beispiel zeigen die Transaminasen ALT und AST im Serum sowie das 

Zytokin IL-6 in beiden Gruppen signifikante Suppressionseffekte (Kapitel 4.3.2 und 4.3.3).  

DXM NC zeigen nicht nur immunsuppressive Effekte in vitro: Anhand der signifikanten 

geringen Konzentration von Surrogat-Markern wie der Zytokin-Sekretion (Kapitel 4.2.2) von 

TNF-a und IL-6 (Kapitel 4.3.3) oder der Transaminasen-Konzentration von ALT und AST um 

ca. den Faktor 6 (Kapitel 4.3.2) kann im Vergleich zum therapierten Schaden auf einen 

immunsuppressiven Effekt in vivo geschlossen werden. Andere Arbeitsgruppen mit anderen 

Leber-Schadenmodellen wie z.B. mit Concanavalin A (ConA) zeigten ebenfalls geringere 

Serumkonzentrationen von AST und ALT (Bartneck et al., 2015). 

Interessant wäre hier ein Vergleich mit einem NC DXM Träger System ohne biologisch 

aktives DXM. So zum Beispiel zeigte die Gruppe Bartneck et. al, dass in vivo applizierte 

Liposomen (mit und ohne DXM beladen) leicht toxische Effekte nach 24h durch erhöhte 

ALT sowie AST Serumkonzentration ohne vorher applizierten Schaden aufweisen. 

Im Hinblick auf eine pädiatrische Anwendung wäre die Fragestellung interessant, inwieweit 

DXM NC bei geringeren Dosierungen, und nicht in der notwendigen 30-fachen Dosierung, in 

Kombination mit einer gezielten therapeutischen Anwendung in vivo ähnliche biologische 

Effekte hätte. Allgemein können pädiatrische Medikamentendosierungen nicht anhand der 

Erwachsenendosis herunterskaliert werden, da sich Eliminationsmechanismen nicht 

proportional zum Körpergewicht verhalten und sich aufgrund der unreifen Leberfunktion 

eines Neugeborenen der Abbauprozess von Medikamenten unterscheidet (Anderson and 

Holford, 2013). Hinzu kommt das Problem, dass weniger pädiatrische pharmakologische 

Studien als herkömmliche Medikamentenstudien durchgeführt werden, die jedoch für eine 

sichere Therapie erforderlich wären (Holford et al., 2013). Hierfür können Tierexperimente 

interessant sein, bei denen geringere Dosen von DXM NC oder jüngere Versuchstiere 

verwendet werden. 
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5.2.2 In vivo Überleben & geringe Toxizität der Kapseln 

DXM NC und herkömmliches DXM sol. sichern bei intraperitonealer Schadenssetzung von 

LPS und Gal-N das Überleben für mindestens 3 Tage. Im Gegensatz dazu überleben 80 % 

der Versuchstiere nicht länger als 7 Stunden und 10 Minuten, die keine Behandlung mit 

DXM NC oder DXM sol. erhielten. Somit sicherte, nur bei Betrachtung der DXM NC, eine 

Therapie das Überleben. Diese primären oder „harten“ Eckpunkte verdeutlichen die 

Wirkung der DXM NC: Sie sichern dem Versuchstier das Überleben.  

Durch Beobachten der Versuchstiere ließ sich schlussfolgern, dass bei 100 % der 

behandelten Tiere das Verhalten unauffällig blieb. Diese Ergebnisse zeigten, dass auch bei 

unverändertem Verhalten der Tiere sowie bei geringen Entzündungsparametern eine 

Behandlung mit DXM NC hilft.  In einem größeren Versuchsansatz könnte analysiert 

werden, bei welcher minimalen DXM NC Dosis das Überleben nach t = 72h weiterhin 

gesichert ist.  

Aus diesem Versuch ließen sich jedoch keine eventuellen Nebenwirkungseffekte der DXM 

Hülle ableiten, die nach Wirken der NC intrazellulär im Organismus übrigbleiben. Ebenso 

konnten hier auch keine Schlussfolgerungen auf eine Langzeitapplikation der DXM NC 

erfolgen. Ein möglicher weiterer Versuch könnte sein, den Versuchstieren einen Schaden zu 

setzen und diese über mehrere Tage mit DXM NC zu therapieren. In einer Studie von 

Nascimento et. al. wurde ein AIH Schaden mittels Concavalin A etabliert und anschließend 

mit Ascaris suum, einem Extrakt aus dem Schweinespulwurm, therapiert. Neben einer 

Reduktion der Transaminasenkonzentration ALT sowie AST konnte gezeigt werden, dass 

Tiere ohne therapeutische Intervention eine Überlebenswahrscheinlichkeit von ca. 40 % 

aufwiesen. Interessanterweise unterschieden die Autoren zwischen prophylaktischer und 

therapeutischer Intervention: die Versuchstiere, welche 30 Minuten vor Schadensetzung 

mit Ascaris suum behandelt wurden, überlebten vollständig, wohingegen die Gruppe, 

welche nach 2 Stunden therapiert wurden, nur eine Überlebenswahrscheinlichkeit von ca. 

70 % aufwiesen (Nascimento et al., 2014). Die Autoren begründen dies mit einer hohen IL-

10 Produktion durch das Extrakt, welche den Einstrom von Neutrophilen und pro-

inflammatorischen Zytokinen hemmt. In Übertragung an das DXM NC Überlebensversuch 

könnten verschiedene Applikationszeitpunkte und deren Einfluss auf Zytokinsekretionen 

genauer untersucht werden, um die Pathomechanismen genauer zu verstehen.  
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Glukokortikoide beeinflussen intrazelluläre Signalwege und können Einfluss u.a. auf 

apoptotische Vorgänge haben (Herold and Reichardt, 2013). Weiterhin kann speziell 

Dexamethason bei sehr hohen Konzentrationen sogar zytotoxisch wirken, was 

verschiedene in vitro Experimente zeigten (Nestler et al., 2002).  

Durch TUNEL Assay Färbung konnte an histologischen Schnitten gezeigt werden 

(Kapitel 4.5), dass durch intraperitoneale Applikation von LPS und Gal-N zur Entstehung 

eines akuten Leberschadens signifikant mehr apoptotische Zellen in Apoptose gehen, was 

sich durch weitere Studien des gleichen (Kuhla et al., 2009) (Emoto et al., 2003) oder 

anderen Schadensmodellen wie zum Beispiel mit Concavalin A (Lian et al., 2015) bestätigt. 

In den Behandlungsgruppen mit DXM NC und DXM sol. gingen kaum Hepatozyten in 

Apoptose. Die histologischen Untersuchungen zeigen, dass weitaus weniger Zellen mit 

einer Therapie von DXM NC in Apoptose gingen. Um die zellulären Mechanismen besser zu 

verstehen und z.B. nekrotische und apoptotische Vorgänge differenzieren, wären weitere 

histologische Färbungen wie z.B. mit Annexin V interessant. Dieser bietet die weitere 

Möglichkeit, frühe Phasen der Apoptose vor dem Verlust der Zellmembranintegrität 

nachzuweisen (Vermes et al., 1995). 

Für eine klinische Anwendung ist diese Fragestellung von entscheidender Bedeutung, denn 

Eliminationsvorgänge, Abbauprodukte und Akkumulationsphänomene der Nanokapsel(-

schalen) müssen verstanden werden. Zudem gibt es in der Nanotechnologie Trägersysteme 

wie z.B. Nanorods, welche hepatotoxisch wirken (Bartneck et al., 2015). Durch das Fehlen 

apoptotischer Effekte in den Therapiegruppen kann auf eine geringe Toxizität der DXM NC 

(-Hülle) in dem untersuchten Zeitraum geschlossen werden.  

Weiterhin sollten im Idealfall keine Crosslinker-Reste des TDS in der DXM NC vorhanden 

sein. TDS ist potenziell toxisch und für den Organismus schädlich. Es konnte zum Beispiel 

anhand von Bronchialepithelzellen in vitro gezeigt werden, dass TDS 

Entzündungsreaktionen fördert und immunreaktive Produkte freisetzt (Mattoli et al., 1990). 

Eine genaue Titration des TDS bei der Synthese der DXM NC müsste angestrebt werden. 

Zudem könnte zusätzlich durch histologische ZNS Schnitte in Betracht gezogen werden, ob 

die DXM NC die Blut-Hirn-Schranke überwinden und Wirkungen auf das ZNS ausüben. 

Anhand von Silika-Nanokapseln konnte mittels TET-CT Imaging unter anderem auch gezeigt 

werden, dass die DXM NC nicht im zentralen Nervensystem nachweisbar sind (Jiang et al., 
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2020). Somit kann angenommen werden, dass die DXM NC die Bluthirnschranke nur im 

geringen Umfang oder gar nicht überwinden. 

 

5.2.3 Einfluss der Zellinfiltration 

Die behandelten Tiere wiesen eine größere signifikante, hepatische Infiltration, 

beispielsweise CD11b+ Zellen, auf. Es gibt mehrere Anzeichen, dass B-Zellen als 

entscheidender Regulator bei Autoimmunerkrankungen fungieren. Derzeit geht man davon 

aus, dass CD11b+ in der B-Zell-Regulierungsfunktion eine schützende Wirkung auf die 

experimentelle Autoimmunhepatitis hat, wie in vitro Studien gezeigt haben (Liu et al., 

2015). Dies könnte ein Erklärungsansatz sein, dass der Anteil CD11b+ Zellen in den 

Behandlungsgruppen signifikant höher war als in der reinen Schadensgruppe und somit die 

regulatorische Wirkung der Leukozyten verbesserte. Mit liposomalen DXM NCs konnte in 

einer anderen Studie gezeigt werden, dass diese in vitro die Migration von Monozyten und 

Makrophagen signifikant hemmen (Bartneck et al., 2014).  

Die Anzahl infiltrierender Zellen wie CD11b+ (signifikant) oder Ly6c+ (nicht signifikant) der 

AIH Schadensgruppe war kleiner als im Vergleich zu den Behandlungsgruppen mit DXM NCs 

und DXM sol. Das Infiltrieren von Ly6c+ Zellen (Monozyten-Makrophagen) wird mit 

chronischen Entzündungen und Fibrogenese in Verbindung gebracht und fördert die 

Auflösung von Verletzungen (Tacke and Zimmermann, 2014). Durch weitere Experimente, 

die auf diese Dissertation aufbauen, könnten mit unterschiedlichen Dosen 

Infiltrationsphänomene genauer untersuchen mit der Fragestellung, ob eine erhöhte 

hepatische Infiltration von NPCs durch DXM NC Behandlung anders auf den 

Krankheitsverlauf auswirkt. Der Anteil Ly6C+Ly6G+ (Neutrophile) ist im Vergleich zur 

Kontrollgruppe signifikant erhöht.  In einer Concavalin A (Bonder et al., 2004) oder 

Acetaminophen (Liu et al., 2006) induzierten Hepatitis wird der Neutrophilenrekrutierung 

eine wesentliche Rolle negativer Effekte für die Entwicklung einer Leberschädigung 

zugesprochen. Sobald Neutrophile die Leber erreichen, vermitteln sie u.a. eine oxidative 

Abtötung von Hepatozyten und können schwere Leberschäden mit resultierendem 

Leberversagen mitverursachen (Ramaiah and Jaeschke, 2007). 
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DXM NC werden u.a. von Kupffer-Zellen phagozytiert (Fichter et al., 2013). In der Arbeit 

konnte kein signifikanter Unterschied bezüglich der Zellinfiltration in vivo der Kupffer-Zellen 

beobachtet werden, wie in anderen AIH Schalenmodellen mit LPS und Gal-N gezeigt wurde. 

Zum Beispiel zeigte die Gruppe Hoque et. al. eine erhöhte Detektion von F4/80 Zellen im 

Vergleich zu unbehandelten Lebern (Hoque et al., 2014).  

 

 

5.3 Weitere Probleme und Herausforderungen 

Die Ergebnisse dieser Dissertation deuten auf eine mögliche biologische Wirkung der DXM 

NC und bieten Potential, denn herkömmliches DXM, wie es derzeit in der Therapie der AIH 

und bei anderen autoimmunen oder chronischen Erkrankungen über einen längeren 

Zeitraum gegeben wird, hat beträchtliche systemische Nebenwirkungen (Kapitel 2.2.1). 

Weiterhin ist eine zu frühe Freisetzung der Wirksubstanz ein nicht zu unterschätzendes 

Problem (Jiang et al., 2020). Die Einfachheit des Systems, dass Kapselhülle und Inhalt aus 

dem gleichen Material bzw. Molekül bestehen, machen eine mögliche klinische Anwendung 

attraktiv: Der Organismus wäre geringeren Mengen an Patho- und Antigenen ausgesetzt, 

da die Hülle der DXM NC sich möglicherweise inert verhält. Weiterhin ist ein genaues 

Verständnis notwendig, inwieweit biologische Wechselwirkungen der DXM NC mit 

Plasmaproteinen des Blutes eine Rolle spielen, wofür eine neu entwickelte Ex-vivo 

Methode ein neuer möglicher Ansatz sein könnte (Simon et al., 2021). 

Eine neue Anwendung erfuhr DXM auch im Rahmen der COVID-19 Therapie (Noreen et al., 

2021).  Es konnte in einer klinischen Studie gezeigt werden, dass niedrig dosiertes DXM von 

6 mg pro Tag im Vergleich zu anderen immunmodulierenden Medikamenten wie 

Azathromycin, Hydroxychloroquin und Lopinavir-Ritonavir die Mortalitätsrate einer SARS-

Cov-2 Infektion reduziert (Horby et al., 2020). Lösliches DXM reduzierte die Todesrate um 

ein Drittel bei beatmeten Patienten und um ein Fünftel bei Patienten, die Sauerstoff 

erhielten. Der Nutzen einer DXM Therapie war auch nach 7 Tagen nach Symptombeginn 

deutlich, wenn die Lungenschädigung bereits fortgeschritten war (Group et al., 2021). 

Bezüglich Nebenwirkungen oder Langzeitfolgen einer längeren DXM Gabe gibt es aktuell 

keine aussagekräftigen Studien. Im Management der COVID-19 Therapie, der AIH oder 
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anderer Krankheiten, in denen bereits DXM zum Einsatz kommt, könnte eine 

Applikationsform als NC interessant sein. Neue Anwendungsmöglichkeiten geben Potential 

für ein gerichtetes Targeting sowie eine Minderung der systemischen Nebenwirkungen.  
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6.  ZUSAMMENFASSUNG 

 

Die langwierige Therapie der pädiatrischen Autoimmunhepatitis mittels herkömmlichen 

Glukokortikoiden zeigt ein großes Nebenwirkungsprofil.  Durch eine gezielte Ansteuerung 

der Leberzellen durch Glukokortikoide erhofft man sich geringere Nebenwirkungen  

(Poelstra et al., 2012).  Ausschlaggebend und von besonderem Interesse ist eine 

Behandlung mit DXM NCs, die den gleichen therapeutischen Effekt wie herkömmliches 

DXM erzielten, jedoch niedriger dosiert appliziert werden können. Aufgrund eines gezielten 

hepatischen Ansteuerns könnten auf höhere Dosen im Idealfall verzichtet werden, um 

gleiche therapeutische Wirkungen zu erzielen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach Etablierung eines AIH Schadensmodelles DXM NCs 

mit herkömmlichen DXM im murinen Modell an Nicht-Parenchymalen-Leberzellen (NPC) 

getestet und mit Hilfe von Plasmaproben, ELISA-Tests, Durchflusszytometrie, Cytometric 

Bead Array und Histologie analysiert. 

Die DXM NCs wurden aus Fortecotin® (Dexamethason 21-Phosphat-Dinatrium) u.a. mit 

Hilfe von TDI (2,4-Toluen-Diisocyanat) synthetisiert und aufbereitet. Anschließend wurden 

deren Wirkung in vitro an murinen NPCs mit und ohne Stimulation mit LPS getestet.  DXM 

NCs konnten in vitro die Zytokinsekretion von IL-6 und TNF-a signifikant reduzieren. Durch 

Konzentrationsversuche konnte eine Äquivalenzdosis um den Faktor 30 ermittelt werden, 

um ähnliche biologische Effekte im Vergleich zu DXM sol. zu erzielen. 
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Ein AIH Leberschadenmodell mit LPS und Gal-N konnte durch intraperitoneale Applikation 

erfolgreich etabliert werden, was durch einen Anstieg von Transaminasen und Zytokinen 

gezeigt wurde. 

Durch eine Kaplan-Meier-Kurve und Verhaltensprotokolle konnte ein vollständiges 

Überleben der mit DXM NCs behandelten Versuchstiere für bis zu 3 Tage nach AIH 

Schadenssetzung gezeigt werden. Eine Behandlung mit DXM NCs reduzierte signifikant die 

Transaminasen sowie Zytokinsekretion im Vergleich zur Schadensgruppe. Ein signifikanter 

Vorteil bei Applikation der Äquivalenzdosis im Vergleich zu herkömmlichen DXM konnte 

nicht gezeigt werden.  

Mittels TUNEL Assay Färbung konnte anhand eines AIH Schadens gezeigt werden, dass 

durch eine DXM NC Behandlung signifikant weniger Zellen in Apoptose gehen. Eine erhöhte 

hepatische Zellinfiltration konnte ermittelt werden. In der Schadensgruppe sowie in den 

Behandlungsgruppen war der Anteil u.a. von Leukozyten, inflammatorischen 

mononukleären Phagozyten, Neutrophilen Granulozyten sowie Kupfferzellen erhöht. Im 

Vergleich zur Schadensgruppe war die Infiltration von CD11b+ Leukozyten signifikant erhöht 

als im Vergleich zur Schadensgruppe. 

Aus der Gesamtheit der Ergebnisse lässt sich schließen, dass die in dieser Dissertation 

verwendeten DXM NC einen signifikanten Einfluss auf die intrahepatische 

Inflammationsantwort in einem AIH Schadensmodel haben. Es wird weiterhin vermutet, 

dass die Toxizität der DXM NC gering ist und gegebenenfalls eine gewisse Undichtigkeit der 

Kapselhülle vorliegt. Anwendungen anderer Glukokortikoide zur NC Synthese sind in 

Betracht zu ziehen. Eine klinische Implementation zur Therapie der AIH ist weiterhin 

erstrebenswert, bedarf aber weiterer in vivo Versuche, auch mit Hilfe anderer AIH Modelle, 

um die Pharmakokinetik und das Targeting der DXM NC besser zu verstehen.  
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8.  ANHANG 

 

 

Abbildung 29: IL-6 Suppressionsantwort 43 Tage alter DXM NCs im Vergleich zu Überstand, Pellet 
und löslichem DXM. IL-6 Sekretion in vitro nach Gabe von 43 Tagen alten DXM NC (0,23%ωt), 
DXM sol., zentrifugiertem Überstand und Pellet. Kontrolle bei 263,63 pg/ml (± 12,82 pg/ml). n = 4. 
Keine Statistik. 
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Ehrenamtliche Tätigkeit  

 Übersetzer für Arztbriefe bei „washabich.de“ in Dresden 

 Arzt bei „Medical Volunteers International“ für Geflüchtete und Obdachlose 2018 

in Athen, Griechenland 

  

Schulbildung  

Zeitraum August 2001 bis März 2010 

Qualifikation Abitur, Gymnasiale Oberstufe der IGS Kastellaun 

  

Sprachkenntnisse  

 Deutsch (Muttersprache) 

 Englisch (fließend in Wort und Schrift, C1) 

Brasilianisches Portugiesisch (fließend in Wort und Schrift, C1) 

Französisch (Grundkenntnisse, A2) 

Latinum 

 


