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1 Einleitung 

1.1 Einführung 

Bei immunologisch vermittelten Schäden der Leber und Gallengänge, wie man sie bei der autoim-

munen Hepatitis, der primär sklerosierenden Cholangitis und der primär biliären Zirrhose findet, 

kommt es in der Leber zu akuten und chronischen Entzündungsprozessen. Chronische Entzün-

dungen können in diesem Organ zu unerwünschten Ausheilungsformen wie Fibrose oder Zirrhose 

führen. Gefürchtete Komplikationen des chronischen Leberschadens sind unter anderem die porta-

le Hypertension, das Leberausfallkoma oder auch die Entstehung von Lebertumoren (Böcker et al. 

2008). Die Kontrollmechanismen von Entzündungsreaktion und Regeneration stehen im Mittel-

punkt vieler aktueller Forschungsarbeiten. Bei den autoimmunen Hepatopathien und den einherge-

henden überschießenden Immunreaktionen erhofft man sich durch das Identifizieren und Verste-

hen der verschiedenen Regulationsmechanismen neue therapeutische Perspektiven.  

Bei verschiedenen Zellen des Immunsystems ist ein regulatorischer, häufig suppressiver, Einfluss 

auf Entzündungsreaktionen nachgewiesen. FoxP3 positive (FoxP3+) regulatorische T-Zellen sind 

bereits seit einigen Jahren als eine Subpopulation der T-Zellen identifiziert, die in der Lage ist Im-

munreaktionen zu unterdrücken. Ihnen wird eine zentrale Bedeutung bei der Regulation und vor 

allem bei der Begrenzung von Entzündungsreaktionen zugesprochen (vgl. Abschnitt 1.4 

Regulatorische T-Zellen (Tregs)). Die Forschungsergebnisse bezüglich ihrer Zahl, Lokalisation und 

Funktion bei autoimmunen Lebererkrankungen sind bisher nicht einheitlich. Aktuelle Daten lassen 

vermuten, dass Quantifizierungen im peripheren Blut und im betroffenen Lebergewebe nur einge-

schränkt vergleichbar sind. Auch findet das klinische Stadium der Erkrankung in vielen der bisheri-

gen Arbeiten nicht ausreichend Berücksichtigung. 

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der Immunantwort bei der Erstdiagnose von Leber- und 

Gallenwegserkrankungen mit einer autoimmunen Genese, insbesondere im Hinblick auf die Popu-

lation der FoxP3+ regulatorischen T-Zellen. Zusätzlich erfolgt die Erhebung der klinischen und 

histologischen Befunde der Patienten. 

Im Abschnitt 1.2 Regulation von Entzündung und Toleranz erfolgt eine kurze Einführung in grundle-

gende immunologische Konzepte. Darauf folgen in den Abschnitten 1.3 Die Leber und untersuchte 

Immunzellen und 1.4 Regulatorische T-Zellen (Tregs) eine Darstellung der in der Leber vorkommenden 

Immunzellen, inklusive einer ausführlichen Beschreibung der FoxP3+ regulatorischen T-Zellen. Im 

Anschluss werden im Abschnitt 1.5 Leber- und Gallenwegserkrankungen die in dieser Arbeit untersuch-

ten Erkrankungen der Leber vorgestellt. Mit einem kurzen Überblick über den aktuellen Stand zum 

Thema FoxP3+ Tregs, autoimmune Erkrankungen und die sich für diese Arbeit ergebenen Frage-
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stellungen bilden die Abschnitte 1.6 Regulatorische T-Zellen bei autoimmunen Erkrankungen und 1.7 

Fragestellung den Abschluss des ersten Kapitels. 

1.2 Regulation von Entzündung und Toleranz 

Eine unverzichtbare Fähigkeit des Immunsystems ist die Unterscheidung zwischen fremd und 

selbst. Um nicht jedes Antigen, beispielsweise mit einer Entzündungsreaktion, zu bekämpfen, muss 

das eigene oder ungefährliche Antigen toleriert werden. Die fehlerhafte Aktivierung durch eigene 

oder den eigenen sehr ähnlichen Antigenen spielt in der Pathogenese der Autoimmunkrankheiten 

eine wichtige Rolle.  

Die Ausreifung der Zellen des spezifischen Immunsystems erfolgt in mehreren Stufen. Im Thymus 

überleben nur etwa die 2% der T-Zellen, die zur Interaktion mit körpereigenen MHC Molekülen 

(engl. major histocompatibility complex) fähig sind (positive Selektion) und deren T-Rezeptor dabei nicht 

gegen körpereigenes Antigen gerichtet ist (negative Selektion). Im Knochenmark erfahren B-Zellen 

eine ähnliche negative Selektion. Die Deletion autoreaktiver T- und B-Zellen in den primär lympha-

tischen Organen wird in der englischsprachigen Literatur als „recessive tolerance“ oder auch „passive 

tolerance“ beschrieben (Fontenot und Rudensky 2005). In den klassischen Theorien zur Entstehung 

von Autoimmunkrankheiten führt ein unerwünschtes Überleben autoreaktiver Zellen zur Ausbil-

dung einer potentiell selbst-schädigenden Zellpopulation. Gerschon et al. stellten bereits 1971 die 

Hypothese auf, dass eine spezialisierte Subpopulation der T-Lymphozyten existiert, welche in der 

Lage ist konventionelle Immunantworten zu beenden und den Körper vor autoimmunen Reaktio-

nen zu schützen (Gershon und Kondo 1971). Dieses Konzept, analog zu obigem Modell „dominant 

tolerance“ oder „active tolerance“ genannt, wird als zweite wichtige Säule der Toleranz angesehen. Das 

Vorhandensein aktiver Mechanismen lässt vermuten, dass es regelmäßig zur Ausbildung von Auto-

reaktivität kommt, welche durch körpereigene Maßnahmen begrenzt werden kann. Die Verschie-

bung der Immunantwort weg von einer zytotoxischen Th1-Antwort der CD4+ Zellen wird in der 

englischen Literatur als immune deviation bezeichnet und gilt, auch in der Leber (Klugewitz et al. 

2002), als Schlagwort für einen zentralen Mechanismus von Toleranz. Weitere Mechanismen sind 

die Apoptose von aktivierten T-Zellen oder auch die, im englischen anergy benannte, Induktion von 

Funktionslosigkeit von Effektorzellen (Goubier et al. 2008; Holz et al. 2008). 

Mittlerweile sind eine Reihe von Zellpopulationen identifiziert, die eine solche regulative bzw. 

suppressive Funktion vermitteln. Neben der wichtigsten, den im Abschnitt 1.4 Regulatorische T-Zellen 

(Tregs) gesondert dargestellten CD4+CD25highFoxP3+ regulatorischen T-Zellen (Tregs), gehören 

hierzu auch die ebenfalls CD4+, Tr1- und Th3-Zellen. Sie vermitteln Suppression hauptsächlich 

durch lösliche Zytokine wie das Interleukin 10 (IL-10) (Roncarolo und Levings 2000) und den 

transformierenden Wachstumsfaktor ß (TGF-ß) (Jonuleit und Schmitt 2003; Faria und Weiner 

2005). Bei natürlichen Killer T-Zellen (NKT-Zellen) sind sowohl direkte (Oh et al. 2005), als auch 

indirekte regulatorische Eigenschaften durch die Beeinflussung von klassischen Tregs mittels IL-2 
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Sekretion beschrieben (Cava et al. 2006). Weiter werden γδ-T-Zellen (Girardi 2005) und Th17-

Zellen (Harrington et al. 2005) regulatorische Funktionen zugeschrieben (vgl. Abschnitt 4.5 

Erkenntnisse und künftige Fragestellungen). Unlängst wurde eine weitere regulatorische T-Zellpopulation 

mit einem CD8+CD28- Phänotyp charakterisiert (Smith und Kumar 2008). 

1.3 Die Leber und untersuchte Immunzellen 

Die Leber ist das größte solide Organ des menschlichen Körpers. Durch die doppelte Blutversor-

gung aus Portalvene und Leberarterie ist sie mit etwa 25% des gesamten Herzzeitvolumens beson-

ders stark durchblutet. Unter den nicht-lymphatischen Organen weist die Leber zusätzlich den 

höchsten Fluss an Lymphe auf (Crispe 1999). Das portalvenöse Blut stammt aus dem venösen Ab-

fluss des Gastrointestinaltrakts und der Milz, den beiden größten soliden Organen des Immun-

systems. Ein großer Teil der Fremdantigene, denen der Organismus ausgesetzt ist, wird oral aufge-

nommen und gelangt primär über den Pfortaderkreislauf in die Leber. Die Leber besitzt daher eine 

Vielzahl von Toleranzmechanismen, denn durch diese Physiologie ergibt sich, dass die Leber stän-

dig und in hoher Zahl fremden, zumeist harmlosen Antigen ausgesetzt ist. Gleichzeitig ist die Leber 

ein metabolisch sehr aktives Organ und produziert einen großen Teil der körpereigenen Proteine, 

die bei fehlender Toleranz potentielle Autoantigene darstellen (Tiegs und Lohse 2009). Seit vielen 

Jahren ist bekannt, dass durch den Magen-Darm Trakt aufgenommene Fremdantigene über die 

Induktion verschiedener Mechanismen eine Toleranz des Immunsystems erzeugen können (Kon-

zept der „oralen Toleranz“ (Besredka 1909)). Viele dieser Mechanismen sind in der Leber lokali-

siert. Es wird vermutet, dass auch die Induktion antigenspezifischer Tregs zu Toleranz beiträgt 

(Faria und Weiner 2006; Erhardt et al. 2007). Wichtige Vermittler der Suppression sind inhibito-

risch wirkende Zytokine wie IL-10 oder auch TGF-ß. Huber et al. haben gezeigt, dass auch in der 

Leber die Konversion zu CD4+CD25highFoxP3+ Tregs abhängig ist von TGF-ß (Huber et al. 

2004). Vor dem Hintergrund der Induzierbarkeit von Toleranz, zeigten Lüth et al. eine effektive 

Suppression im Mausmodell der Multiplen Sklerose (EAE) durch den Transfer von Tregs welche 

aus Tieren stammten, die in ihrer Leber das EAE Antigen MBP exprimierten (Lüth et al. 2008b). 

Bei der Vermittlung von Toleranz in der Leber spielen eine Reihe von antigenpräsentierenden Zel-

len (APCs) eine wichtige Rolle. Als Interaktionpartner der Lymphozyten gelten dabei nicht nur die 

klassischen APCs wie die dendritischen Zellen und Kupffer-Zellen. Auch die Endothelzellen in den 

Lebersinus, die LSECs (engl. liver sinusoidal endothel cells) (Lohse et al. 1996) und die Stern- bzw. I-

to-Zellen können Antigene präsentieren. LSECs scheinen durch ihre Interaktion mit T-Zellen Tole-

ranz zu induzieren (Knolle et al. 1999; Wiegard et al. 2005). Kupffer-Zellen präsentieren Antigene 

und sind ebenfalls in der Lage Toleranz zu vermitteln (Roland et al. 1993; Knolle et al. 1995). Neu-

ere Arbeiten konnten zeigen, dass im Rahmen aktiver Entzündungen MHC II von den Hepatozy-

ten exprimiert wird und durch die fenestrierte Basalmembran eine direkte Interaktion der Leber-
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parenchymzellen mit Lymphozyten stattfindet, welche tolerogen beeinflusst werden (Herkel et al. 

2003; Wiegard et al. 2007).  

Ziel der immunhistochemischen Färbungen in dieser Arbeit ist die Untersuchung der Anzahl und 

Verteilung nicht parenchymatöser, monozytärer Zellen im Lebergewebe. In der gesunden Leber 

finden sich etwa 1010 Lymphozyten. Bei den untersuchten Erkrankungen ist ein Entzündungs-

infiltrat zu erwarten, welches vornehmlich lymphozytär geprägt ist (vgl. Abschnitt 1.5 Leber- und 

Gallenwegserkrankungen). Die untersuchten Zellen der unspezifischen Immunantwort und die unter-

suchten Populationen und Subpopulationen der Lymphozyten werden im Folgenden kurz charakte-

risiert. Ein Überblick über die wichtigsten Zellpopulationen der menschlichen Leber und ihre Ver-

teilung im Gesunden zeigt Abbildung 1.  

Hepatozyten
60-80 %

nicht-Hepatozyten
20-40 %

Endothel Zellen
50%

Kupffer Zellen
20%

biliäre Zellen
5%

Lymphozyten
25%

B-Zellen
5-6%

T-Zellen
65%

klassische CD4+ αβ TCR NKT Zellen
12%

unkonventionelle T-Zellen

CD8+
15-30%

CD4+
55-65%

nicht-Klassische CD8+ / γδ-TCR NKT Zellen
8%

T-Zellen (γδ-TCR)
8-15%

NK Zellen
25-30%

konventionelle T-Zellen

 

Abbildung 1: Zellpopulationen der humanen Leber 

aus Crispe (1999), Klugewitz et al. (2004) und Racanelli (2006) 

1.3.1 Kupffer Zellen 

Nach den sinusoidalen Endothelzellen sind die Kupffer-Zellen die zweite große Zellpopulation, 

welche die Lebersinus auskleidet. Kupffer-Zellen der Leber machen in etwa 80% der Gewebs-

makrophagen des gesamten Organismus aus (Crispe 1999). Zur Darstellung der Makrophagen bzw. 

Kupffer-Zellen im Lebergewebe wird eine Färbung auf CD163 angefertigt -einem etablierten Mar-

ker für Makrophagen bzw. Monozyten (Zola 2007). CD163 ist ein transmembranes Glykoprotein 

mit bisher unklarer Funktion. Es wird vermutet, dass es eine Rolle in der anti-inflamatorischen 

Monozytenantwort spielt (Lau et al. 2004). 
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1.3.2 Neutrophile Granulozyten 

Neutrophile Granuolzyten gehören zu den klassischen Vertretern des unspezifischen Immunsys-

tems (Murphy et al. 2008). In den Granula neutrophiler Granulozyten findet sich eine hohe Kon-

zentration des Enzyms Myeloperoxidase. Die Anfärbung des Enzyms ist aufgrund der Bedeutung 

in der Leukämiediagnostik gut etabliert. In der Leber ist MPO ein spezifischer Marker für 

neutrophile Granulozyten (Amanzada et al. 2011). Eine Anfärbung mit monoklonalen Antikörpern 

in Formalin fixiertem, Paraffin eingebetteten Gewebe führte bisher zu unbefriedigenden Ergebnis-

sen (Arber et al. 2001), so dass in dieser Arbeit ein polyklonaler Antikörper (Fa. Dako) verwendet 

wird. 

1.3.3 Natürliche-Killerzellen 

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) stellen neben B- und T-Lymphozyten die dritte große Gruppe 

der Lymphozyten in der Leber dar. Sie haben hauptsächlich Effektorfunktion im Rahmen der Im-

munantwort (Racanelli 2006). NK-Zellen regulieren die Ausreifung von NK T-Zellen (Emoto und 

Kaufmann 2003) und werden ihrerseits wiederum sowohl inhibitorisch als aktivierend reguliert 

(Racanelli 2006). Die immunhistochemische Anfärbung der NK-Zellen mittels CD56 wird im Ab-

schnitt 1.3.5 Unkonventionelle T-Zellen: NKT Zellen besprochen. 

1.3.4 Konventionelle T-Lymphozyten und B-Zellen 

Im gesunden Lebergewebe machen T-Zellen etwa 65% der hepatischen Lymphozyten aus. Der 

überwiegende Teil der T-Zellen findet sich in den Portalfeldern. Zur Anfärbung der Gesamtpopula-

tion der T-Zellen wird das Oberflächenmolekül CD3 dargestellt. CD3 ist Teil des T-Zell Rezeptors 

(TCR) und wird vornehmlich von T-Zellen exprimiert, unabhängig davon, ob ihr TCR αβ- oder γδ-

Ketten ausweist. Er gilt als bester Marker für reife T-Zellen (Zola 2007). Die Subpopulation der 

T-Helferzellen wird durch das Anfärben des Oberflächenmolekül CD4 dargestellt. CD4 ist ein 

Transmembranprotein und fungiert als Korezeptor für MHC II Moleküle. Es stabilisiert die Bin-

dung zwischen MHC II und dem TCR. Die Darstellung der zweiten großen Subpopulation der 

reifen T-Zellen, den zytotoxischen T-Zellen, erfolgt anhand des CD8 Moleküls, einem Trans-

membranprotein welches als Korezeptor für das MHC I Molekül der zytoxoischen T-Zellen fun-

giert (Zola 2007). Das Verhältnis von CD4+ zu CD8+ T-Zellen beträgt, ähnlich dem im periphe-

ren Blut, in etwa 2:1. Schwankungen bis 0,5:1 sind beschrieben (Crispe 1999). 

Die Darstellung der regulatorischen Subpopulation der CD4+ T-Zellen (Treg) erfolgt durch das 

Anfärben des Transkriptionsfaktors Forkhead box P3 (FoxP3). Im Abschnitt 1.4 Regulatorische 

T-Zellen (Tregs) wird diese Zellpopulation gesondert dargstellt. Eine kritische Betrachtung des Mar-

kers FoxP3 findet sich im Abschnitt 4.1.1 Der Treg-Phänotyp und FoxP3. 
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Der Anteil der B-Zellen an der Gesamtzahl der hepatischen Lymphozyten wird im gesunden Le-

bergewebe mit etwa 5% angegeben. Physiologisch variiert dieser Anteil stark, abhängig z.B. vom 

Alter oder Grad der Antigenexposition. Erkenntnisse über die Lokalisation in gesundem Leberge-

webe sind rar. Ein Überwiegen der Lokalisation im Leberläppchen gegenüber den Portalfeldern ist 

beschrieben (Crispe 1999). Reife B-Lymphozyten besitzen auf ihrer Oberfläche das Antigen CD20. 

Hierbei handelt es sich um ein Phosphoprotein welches einen homo-oligomer Komplex bildet und 

als Calciumkanal in der Membran fungiert. Funktionell ist dieser eng mit dem B-Zell Rezeptor 

(BCR) verbunden. CD20 gilt als der Standard Marker für reife B-Zellen und wird auch in der Rou-

tinediagnostik, z.B. bei Lymphomen, eingesetzt. Unreife B-Zellen oder Plasmazellen sind noch 

nicht bzw. nicht mehr CD20 positiv.  

1.3.5 Unkonventionelle T-Zellen: NKT Zellen 

Eine weitere T-Zell-(Sub-)Population sind Zellen, welche Eigenschaften von T-Zellen und natürli-

chen Killer Zellen in sich vereinigen und als NK-T-Zellen bezeichnet werden (Norris et al. 1998). 

Sie repräsentieren eine heterogene Subpopulation der T-Zellen und exprimieren neben dem T-Zell 

Marker CD3 auch Oberflächenmoleküle der natürlichen Killerzellen wie CD57 und CD56. Viele 

NKT-Zellen sind weder CD4- noch CD8-positiv und etwa bei etwa einem Viertel besteht der TCR 

nicht aus α und β Kette, sondern sie besitzen einen γδ-TCR (Emoto und Kaufmann 2003; Swain 

2008). Die klassischen NK-T-Zellen entstehen im Thymus, aber ein zweite Population scheint di-

rekt in der Leber heranzureifen (Sato et al. 1995). Sie ist ein wichtiges Beispiel für Thymus unab-

hängige T-Zellen im Organismus und im Zusammenhang mit der Leber wahrscheinlich das wich-

tigste Beispiel für diesen Zelltyp. In der Leber findet sich in der Regel die größte Population im 

Organismus, NKT-Zellen machen dort zwischen 20% und 30% der hepatischen T-Zellen aus 

(Crispe 1999; Exley und Koziel 2004). Nach Swain et al. (2010) ist ihre Zahl bei autoimmunen He-

patopathien sogar noch weiter erhöht. Die Funktion der NK-T-Zellen ist noch nicht ausreichend 

verstanden. Nach ihrer Aktivierung sind sie in der Lage sich wie Killerzellen zu verhalten und ande-

re Zellen mittels Fas-ligand, Perforin oder Granzym abzutöten. Durch ihre große Anzahl und um-

fangreiche Zytokinsekretion vermuten viele Autoren eine zusätzliche regulatorische Funktion, evtl. 

eine Steuerung in Richtung Th1- oder Th2-Antwort (Murphy et al. 2008; Swain 2008).  

Um einen Überblick über die beschrieben NK-Zell Populationen zu erhalten, soll in dieser Arbeit 

zunächst die Darstellung der NK-Zellen und NK-T-Zellen mittels Anfärbung des Antigens CD56, 

auch genannt Neural cell adhesion molecule (NCAM), erfolgen. Die Beobachtungen bei dieser 

Färbung werden im Abschnitt 3.3 Qualitative Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen aufgegriffen 

und im Abschnitt 4.1.2 Die Färbung auf CD56 diskutiert. 
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1.4 Regulatorische T-Zellen (Tregs) 

Die bestbeschriebene suppressive Zellpopulation ist die der CD4+CD25high-regulatorischen-

T-Zellen (Tregs) (Graca et al. 2005). Ihnen wird bei Autoimmunkrankheiten, Krebs, Virusinfektio-

nen und in der Transplantationsmedizin eine elementare Rolle in der Kontrolle von Immunantwor-

ten zugesprochen (Sakaguchi et al. 2006; Shevach 2009).  

Die klassischen CD4+ Tregs sind in der Lage die Aktivität und Effektorfunktion von unterschiedli-

chen Zellpopulationen zu vermindern. Neben den CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxischen 

T-Zellen zählen hierzu B-Zellen, NK-Zellen, NK T-Zellen und dendritische Zellen (Sakaguchi et 

al. 2001; Carambia und Herkel 2009). Ihre regulatorische Funktion ist essentiell für die Aufrechter-

haltung von Selbsttoleranz und für die Begrenzung von Immunantworten. Defekte oder fehlende 

Tregs führen in der Maus und beim Menschen zu schweren Autoimmunkrankheiten (Sakaguchi et 

al. 1995; Bennett et al. 2001; Brunkow et al. 2001).  

Bereits 1970 beschrieben Gershon et al. die T-Zell vermittelte Suppression einer Immunantwort 

und vermuteten, dass hierfür eine spezielle T-Zell Subpopulation verantwortlich sei (Gershon und 

Kondo 1970). Im Tiermodell wiesen Sakaguchi et al. eine suppressive CD4+ T-Zell Subpopulatio-

nen nach (Sakaguchi et al. 1985). Als ein wichtiger regulatorischer Mediator wurde das Zytokin 

Interleukin 2 (IL-2) identifiziert, welches sich auf der Zelloberfläche an den IL-2 Rezeptor (CD25) 

bindet. In den neunziger Jahren konnten Untersuchungen an IL-2 defizienten Mäusen, welche an 

schweren Autoimmunkrankheiten litten, die Verminderung einer CD4+CD25high T-Zellpopulation 

bei normaler Anzahl CD4+ und CD8+ Zellen nachweisen (Schorle et al. 1991; Suri-Payer et al. 

1998). In vivo Untersuchungen zeigten, dass der Transfer von CD25high Zellen in CD25 negativen 

(CD25-) Mäusen vor der Induktion von Autoimmunkrankheiten schützen kann (Sakaguchi et al. 

1995; Itoh et al. 1999). In experimentellen in vitro assays konnten verschiedene Arbeitsgruppen zei-

gen, dass die CD4+CD25high suppressive Effektorfunktion auf CD4+CD25- und CD8+ T-Zellen 

ausüben können (Takahashi et al. 1998; Thornton und Shevach 1998). 

Etwa 30% der menschlichen T-Zellen sind CD4+CD25+, doch nur etwa 1-2% mit der höchsten 

CD25 Expression (CD25high) zeigen eine suppressive Funktion (Baecher-Allan et al. 2001). Wäh-

rend einer Infektion oder auch autoimmunen Entzündungsreaktionen findet sich eine erhöhte Ex-

pression von CD25, was eine klare Abgrenzung der regulatorischen Population mittels der Marker 

CD4+ und CD25high erschwert. 2001 identifizierten Brunkow et al. eine Mutation im 

X-chromosomalen Gen des Transkriptionsfaktors Forkhead box P3 (FoxP3) als ursächlich für die 

schweren autoimmunen Entzündungsreaktionen in Scurfy Mäusen (Brunkow et al. 2001). Im glei-

chen Jahr konnten Bennett et al. im Menschen eine Mutation im FoxP3 Gen bei Patienten mit dem 

IPEX Syndrom nachweisen, einer systemischen Autoimmunkrankheit mit multiplen Manifestati-

onsorten (Bennett et al. 2001). 2003 beschrieben gleich mehrere Autoren den Transkriptionsfaktor 

FoxP3 als Schlüsselmolekül der regulatorischen T-Zellen und postulierten, dass CD4+CD25high T-

Zellen in der Periphere und im Thymus selektiv FoxP3 exprimieren (Fontenot et al. 2003; Hori et 
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al. 2003; Khattri et al. 2003). Mit wachsenden Erkenntnissen über Aktivierung und Funktionsweise 

von regulatorischen T-Zellen wurden weitere Marker beschrieben, wie beispielsweise CTLA4 (Tang 

et al. 2004), CD62L+, CD45RO+, CD45RA–, und CD45RBlow (Baecher-Allan et al. 2001; Dieck-

mann et al. 2001). Die Spezifität von FoxP3 ist nicht unumstritten (vgl. Abschnitt 4.1.1 Der Treg-

Phänotyp und FoxP3). Dennoch gilt FoxP3 als verlässlicher Marker für regulatorische T-Zellen 

(Roncador et al. 2005; Sakaguchi et al. 2007) und wird regelhaft verwendet (Bates et al. 2006; Ward 

et al. 2007; Lapierre et al. 2010). 

1.4.1 Tregs: Aktivierung und Ausreifung 

Die Aktivierung von Tregs erfolgt initial TCR spezifisch (Shevach 2002). Ob weitere TCR Stimula-

tionen zur Aufrechterhaltung der Aktivität notwendig sind ist in der Literatur umstritten (Thornton 

und Shevach 1998; Fontenot und Rudensky 2005). Zusätzliche wichtige Signale zur Ausbildung und 

Aufrechterhaltung der Treg Population vermitteln Zytokine wie beispielsweise IL-2 (Malek und 

Bayer 2004) und TGF-ß (Chen et al. 2003).  

Beim Menschen sind zwei Treg Subpopulationen beschrieben: Eine stabile Population natürlicher 

bzw. naiver Treg (nTreg), welche im Thymus generiert wird (Itoh et al. 1999; Walker et al. 2003) 

und eine zweite instabile Population von ursprünglich CD4+CD25- T-Zellen, welche in der Peri-

pherie durch TGF-β und IL-2 zur Konversion gebracht werden (Chen et al. 2003; Schramm et al. 

2004). Sie exprimieren nach ihrer Aktivierung zu CD4+CD25high Zellen ebenfalls FoxP3 und wer-

den induzierte Treg (iTreg) genannt (Chen et al. 2003; Liang et al. 2005; Zheng et al. 2006). Vor 

dem Hintergrund der Erkenntnisse hinsichtlich unterschiedlicher Subpopulationen ist es möglich, 

dass bereits identifizierte Aktivierungsmechanismen nur für jeweils einen Teil der Tregs gelten. 

Auch ist nicht geklärt, ob der Thymus oder die Peripherie als Orte vorwiegender Bildung und Rei-

fung anzusehen sind und ob iTregs in vivo eine funktionale und stabile Population darstellen 

(Sakaguchi et al. 2007). Es ist gezeigt worden, dass adoptiv transferierte iTreg funktionell aktiv sind. 

Sie sind in der Lage die autoimmunen Entzündungen von FoxP3- Scurfy-Mäusen oder auch eine 

autoimmune Gastritis im Mausmodell zu supprimieren (DiPaolo et al. 2007; Huter et al. 2008). 

Neuere Arbeiten schlagen noch weitere phänotypische und funktionelle Charakterisierungen hu-

maner Tregs vor (Sakaguchi et al. 2010). Im Modell von Miyara et al. differenzieren nTregs durch 

Aktivierung zu Effektor-Tregs mit besonders hoher FoxP3 Expression (Miyara et al. 2009b) (vgl. 

Abschnitt 4.1.1 Der Treg-Phänotyp und FoxP3). 

1.4.2 Tregs: Mechanismen 

Die bisher bekannten Mechanismen regulatorischer T-Zellen können eingeteilt werden in solche, 

die direkt auf Zielzellen wie beispielsweise T-Zellen oder Natürliche Killer Zellen (NK-Zellen) 

einwirken und solche, die den Effekt auf Immunzellen indirekt über die Beeinflussung der antigen-

präsentierenden Zellen vermitteln (Maloy et al. 2003). Im Sinne einer Suppression reagieren die 
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Zielzellen beispielsweise mit einem Arrest des Zellzyklus, Apoptose oder einer verminderten Pro-

duktion proinflammatorischer Zytokine.  

Zu den direkten Mechanismen der Tregs zählt die Sekretion eines suppressiven Zytokinmuster, 

bestehend vor allem aus IL-10 und TGF-ß (Huber et al. 2004; Peng et al. 2004; Presser et al. 2008). 

In vitro sind direkt zytolytische Effekte mithilfe von Granzym A und B oder Perforin beschrieben 

(Grossman et al. 2004). Granzym B scheint bei der Vermittlung von autoimmunen Leberschäden 

eine wichtige Rolle zu spielen. Ferri et al. (2010) berichten bei AIH-Patienten von einer Korrelation 

zwischen Granzym B Leveln und biochemischen Markern des Leberschadens, wie ALT und Biliru-

bin. Weiter ist gezeigt worden, dass Tregs suppressive Signale im Zellkontakt vermitteln. Proteine 

wie Galectin-1 (Garin et al. 2007) oder das inhibitorische cytotoxische T-Zell-Antigen-4 (CTLA-4) 

beeinflussen T-Zellen und auch APCs (Tang et al. 2004).  

Durch das Herabsetzen der Expression Co-stimulatorischer Moleküle oder Verminderung der An-

tigenpräsentation von APCs können Tregs die Immunantwort indirekt unterdrücken. Verschiedene 

Arbeiten haben dies bereits in vitro für dendritische Zellen von Maus und Mensch gezeigt (Serra et 

al. 2003; Misra et al. 2004). Die Suppression durch Tregs scheint in vitro überwiegend abhängig von 

Zellkontakt und weniger von löslichen Zytokinen zu sein (Vignali et al. 2008). In den Augen einiger 

Autoren fällt immunregulatorischen Zytokinen wie TGF-ß, IL-10 oder IL-35 in vivo eine größere 

Rolle zu (Tang et al. 2004; Collison et al. 2007). In wieweit die in der Regel in vitro identitifizierten 

Mechanismen auch in vivo tatsächlich eine Rolle spielen, ist in vielen Fällen noch Gegenstand der 

Forschung (Sakaguchi et al. 2010). Die funktionelle Rolle der IL-10 Sekretion konnte bereits in vivo 

nachgewiesen werden (Belkaid 2007). Auch konnte in vivo gezeigt werden, dass eine TGF-β Über-

expression von Tregs in einem antigen-abhängigen-Asthma Mausmodell die Tiere vor Erkrankung 

schützt (Presser et al. 2008). Fahlen et al. zeigten, dass TGF-ß essentiell für die regulatorische Funk-

tion der Tregs ist, dabei jedoch auch von nicht-Tregs sezerniert werden kann (Fahlén et al. 2005). 

Für die zytolytischen Mechanismen fehlt bisher der in vivo Nachweis (Shevach 2009). Fontenot et al. 

vermuten, dass der je nach Ort und Art der Entzündung verschiedene Effektormechanismen der 

Tregs eine unterschiedlich große Rolle spielen (Fontenot und Rudensky 2005). 

1.4.3 Tregs in therapeutischen Ansätzen 

Bereits in den 80er Jahren konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Kortikosteroiden die suppres-

sive Aktivität regulatorischer Zellen in der Leber verbessert (Nouri-Aria et al. 1982). Eine optimale, 

nebenwirkungsarme Therapie würde spezifisch das Ungleichgewicht in der Immunregulation wie-

derherstellen und autoreaktive Zellpopulationen gezielt unterdrücken. Durch körpereigene Mecha-

nismen, wie die gezielte Aktivierung bzw. Inaktivierung spezifischer Tregs könnte dies ermöglicht 

werden. Durch den Transfer von Tregs ist in verschiedenen Tiermodellen die Ausbildung von Au-

toimmunkrankheiten verhindert worden. In Mausmodellen des Diabetes mellitus und der Colitis 

ulcerosa sind durch den Transfer von polyklonalen Tregs der Krankheitsausbruch bzw. die Pro-
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gression verhindert worden (Sarween et al. 2004; Uhlig et al. 2006). Huang et al. konnten durch die 

Stimulation mittels IL-10 geprimten dendritischen Zellen eine suppressive Population FoxP3+ 

Tregs in einem Asthma Modell erzeugen (Huang et al. 2010). In der Regel erwiesen sich in den 

Transferexperimenten antigen-spezifische Tregs als effektiver und potenter, als polyklonale Treg 

Populationen (Stephens et al. 2009). Auch am Menschen zeigen Transferexperimente zumindest in 

den akuten und subakuten Phasen der Entzündung erste viel versprechende Resultate 

(Trzonkowski et al. 2009). Die im Abschnitt 1.3 Die Leber und untersuchte Immunzellen erläuterten 

Ansätze in der Induzierbarkeit von Toleranz durch Antigenpräsentation in der Leber werden auch 

im Falle der autoimmunen Lebererkrankungen weiter verfolgt. In einer Arbeit aus dem Jahr 2010 

beschreiben Longhi et al. in vitro eine effektive Suppression von Effektor T-Zell in einer gemeinsa-

men Kokultur von CYP2D6-beladenen DCs (engl. Dendritic Cells) und CYP2D6 geprimeten Tregs. 

CYP2D6 ist das seit längerem bekannte Autoantigen der AIH Typ 2 (Longhi et al. 2010a). Es ist 

bisher allerdings nicht gelungen in vivo eine stabile und spezifische Treg Population zu generieren 

und aufrecht zu erhalten. Dennoch bieten oben beschriebene Ansätze eine interessante Perspektive 

für künftige Immuntherapien.  

Trotz erster Erfolge therapeutischer Ansätze ist die Diskussion über die Rolle und grundlegende 

Mechanismen regulatorischer T-Zellen nicht beendet. Die Ausführungen in den Abschnitten 1.4 

Regulatorische T-Zellen (Tregs) und 1.6 Regulatorische T-Zellen bei autoimmunen Erkrankungen zeigen, dass 

es weiterhin eine Reihe unbeantworteter Fragen gibt. Durch die Identifikation von Mechanismen 

und Interaktionen mit anderen Zellen des Immunsystems erhofft man sich ein besseres Verständnis 

von Entzündungsprozessen und der spezifischen Rolle des Immunsystems bei verschiedenen Er-

krankungen.  

1.5 Leber- und Gallenwegserkrankungen 

Häufigste Ursache einer Entzündung der Leber sind virale Erreger oder ein toxischer Schaden. Bei 

einem kleineren Teil der Patienten mit einer akuten oder chronischen Entzündung der Leber oder 

Gallenwege beruht diese auf einem immunologisch vermittelten Leberschaden, bei dem ursächlich 

eine autoimmune Genese vermutet wird. Zu diesen Krankheiten zählen die Autoimmune Hepatitis 

(AIH), die Primär biliären Zirrhose (PBC) und die Primär skleorisierenden Cholangitis (PSC). Eine 

spezifische Therapie für diese Erkrankungen ist bisher nicht bekannt, in einigen Fällen kann die 

Progression durch unspezifische Immunsuppression abgeschwächt werden. Fortschritte im Ver-

ständnis der Erkrankungen und in der Therapie haben die Prognose in den letzten Jahrzehnten 

erheblich verbessert. Dennoch leiden ca. 15% der Patienten, bei denen eine Lebertransplantation 

durchgeführt werden muss, an einer autoimmunen Lebererkrankung (Weismüller et al. 2011; Fi-

scher et al. 2012; Nensi und Chandok 2012) . 
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1.5.1 Die Autoimmune Hepatitis 

Die autoimmune Hepatitis verläuft häufig schubweise und präsentiert sich mit dem Bild einer 

chronischen Leberentzündung. In Nordeuropa wird eine Prävalenz von 5 bis 10 Betroffenen pro 

100.000 Einwohnern beobachtet (Manns et al. 2010). Die Erkrankung tritt in allen Altergruppen 

auf und betrifft Frauen drei bis viermal häufiger als Männer (Czaja 1984). Für eine genetische Prä-

disposition spricht, dass Patienten mit bestimmten HLA Background (HLA B8, DR3 und DR4) 

häufiger erkranken (Donaldson et al. 1994; Lohse et al. 2009) und dass AIH-Patienten überzufällig 

häufig von mindestens einer weiteren Autoimmunkrankheit betroffen sind (Manns et al. 2010; Loh-

se und Mieli-Vergani 2011). Die genaue Ätiologie der AIH ist noch nicht vollständig verstanden. 

Einige Autoren vermuten, dass schädigenden CD4+ oder CD8+ Effektorzellen durch bestimmte 

Leberantigene geprimt und aktiviert werden und anschließend proliferieren (Ma et al. 2006; Longhi 

et al. 2007; Czaja und Manns 2010). Eine weitere Hypothese besagt, dass Stimuli wie beispielsweise 

eine Infektion mit Hepatitis A oder dem Ebbstein Barr Virus zu einem Zusammenbruch der hepa-

tischen Toleranz führen. Das hohe Vorkommen körpereigener und fremder Antigene könnte dann 

eine überschießende Immunantwort auslösen (vgl. Abschnitt 1.3 Die Leber und untersuchte Immunzel-

len). 

Patienten mit einer AIH klagen über unspezifische Symptome wie Juckreiz, Müdigkeit, Athralgien 

oder Abgeschlagenheit (Schramm et al. 2001; Riemann und Adam 2008). Ein kürzlich vorgeschla-

gener Diagnose-Score der „International Autoimmune Hepatitis Group“ beinhaltet vier häufig 

assoziierte Befunde von AIH-Patienten. Hierzu zählen die IgG-Erhöhung (Hypergammalglobuli-

nämie), der Ausschluss einer Virushepatitis, die typische Leberhistologie und der Nachweis typi-

scher Autoantikörper. Ein klinisches Ansprechen auf immunsuppressive Therapie bestätigt die 

Diagnose. 

Bei ca. 80% der AIH-Patienten können erhöhte Antikörpertiter nachgewiesen werden. Es werden 

bis zu drei Subtypen der AIH unterschieden. 70% der AIH-Patienten leiden an der häufigsten 

Form, einer Typ 1 AIH, und haben erhöhte Antikörper gegen das nukleäre Antigen (ANA) oder 

gegen Antigene von glatten Muskelzellen (engl. „smooth muscle antigen“, SMA) (Krawitt 2006; 

Riemann und Adam 2008). Die Patienten mit einer AIH Typ 2 sind oftmals im Kindes- oder Ju-

gendalter und positiv auf LKM Antikörper (Antikörper gegen Mikrosomen aus der Leber und Nie-

re; engl. Liver Kidney Microsomes) getestet. Nur 1-3% aller AIH-Patienten fallen in diese Gruppe. 

Klinisch identisch zum Typ 1 unterscheiden sich ca. 20% der Patienten durch den Nachweis von 

Antikörpern gegen lösliches Leberantigen SLA (engl. „soluble liver antigen“) (Manns et al. 1987) 

und werden von einigen Autoren einem eigenen Subtyp, der AIH Typ 3 zugeordnet (Kanzler et al. 

1999; Lüth et al. 2009).  

Die Leberhistologie spielt in der Diagnostik eine wichtige Rolle (Alvarez et al. 1999). Histologisch 

charakteristisch, aber nicht spezifisch für die AIH sind eine periportale und portale „Interface He-

patitis“, der Nachweis von Lymphozyten- und Plasmazellinfiltraten und so genannte Mottenfraße-
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nekrosen der Hepatozyten (Krawitt 2006). Zur besseren Objektivierung sind verschiedene Scores 

zur Beurteilung der Entzündungsaktivität und des Fibrosegrades entwickelt worden. In der Praxis 

finden der Metavir Score oder der in dieser Arbeit verwendete histologische Aktivitätsindex nach 

Ishak et al. (Ishak und Zimmerman 1995) regelhafte Anwendung zur Bewertung der Entzündungs-

aktivität, vgl. Abschnitt 2.2.3.2 Pathologisches Grading. 

Unbehandelt liegt die Letalität einer autoimmunen Hepatitis um die 50% (De Groote et al. 1978). 

Bei rechtzeitiger Diagnose und optimaler immunsuppressiver Therapie haben die Patienten heute 

häufig eine annährend normale Lebenserwartung (Kanzler et al. 2001). Eine deutlich schlechtere 

Prognose und höhere Komplikationsraten zeigen Patienten bei denen bei Erstdiagnose bereits eine 

ausgeprägte Zirrhose vorliegt (Lohse und Mieli-Vergani 2011). Medikamente der ersten Wahl sind 

zur Remissionsinduktion Prednisolon und zur Remissionserhaltung Azathioprin (Riemann und 

Adam 2008; Lohse et al. 2009). Die Normalisierung der Transaminasen und des IgGs kann als Zei-

chen der Remission gewertet werden (Lüth et al. 2008a). Durch den sehr variablen Verlauf ist die 

Therapieentscheidung häufig individuell zu treffen (Czaja 2010). Viele Patienten können mit adä-

quater Therapie ihr Leben lang in Remission gehalten werden. Bei ungünstigem Verlauf wird bei 

einem kleinen Teil der AIH-Patienten eine Lebertransplantation nötig. Die Prognosen nach Trans-

plantation ist mit einer 10 Jahres Überlebensrate um die 75% relativ gut (Sanchez-Urdazpal et al. 

1992; Reich et al. 2000; Schramm et al. 2010), allerdings kommt es bei ca. 42% der transplantierten 

Patienten zu einem erneuten Auftreten einer AIH (Duclos-Vallée et al. 2003). 

Bei 10-20% der AIH-Patienten finden sich im Laufe der Erkrankung Merkmale (z.B. Antikörper 

oder histologische Charakteristika) anderer autoimmuner Lebererkrankungen wie der PBC oder 

PSC (Lohse et al. 2009; Lüth et al. 2009). Man spricht in diesen Fällen vom so genannten „Overlap-

Syndrom“. Bei Überlappungen von AIH und PBC ist die Prognose, durch das häufig weiter gute 

Ansprechen auf die immunsuppressive Therapie, zufrieden stellend (Lüth et al. 2009). Für die Prä-

valenz und vermutlich schlechtere Prognose des „AIH-PSC-Overlap-Syndroms“ liegen nur wenige 

Untersuchungen vor. 

1.5.2 Die Primär Biliäre Zirrhose 

Bei der primär biliären Zirrhose kommt es zu einer aseptischen Entzündung und Destruktion der 

mittleren und kleinen interlobulären Gallengänge. Häufig unerkannt entwickeln die Patienten zuerst 

eine Cholestase mit histologisch zunehmender Leberfibrose und der möglichen Komplikation des 

zirrhotischen Leberversagens. Die Erkrankung zeigt in ihrer Prävalenz starke geografische Unter-

schiede und wird mit etwa 4 bis 40 Fällen pro 100.000 Einwohner angegeben (Kaplan und Gersh-

win 2005; Gross und Odin 2008). Ein Altersgipfel der Neuerkrankungen liegt um das 50. Lebens-

jahr. Frauen sind bis zu 10-mal häufiger betroffen als Männer (Crosignani et al. 2008).  

Die genaue Pathophysiologie der PBC ist in weiten Teilen unverstanden. Für eine genetische Prä-

disposition sprechen familiäre Häufungen und eine Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen 
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um die 60% (Selmi et al. 2004). Weiter wird die Beteiligung eines so genannten molekularen Mimik-

ries nach stattgehabter bakterieller Infektion an der Krankheitsursache diskutiert (Selmi und 

Gershwin 2004). Eine Arbeit von Mao et al. liefert Hinweise auf ein Priming durch Strukturen, die 

in der natürlichen und synthetischen Umwelt vorkommenden und in einigen Domänen dem Epitop 

der bekannten Autoantikörper gegen mitochondriale Antigene (AMA) sehr ähnlich sind (Mao et al. 

2004). 

Ein laborchemischer Befund mit erhöhten Cholestaseparametern wie der alkalischen Phosphatase 

(AP) und der γ-Glutamyltransferase (γ-GT) bei anfangs oftmals normwertigem Bilirubin ist typisch. 

Außerdem findet sich häufig eine Erhöhung der Immunglobuline vom IgM Typ und eine Hyper-

cholesterinämie (Mutimer et al. 1989; Riemann und Adam 2008). Bei ca. 95% der Patienten finden 

sich AMA Antikörper. Weitere Autoantikörper, wie beispielsweise ANA kommen ebenfalls vor. 

Etwa 53% der Patienten leiden zudem unter mindestens einer weiteren Autoimmunerkrankung wie 

beispielsweise einer Autoimmunthyreoiditis oder dem Sicca-Syndrom (Watt et al. 2004). Wie bereits 

im vorangegangenen Abschnitt erwähnt, existieren Überlappungsformen mit der Autoimmunhepa-

titis.  

Sind die AMA Antikörper gegen einen bestimmten Teil des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes 

gerichtet (PDC-E2), sind sie spezifisch für die PBC (Hirschfield und Heathcote 2008; Lüth et al. 

2009). Das PDC-E2 Antigen ist auch als Zielantigen von CD4+ und CD8+ T-Zellen identifiziert 

worden, die im Rahmen der Erkrankung in die Leber einwandern (Kita et al. 2002). Die Kombina-

tion von Autoantikörpern (AMA) und dem Auftreten autoreaktiver T- und B-Zellen spricht für die 

Einordnung der PBC als autoimmune Erkrankung (Ichiki et al. 2004).  

Histologisch führen diese monozytären Infiltrate zu einer progressiven und irreversiblen Gallen-

gangsdestruktion. Gallengangsproliferate und nicht-verkäsende Granulome werden beobachtet 

(Ludwig 2000). Als Folge der chronischen Entzündung nimmt die Fibrogenese in der Leber zu. In 

der pathologischen Beurteilung werden regelhaft Fibrosescores und eine vierstufige Stadieneintei-

lung nach Ludwig bzw. Scheuer verwendet (Scheuer 1967; Ludwig et al. 1978). Während im Stadi-

um 1 die Entzündung auf die Portalfelder begrenzt ist, geht sie im Stadium 2 schon über diese hin-

aus (so genannte Interface-Hepatitis), bildet im Stadium 3 bindegewebige Brücken zwischen be-

nachbarten Portalfeldern und mündet schließlich im Stadium 4 in einer Zirrhose. 

Heute werden die Patienten häufig bereits im präklinischen Stadium erkannt (Leuschner 2003). Der 

Krankheitsverlauf einer PBC ist sehr variabel. Die Therapie der Wahl mit Ursodesoxycholsäure 

(UDCA) führt zu einer Senkung von Bilirubin, Cholesterol und IgM und ist, bei rechtzeitiger Gabe, 

in der Lage die Progression der Erkrankung zu bremsen (Heathcote et al. 1994; Kaplan und 

Gershwin 2005). In weit fortgeschrittenen Erkrankungsstadien ist dieser Effekt nicht mehr zu beo-

bachten (Corpechot et al. 2005). Aktuell wird der Nutzen von UDCA erneut durch die Ergebnisse 

einer umfangreichen Metaanalyse in Frage gestellt (Gong et al. 2008). Oft stellt die Lebertransplan-

tation die einzig verleibende Therapieoption dar. Die Prognose nach Lebertransplantation ist mit 
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einer 15-Jahres Überlebensrate von ca. 83% gut (Jacob et al. 2008). Innerhalb von 10 Jahren, entwi-

ckelt ungefähr ein Drittel der Patienten ein Rezidiv der PBC (Neuberger 2003). 

1.5.3 Die Primär Sklerosierende Cholangitis 

Die Primär sklerosierende Cholangitis ist gekennzeichnet durch Sklerose und Entzündung der mitt-

leren und großen intra- und extrahepatischen Gallengänge. Typisch ist das makro- und mikroskopi-

sche Auftreten von Strikturen mit konsekutiver Cholestase.  

Die Prävalenz beträgt in westlichen Industrieländern ungefähr 1-2:10.000 Einwohner (Bambha et 

al. 2003; Weismüller et al. 2008). Im Gegensatz zur AIH und PBC sind von der PSC Männer dop-

pelt so häufig betroffen wie Frauen (Weismüller et al. 2008). Das Manifestationsalter liegt bei 25 - 

45 Jahren, doch auch eine stark entzündlich Form im Kindesalter ist beschrieben (Gregorio et al. 

2001). Besonders auffallend ist eine hohe Assoziation der PSC mit chronisch entzündlichen Darm-

erkrankungen (CEDs), wie dem Morbus Crohn oder der Colitis ulcerosa. Etwa 60-80% aller PSC-

Patienten haben eine zusätzliche Darmerkrankung (Chapman et al. 1980). Umgekehrt haben ca. 5% 

aller Kolitis-Patienten eine PSC.  

Die Ätiologie und genaue Pathogenese ist auch bei der PSC noch nicht ausreichend verstanden. 

Kontroverser als bei AIH und PBC wird bei der PSC diskutiert, ob die Erkrankung eine echte Au-

toimmunkrankheit darstellt, oder ob eine andere Ätiologie sekundär zu den bekannten immunolo-

gischen Reaktion führt (Schramm und Lohse 2005). Der PSC fehlen typische Merkmale wie ein 

Ansprechen auf immunsuppressive Therapie oder eine Häufung des weiblichen Geschlechts. Ande-

re Befunde hingegen lassen eine mögliche Immunpathogenese vermuten. Es sind z.B. Autoantikör-

per gegen biliäre Epithelzellen gefunden worden. Weiter ist in der Gruppe der PSC-Patienten eine 

Häufung der typischen „autoimmunen“ HLA-Haplotypen aufgefallen (Riemann und Adam 2008; 

Bowlus 2010). Histologisch und experimentell sind portale Lymphozyteninfiltrate, sowie eine Lym-

phozytenaktivierung mit Verschiebung der Zytokinexpression in Richtung einer Th1-Antwort 

nachgewiesen. Eine aktuelle Hypothese besagt, dass im Darm aktivierte T-Zellen als Gedächtniszel-

len persistieren und auf die hepatische Expression eines darmspezfischen Chemokins (CCL25) 

reagieren (Grant et al. 2002b; Eksteen et al. 2004). Dies würde auch den engen Zusammenhang 

zwischen den CEDs und der PSC erklären. Andere Autoren wiederum sehen in der Aktivierung 

zytotoxischer T-Zellen die primäre Reaktion auf eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems 

durch Bakterien oder deren Bestandteile in den Gallenwegen (O'Mahony und Vierling 2006).  

Klinik, Autoantikörper und auch die Leberhistologie sind oft wenig spezifisch für die Diagnose 

einer PSC (Angulo et al. 2000). Laborchemisch finden sich oftmals erhöhte Werte der alkalischen 

Phosphatase sowie eine ALT-führende Transaminasenerhöhung. Immunglobuline vom IgM und 

IgG Typ kommen regelhaft vor (Boberg et al. 1996) und auch assoziierte Antikörpererhöhungen, 

z.B. von atypischen perinukleären Antikörpern (pANCA) oder ANA und SMA-Antkörpern, sind 

beschrieben. Da die typischen Strikturen oft sogar makroskopisch erkennbar sind, stellt die Bildge-
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bung der Gallenwege einen wichtigen Bestandteil bei der Diagnosefindung ist dar. Der bisherige 

Goldstandard, die endoskopisch retrograde Cholangiographie (ERC) wird zunehmend häufiger, 

aufgrund vergleichbarer Ergebnisse, durch die nicht invasive Magnetresonanzcholangiographie 

(MRC) ersetzt (Dave et al. 2010).  

Mikroskopisch findet man im Lebergewebe typischerweise ein periportales, entzündliches Ödem. 

Das histologische Pendant der Strikturen sind zwiebelschalenartige, konzentrische Fibrosen, welche 

zum Verschluss der Gallengänge führen. Die Gallengänge werden daraufhin narbig zerstört und es 

kommt zur Ausbildung von so genannten Mottenfraßnekrosen. Ähnlich wie bei der PBC wird 

durch Bildung von Bindegewebssepten allmählich der zirrhotische Umbau der Leber eingeleitet 

(Chapman et al. 1980; Ludwig et al. 1981). Die bereits im Abschnitt 1.5.2 Die Primär Biliäre Zirrhose 

erläuterte histologische Stadieneinteilung nach Ludwig wird auch zur Klassifikation der Schwere 

einer PSC verwendet, allerdings wird nur bei einem Drittel der Patienten eine typische Histologie 

gefunden (Chapman et al. 1980). Zeigt sich eine PSC-typische Histologie ohne den makroskopi-

schen Strikturnachweis spricht man von einer „Small-duct-PSC“, diese wird aktuell als eigene Enti-

tät mit günstigerer Prognose diskutiert (Björnsson et al. 2008).  

Eine häufige und gefürchtete Komplikation ist das cholangiozelluläre Karzinom bzw. bei gleichzei-

tig bestehender Kolitis auch das erhöhte Risiko für ein Colonkarzinom. Regelmäßige Kontrollun-

tersuchungen sind daher obligat. Ein kombiniertes Screening auf CA19-9 und CEA wird diskutiert 

(Ramage et al. 1995). 

Trotz der vermuteten autoimmunen Genese der Erkrankung sind bisher alle Versuche einer im-

munsuppressiven Therapie (unter anderem Methotrexat, Ciclosporin A, Azathioprin) erfolglos 

geblieben. Auch für die lange empfohlene Behandlung mit UDCA ist in großen Studien bisher 

keinen entscheidener Vorteil gezeigt worden (Lindor 1997; Olsson et al. 2005). Die Behandlung ist 

daher oftmals symptomatisch, wie beispielsweise die des bei Ikterus häufig auftretenden Juckreizes. 

Regelmäßige Untersuchungen sollen helfen Komplikationen frühzeitig zu erkennen. Verdächtige 

Stenosen können beispielsweise mittels Bürstenzytologien histologisch untersucht werden oder 

verengte Gallenwege werden mithilfe von Stents erweitert.  

Die Prognose der Erkrankung wird bestimmt durch die unterschiedlich schnelle Progression zur 

Zirrhose, sowie das Auftreten einer der oben genannten malignen Neoplasien (Schramm und Galle 

2005). Als ultima Ratio kommt für die PSC-Patienten ohne Kontraindikation eine Lebertransplanta-

tion in Frage. Im Mittel beträgt die Überlebenszeit bzw. Zeit bis zur Lebertransplantation nach der 

Erstdiagnose zwischen 12 und 17 Jahren (LaRusso et al. 2006). Nach Lebertransplantation sind die 

Ergebnisse weniger gut als beispielsweise bei PBC-Patienten, die 5-Jahres Überlebensrate liegt bei 

etwa 85% (Tischendorf et al. 2008) und auch die Retransplatationrate ist höher als bei PBC. Das 

Rezidivrisiko beträgt etwa 25% (Graziadei et al. 1999).  



1 Einleitung 25 

1.5.4 Die nicht-alkoholische Fettleberhepatitis 

Die nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) ist die entzündliche Komplikation des übergeordne-

ten Krankheitsbildes der nicht alkoholischen Fettlebererkrankungen.  

Die Entität der NASH wurde erstmals von Ludiwg et al. beschrieben. Sie ist charakterisiert durch 

das histologische Bild einer Alkoholhepatitis (ASH) ohne anamnestischen regelmäßigen Alkohol-

konsum und durch enge Assoziation mit dem metabolischen Syndrom (Ludwig et al. 1980). Die 

Prävalenz der nicht alkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD) betrifft in Europa und Japan etwa 

14-21% der Einwohner (Nomura et al. 1988; Bellentani et al. 1994). Neueste Daten an einer großen 

nordamerikanischen Kohorte sprechen sogar durchschnittlich von ca. 46% mit starken Unterschie-

den in den verschiedenen Bevölkerungsgruppen (beispielsweise hispanisch 58,3%, afroamerikanisch 

35,1%) (Williams et al. 2011). Die NAFLD ist in den Industrienationen mittlerweile die häufigste 

Ursache einer Transaminasenerhöhung (Clark et al. 2003). In weniger als 10% kommt es bei einer 

diagnostizierten Fettlebererkrankung zur Entwicklung einer NASH (Teli et al. 1995). Hat die Ent-

zündung allerdings erst einmal begonnen, entwickeln 10-30% der NASH-Patienten eine Fibrose 

oder Zirrhose mit nachweislich erhöhtem Risiko zur Entwicklung eines hepatozellulären Karzi-

noms (HCC) (Ratziu et al. 2002). Der multifaktorielle Pathomechanismus aus Lipidakkumulation 

und dem daraus resultierenden oxidativen Stress, sowie die erhöhte Vulnerabilität der Leber gegen-

über Endotoxinen sind mittlerweile gut verstanden (Day und James 1998; Chitturi und Farrell 

2001). Eine autoimmune Ursache wird bei dieser Erkrankung nicht angenommen. 

Laborchemisch zeigen sich regelmäßig erhöhte γ-GT Werte, erhöhte Transaminasen mit führender 

ALT und gelegentlich Erhöhungen der alkalischen Phosphatase. Auch positive Titer von antinukle-

ären Antikörpern (ANA) finden sich bei einem Teil der Patienten. Die Diagnose bleibt mangels 

spezifischer Charakteristika eine Ausschlussdiagnose. Wichtige und abzugrenzende Differentialdi-

agnosen sind beispielsweise der medikamentös-toxische Leberschaden, eine Virushepatitis oder 

Stoffwechselerkrankungen wie M. Wilson.  

Histologisch zeigen sich, wie bei der ASH, eine makrovesikuläre Verfettung und ein, vornehmlich 

lobuläres, entzündliches Infiltrat aus mononukleären Zellen und neutrophilen Granulozyten. Häu-

fig sind weiter Mallory-Körperchen, perisinusoidale Entzündungen, zunehmende Fibrose und bal-

lonierte, nekrotische Hepatozyten nachweisbar (Diehl et al. 1988). Brunt et al. (1999) haben ein 

umfangreiches System zum Grading und Staging der NAFLD bzw. NASH entwickelt, welches den 

Grad der Verfettung und die histologischen entzündlichen und fibrosierenden Veränderungen mit 

einbezieht  

Eine etablierte, organspezifische Therapie für die NASH existiert bis heute nicht. Verschiedene 

Ansätze, beispielsweise mit Metformin, Vitamin C und E oder Ursodesoxycholsäure erwiesen sich 

zunächst nicht als erfolgreiche Therapieoption (Harrison et al. 2003; Lindor et al. 2004; Nair et al. 

2004; Ratziu et al. 2008). In einer aktuellen, randomisierten Studie zur NASH (PIVENS Studie) 

konnte unter Gabe von Pioglitazone (Vitamin E) eine deutliche Verbesserung der Leberhistologie 
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gezeigt werden (Sanyal et al. 2010). Langfristige Ergebnisse zu diesem hoffnungsvollen Therapiean-

satz stehen bisher noch aus. Konventionell steht bisher die Behandlung des metabolischen Syn-

droms im Vordergrund. Eine optimale Diabetes-Einstellung, Gewichtsreduktion und der Abbau 

weiterer Risikofaktoren sollen die Progression der NAFLD zur NASH verhindern. Ist es zur Aus-

bildung einer NASH gekommen, stehen das rechtzeitige erkennen und behandeln von Komplikati-

onen wie der Leberzirrhose und des HCCs im Vordergrund. Auch bei diesem Krankheitsbild stellt 

die Lebertransplantation oftmals die letzte verbleibende Option dar (Ong et al. 2001). Durch die 

oftmals weiter bestehenden Risikofaktoren, ist nach Lebertransplantationen häufig ein Rezidiv der 

NASH zu beobachten (Kim et al. 1996). 

1.6 Regulatorische T-Zellen bei autoimmunen Erkrankungen 

Eine unerwünscht gesteigerte Suppression von Effektorzellen wird, insbesondere in der Leber, für 

die Erregerpersistenz bei chronischen Virusinfektionen oder die verminderte Abwehrreaktion bei 

Tumorerkrankungen verantwortlich gemacht. Einige Autoren sehen als Ursache dafür eine Überak-

tivität regulatorischer Zellen (Bolacchi et al. 2006; Yang et al. 2006). Auf der anderen Seite kann 

eine ineffektive Suppression von Entzündungsreaktionen im Fall von Autoimmunkrankheiten dazu 

führen, dass eine Entzündungsreaktion nicht ausreichend eingedämmt wird. Fehlfunktionen so-

wohl auf der Seite der Effektorzellen, als auch unter den regulatorischen Zellen werden diskutiert. 

Eine verminderte Aktivität bzw. funktionelle Defekte regulatorischer Zellen gehen häufig mit unzu-

reichender Suppression von Entzündungsreaktionen einher und sind bei einer Reihe von Autoim-

munkrankheiten nachgewiesen (Cao et al. 2003; Crispin et al. 2003; Furuno et al. 2004; Viglietta et 

al. 2004; Lan et al. 2005). 

Die Rolle regulatorischer T-Zellen bei autoimmunen Lebererkankungen ist noch nicht vollständig 

verstanden. Aktuelle Untersuchungen am Menschen zeichnen ein uneinheitliches Bild von Anzahl, 

Verteilung und Funktion der Tregs. Einige Autoren postulieren, dass der Verlust der immunologi-

schen Toleranz in der Leber von Patienten mit autoimmunen Lebererkrankungen mit einer Verrin-

gerung in der Anzahl regulatorischer T-Zellen einhergeht. Vor allem in FACS Analysen aus dem 

peripheren Blut ist dies bei Patienten mit AIH (Longhi et al. 2004; Ferri et al. 2010) und PBC (Lan 

et al. 2006; Wang et al. 2010) gezeigt worden. Bei bösartigen Lebertumoren oder chronischen Vi-

rusinfektion, wie beispielsweise Hepatitis C, haben einige Arbeitsgruppen hingegen eine erhöhte 

Anzahl regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut beschrieben (Cabrera et al. 2004; Bolacchi et al. 

2006; Yang et al. 2006). Neben dem numerischen Defizit vermuten einige Autoren auch einen 

funktionellen Defekt als ursächlich für die unzureichende Suppression von Entzündung. Longhi et 

al. beschreiben ein solches Defizit bei Patienten mit AIH (Longhi et al. 2006). 

Im Gegensatz zu Untersuchungen von Tregs im peripheren Blut widersprechen eine Reihe von 

Veröffentlichungen der letzten Jahre mit Ergebnissen aus den betroffenen Geweben der Hypothese 

des numerischen Defizits. So zeigten Marazuela et al. (2006), dass sich bei Patienten mit einer auto-
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immunen Schilddrüsenerkrankung eine erhöhte Anzahl FoxP3+ Tregs sowohl im peripheren Blut, 

als auch im Schilddrüseninfiltrat befindet. Cao et al. (2006) berichteten von einer erhöhten Anzahl 

FoxP3+ Tregs in der Synovialflüssigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis. Auch Untersu-

chungen am Lebergewebe von Patienten mit AIH (Sakaki et al. 2008; Koyabu et al. 2010) und PBC 

(Sasaki et al. 2007; Koyabu et al. 2010) fanden eine erhöhte Anzahl regulatorischer T-Zellen. Die 

größten Schwierigkeiten beim Vergleich quantitativer Arbeiten bereiten die methodisch nicht ein-

heitliche Auswertung und die klinische Heterogenität der Patienten. Eine ausführliche Darstellung 

aktueller Arbeiten erfolgt gemeinsam mit einer Diskussion der eigenen Ergebnisse im Kapitel 4 

dieser Arbeit. 

1.7 Fragestellung 

In dieser Arbeit soll das Immunzellinfiltrat verschiedener Hepatopathien, bei denen eine autoim-

mune Genese vermutet wird untersucht werden. Insbesondere die Anzahl und Verteilung regulato-

rischer T-Zellen (Tregs) in verschiedenen Patientengruppen soll Aufschluss über mögliche pa-

thophysiologische Zusammenhänge geben und die Hypothese des numerischen Defizits überprü-

fen. Um die gewonnen Erkenntnisse in einen klinischen Kontext einzuordnen, werden alle Unter-

suchungen zu einem ähnlichen Zeitpunkt der Erkrankung, nämlich dem Zeitpunkt der Erstdiagno-

se, durchgeführt. Es werden Gewebeproben von Patienten untersucht, die zum Zeitpunkt der 

Erstdiagnose einer Autoimmunen Hepatitis (AIH), Primär biliären Sklerose (PBC) oder Primär 

skleorisierenden Cholangitis (PSC) entnommen worden sind. Um den Vergleich mit einer nicht 

autoimmun bedingten Hepatopathie zu ermöglichen, erfolgen sämtliche Untersuchungen und Er-

hebungen auch an einer Patientengruppe mit der Erstdiagnose einer nichtalkoholischen Steatohepa-

titis (NASH). Der Pathomechanismus der NASH ist ausreichend gut verstanden, um die Erkran-

kung in dieser Arbeit als Beispiel einer Hepatitis ohne autoimmune Genese zu betrachten (vgl. Ab-

schnitt 1.5.4 Die nicht-alkoholische Fettleberhepatitis). Ein Vergleich zur AIH, PBC und PSC soll vorge-

nommen werden, da es bei der NASH ebenfalls zum Einwandern eines entzündlichen, monozytä-

ren Infiltrats in das Leberparenchym kommt (Ludwig et al. 1980). 

Die Methode des immunhistochemischen Nachweises erlaubt nicht nur Aussagen zur Anzahl, son-

dern auch zur Lokalisation und Morphologie der Populationen verschiedener Entzündungszellen. 

Die Erhebung klinischer, histologischer und laborchemischer Parameter soll einen umfangreichen 

Datensatz über die oben genannten vier Patientengruppen ermöglichen und eine Einordnung der 

immunhistochemischen Beobachtungen in das klinische Bild sicherstellen. 

Die Ziele und Leitfragen dieser Arbeit lauten: 

• Das Erstellen einer klinischen und laborchemischen Charakterisierung der Patientengrup-

pen. Wie präsentieren sich die Patienten bei der Erstdiagnose? 
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• Die Untersuchung der histologischen entzündlichen Aktivität der Patienten bei Erstdiag-

nose: Gibt es Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen? Wie ist der Zu-

sammenhang mit dem klinischen Bild? 

• Charakterisierung des Entzündungszellinfiltrats, insbesondere in Hinblick auf FoxP3+ 

Tregs: Gibt es Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen? Entstehen neue 

Erkenntnisse hinsichtlich Anzahl und Verteilung regulatorischer T-Zellen? Gibt es einen 

Zusammenhang mit der Entzündungsaktivität? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Patienten 

Die ausgewählten Patienten stammen aus dem Patientenkollektiv der I. Medizinischen Klinik des 

Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf (Direktor: Prof. A. W. Lohse) und sind an einer der 

vier in dieser Arbeit untersuchten Hepatopathien (AIH, PBC, PSC oder NASH) erkrankt. Bei allen 

Patienten (n=40) wurde im Rahmen der Erstdiagnose eine Gewebeprobe der Leber entnommen. 

Bei der Auswahl der Patienten wurden sowohl histologische als auch klinische Parameter berück-

sichtigt, die im Folgenden näher beschrieben werden.  

Von vornherein ausgeschlossen wurden Patienten, welche sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 

bereits in einer chronifizierten oder sehr fortgeschrittenen Phase ihrer Erkrankung befanden, deren 

histopathologischer Befund dem Bild einer Zirrhose entsprach oder deren Lebergewebe -mit Aus-

nahme der Gruppe der NASH-Patienten- eine übermäßige Verfettung von mehr als 30% der Hepa-

tozyten aufwies.  

2.1.2 Gewebe  

Das Material für die immunhistochemischen Untersuchungen wurde aus dem Archiv des Instituts 

für Pathologie des Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf (Direktor: Prof. G. Sauter) zur Ver-

fügung gestellt. Bei den verwendeten Proben handelte es sich um Leberbiopsien, die aus diagnosti-

schen Gründen entweder perkutan oder laparoskopisch gewonnnen wurden. Das Biopsiematerial 

stammte aus dem Zeitraum 2004 bis 2008. Nach Probenentnahme erfolgte die Lagerung in Forma-

lin. Im Institut für Pathologie (Direktor: Prof. G. Sauter) wurden die ca. 1 - 2 cm langen Gewebezy-

linder in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und anschließend in Paraffin eingebettet. 

Zum Zweck der klinischen Diagnostik wurden im Anschluss ca. 5 µm dicke Schnitte erstellt und 

verwendet. Das übrige Gewebe wurde lichtgeschützt eingelagert und stand als Grundlage für die 

experimentellen Untersuchungen dieser Arbeit zur Verfügung. 
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2.1.3 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 1: Verwendete Geräte und Materialien 

Gerät / Material Hersteller
Autoklav, Selctomat S2000 Stork Tronic, Stuttgart
Brutschrank Roth, Karlsruhe
Dako Autostainer, Universal Staining System DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
Dampfgarer Braun, Kronberg
Digitalkamera, Axiocam MRC Carl Zeiss, Jena
Deckplättchen Marienfeld, Lauda-Königshofen
Falcon-Tubes Sarstedt, Nümbrecht,
Feinwaage Kern und Sohn, Balingen
Feuchte Kammer Eigenbau
Glasbehälter Roth, Karlsruhe
Handmikrotom Thermo, Astmoore, Großbritanien
Incubation Container DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
Küvetten Roth, Karlsruhe
Magnetrührer Roth, Karlsruhe
Mikroskop, Axiovert 40 CFL Carl Zeiss, Jena
Mikrowelle Durabrand, Deutschland
Objektträger DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
Objektträger, Superfrost/Plus Karl Hecht, Sondheim
Parafilm Pechiny, Düsseldorf
pH-Meter Mettler Toledo, Giessen
Pipetten und Pipettenspitzen Biohit, Rosbach v. d. Höhe
Pipetten und Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg
Reaktiongefäße Micro Tube Sarstedt, Nümbrecht
Rotationsmikrotom Thermo, Astmoore, Großbritanien
Schutzbrille, Model: Roma PulSafe, Amsterdam, Niederlande
Thermometer Ludwig Schneider, Wertheim
Wasserbad GFL, Burgwedel  
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2.1.4 Chemikalien 

Tabelle 2: Chemikalien 

Gerät / Material Beschreibung Hersteller
Autostainer Kit Code No. K5007 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
DAB-Chromogen Artikel No K3465 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
DAB-Substratpuffer Artikel No K3465 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
EDTA Tritriplex III Artikel No. 108418 Merck, Darmstadt
Eindeckmedium Aquatex Merck, Darmstadt
Eindeckmedium Eukitt O. Kindler, Freiburg im Breisgau
En Vision (Polymer-HRP) Artikel No K4065 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
Eosin G Lösung, 0,5% wässrig Artikel No. X883.2 Roth, Karlsruhe
Ethanol >99% Artikel No. UN1170 Walter CMP GmbH, Hamburg
Methanol J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Proteinase-K Code No. S2019 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
Proteinase-K Diluent Code No. S2032 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
Puffer: target retrieval solution, 
pH 9

Code No. S2367 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark

Tri-Na-Citrat-Dihydrad Merck, Darmstadt
Tris Base Merck, Darmstadt
Puffer: antibody diluent, pH 7,2 Code No. S2022 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
Wasserstoffperoxid, 30% Merck, Darmstadt
Xylene (Xylol) Artikel No. 0750021 J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Roticlear Roth, Karlsruhe
Peroxidase Blocking Solution Artikel No. S2023 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
Citratpuffer, "Pro Taquastura" Artikel No. 400300692 Biocyc, Luckenwalde
Wash Buffer 10x Code No. S3006 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
TBS, Spülpuffer

NaCl J. T. Baker, Deventer, Niederlande
HCl Merck, Darmstadt
Tris Base Sigma, Seelze

TEC-Puffer
EDTA Titriplex III Merck, Darmstadt
Tri-Na-Citrat-Dihydrat Merck, Darmstadt

Hämalaunlösung nach Mayer
Hämalaun Roth, Karlsruhe
Aluminiumkaliumsulfat 
Dodecahydrat

Riedel-de Haen, Seelze

Chloralhydrat Merck, Darmstadt
Citronensäure Merck, Darmstadt
Natriumjodat Merck, Darmstadt  
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2.1.5 Lösungen und Puffer 

TRIS-NaCl Puffer (=TBS: Tris-buffered-Saline) 

12,10g TRIS, 17,52g NaCl, 90 ml 1n HCl, 1910ml Aqua dest. 

pH Titrierung: ph 7,6 / 7,4 

TEC Puffer (=Tris-EDTA Citrat-Puffer) 

5g Tris Base, 10g EDTA Titriplex III, 6,4g Tri-Na-Citrat-Dihydrad, auffüllen auf 1L mit Aqua 

dest 

pH Titrierung: ph 7,8 / 9,0 

Hämalaun Gebrauchslösung 

5g Hämalaun (Hämatoxylin) in 500 ml Aqua dest. heiß lösen und abkühlen lassen. 

In Reihenfolge zugeben: 

1g Natriumjodat 

250g Aluminiumkaliumsulfat Dodecahydrat 

250g Chloralhydrat 

5g Citronensäure 

Auffüllen auf 5L mit Aqua dest 

BSA-TBS 

0,5g BSA mit 50ml TBS auffüllen 

Peroxidase Block 

Wasserstoffperoxid in Methanol 1:60 verdünnt 

2.1.6 Antikörper 

In Tabelle 3 findet sich eine Übersicht der verwendeten Primärantikörper und die dazugehörigen 

Herstellerangaben. Alle Antikörper sind kontinuierlich gekühlt und bei 4 °C gelagert worden. Wei-

teres zu den Antikörpern, wie die optimale Verdünnung und welche Vorbehandlung zur Antigen-

demaskierung verwendet wurde, werden im Abschnitt 2.2.2 Durchführung der immunhistochemischen 

Färbung erläutert.  
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Tabelle 3: Antikörper (I) 

Primärantikörper Beschreibung Herstelller
CD3 Code No. M7254 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
CD4 (II) Code No. M7310 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
CD8 Code No. M7103 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
CD20 Code No. M 0755 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
CD163 Code No. NCL-CD163 Vision Biosystems Novocastra, 

Großbritanien
MPO Code No. A 0398 DakoCytomation, Glostrup, Dänemark
Foxp3 Catalog No. 14-4777 NatuTec, Frankfurt
CD4 (I) Catalog No. CM 153 Biocare, Concord, USA
CD56 Code No. NCL-CD56-

1B6
Vision Biosystems Novocastra, 
Großbritanien  

2.1.7 Software 

Tabelle 4 zeigt die Software, die zum Auswerten und Erstellen dieser Arbeit verwendet wurde. Die 

statistische Auswertung der Daten erfolgte mithilfe des Programms SPSS, die graphische Darstel-

lung überwiegend mit GraphPrism. 

Tabelle 4: Verwendete Software 

Software Hersteller
AxioVision 3.1 Zeiss, Jena
Photoshop 7.0 Adobe, München
FastStone ImageViewer FastStone Soft, USA
MS Office Professional Edition 2003 Microsoft, Redmond, USA
EndNote X2 Thomson Reuters, Philadelphia, USA
Graph Prism 4.0 GraphPad Software, La Jolla, USA
SPSS, SPSS 11.5.1, deutsch IBM, München  
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2.2 Methoden 

2.2.1 Immunhistochemie 

Prinzip der Immunhistochemie 

Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf der gezielten Darstellung von Zell- und Gewebebe-

standteilen (Antigen) durch die Markierung mit spezifischen Antikörpern. Die Antigen-Antikörper-

Bindung wird anschließend durch histochemische Methoden sichtbar gemacht (Pschyrembel und 

Dornblüth 2007; Böcker et al. 2008). 

Bei den verwendeten Antikörpern wird zwischen polyklonalen und monoklonalen Antikörpern 

unterschieden. Polyklonale Antikörper stammen von verschiedenen B-Lymphozyten einer Spezies 

(häufig Kaninchen oder Maus) und können nach Immunisierung mit einem bestimmten Antigen 

gegen unterschiedliche Bindungsstellen (Epitope) dieses Antigens gerichtet sein. Monoklonale An-

tikörper hingegen werden aus immortalisierten Klonen einer Plasmazelle gewonnen. Sie sind iden-

tisch und reagieren mit den gleichen Epitopen des Antigens (Noll et al. 2000; Boenisch und Henne 

2003). 

  

Praktisches Vorgehen 

Abhängig von der Beschaffenheit des Untersuchungsmaterials und der Art des Antigens bedarf es 

einiger Arbeitsschritte bevor der ausgewählte Antikörper an das Epitop binden kann. In Paraffin 

fixiertes Gewebe, wie das in dieser Arbeit verwendete Material, muss zunächst aus dem Paraffin 

herausgelöst und rehydriert werden. Durch die Formalinfixierung kann es zu einer Konformation-

sänderung der Epitope durch chemische Quervernetzung (Cross-Links) kommen (Böcker et al. 

2008). Diese Veränderungen in der dreidimensionalen Struktur führen bei einigen Epitopen dazu, 

dass eine Antikörperbindung (teilweise) nicht mehr möglich ist und werden als „Antigenmaskierun-

gen“ bezeichnet. Methoden zur Verbesserung bzw. Wiederherstellung der Immunreaktivität werden 

daher als „Antigendemaskierung“ oder „Antigen Retrieval“ bezeichnet. Zum Zweck der Antigen-

demaskierung kommt neben der Verwendung proteolytischer Enzyme heute vermehrt die hitzein-

duzierte Epitopdemaskierung (HIER) zum Einsatz. Auch eine Kombination beider Verfahren ist 

möglich (Iczkowski et al. 1999). Die Notwendigkeit zur Antigendemaskierung und die Auswahl des 

optimalen Verfahrens sind vom jeweiligen Antigen abhängig. Die Festlegung der Variablen in den 

Verfahren zur Demaskierung (z.B. Auswahl des Enzyms, Art des Puffers, pH-Optimum, Inkubati-

onsdauer etc.) richtet sich unter anderem nach der Antigenlokalisation, der Dauer der Formalinfi-

xierung und der Art des Gewebes. Wichtige Hinweise liefern die Empfehlungen des Antikörper-
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Herstellers und Erfahrungen mit unterschiedlichen Protokollen. Oftmals muss das optimale Ver-

fahren zur jeweiligen Fragestellung individuell ermittelt werden (Boenisch und Henne 2003). 

Ist das Epitop für einen Antikörper wieder optimal zugänglich, erfolgt die Inkubation mit dem 

Primärantikörper. Dauer und Durchführung der Inkubationen richten sich ebenfalls nach optimier-

ten Protokollen. Die Visualisierung der spezifischen Antigen-Antikörper Bindung ist Ziel der 

nächsten Schritte. Ist der Primärantikörper bereits mit einem Enzym markiert (konjugiert) und ist 

dieses bei Zugabe eines Substrats in der Lage eine Farbentwicklung hervorzurufen, spricht man von 

einer direkten oder Ein-Schritt Methode. In der klassischen Zwei-Schritt Methode wird ein Farb-

komplex-konjugierter Sekundärantikörper zugegeben. Dieser ist gegen die speziesspezifische Fc-

Komponente des unkonjugierten Primärantikörpers gerichtet. Mit dieser Methode ist es möglich, 

polyklonale Antikörper der gleichen Spezies mit demselben Sekundärantikörper zu markieren. Eine 

Reihe von Weiterentwicklungen und komplexere Methoden führten zu zusätzlichen Sensitivitäts-

steigerungen und vereinfachter Handhabung. Das in dieser Arbeit verwendete EnVisionTM System 

der Fa. Dako arbeitet mit der sog. „Polymer-Konjugat-Methode“ und basiert auf Polysaccharidmo-

lekülen (Dextran), die mit Enzymen und Sekundärantikörpern gekoppelt sind. Ein Dextranmolekül 

ist mit ca. 70 Enzymmolekülen und bis zu zehn Antikörpern beladen. Durch den Einsatz von Anti-

Maus- und Anti-Kaninchen (IgG) Antikörpern ist das System sowohl für mono- als auch polyklo-

nale Primärantikörper beider Spezies verwendbar (Noll et al. 2000; Boenisch und Henne 2003). 

 

Abbildung 2: Prinzip der EnvisionTM Methode (I) 

Schematische Komponentendarstellung der 2-Schritt-EnVisionTM-Methode, modifiziert nach Boenisch und 
Henne (2003) 

Im verwendeten System wird die Farbentwicklung durch die Reaktion der Meerretich-Peroxidase 

(HRP) und dem Chromogen 3,3’-Diaminobezidin (DAB) erreicht. Durch die Oxidation von DAB 

kommt es zur Polymerisation des Chromogens und damit zur Ausbildung eines unlöslichen, brau-

nen Endprodukts. Zur Verbesserung der Färbeergebnisse kann es notwendig sein, die Aktivität der 
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ubiquitär vorkommenden endogenen Peroxidase des zu untersuchenden Gewebes mit einem ge-

sonderten Puffer zu inhibieren (Peroxidase-Block), vgl. Boenisch und Henne (2003).  

 

Abbildung 3: Prinzip der EnvisionTM Methode (II) 

Schematische Darstellung der Farbentwicklung der EnVisionTM-Methode, modifiziert nach Boenisch und 
Henne (2003) 

Nach erfolgreicher immunhistochemischer Färbung wird das übrige, bisher nicht gefärbte, Gewebe 

durch eine sog. Gegenfärbung (z.B. HE) dargestellt. Abschließend erfolgt eine erneute Fixierung 

durch Dehydratation und das Eindecken des Materials auf dem Objektträger mit Emulsion und 

Deckgläschen. 

Färbeergebnis und Kontrollen 

Der im vorigen Abschnitt schematisch dargstellte Färbevorgang gibt einen Einblick in die Komple-

xität der immunhistochemischen Färbeprotokolle. Optimierte Reagenzien, Verdünnungen und 

Bedingungen in jedem Schritt sind für ein gutes Färbeergebnis unerlässlich. Unerwünschte unspezi-

fische Färbungen, sog. Hintergrundfärbungen, sind ein häufiges Problem und unterstreichen die 

Notwendigkeit zur Protokolloptimierung. Hintergrundfärbungen können viele Ursachen haben, 

exemplarisch seien hier Paraffinrückstände, hydrophobe Wechselwirkungen, endogene Enzymakti-

vität oder Kreuzreaktivität der Antikörper genannt (Noll et al. 2000; Boenisch und Henne 2003). 

Kontrollfärbungen sowie die genaue Beurteilung des Präparats liefern erste wichtige Hinweise bei 

der Beurteilung unspezifischer Färbungen. 

Als Positivkontrolle wurden in dieser Arbeit Färbungen an lymphatischem Gewebe (Tonsille) 

durchgeführt, welches sicher und in definierter Lokalisation die meisten Zielproteine enthält 

(s. Tabelle 5). Anders als beispielsweise für Lymphozyten existiert für die Population der neutrophi-

len Granulozyten kein Gewebe welches diese Zellen in sicherer und großer Anzahl aufweist.  
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Tabelle 5: Tonsillengewebe 

Tonsillengewebe
Randzone T-Zellen (CD3, CD4, CD8, Foxp3)
Follikelzone B-Zellen (CD20)
Sinus Makrophagen (CD163)  

Positivkontrollen an Tonsillengewebe wiesen vereinzelte MPO-positive Zellen mit einem deutlich 

granulären Färbemuster auf. Diese Beobachtung deckte sich mit den Angaben des Herstellers. Im 

Institut für Pathologie (Direktor: Prof. G. Sauter) wird der MPO-Antikörper mit dem hier verwen-

deten Protokoll regelhaft in der Routinediagnostik akuter Leukämien verwendet. 

Für die negativen Kontrollfärbungen wurden unspezifische Antikörper der IgG-Fraktionen und 

reine Pufferlösung (TBS) anstelle des Primärantikörpers verwendet. 

Dargestellte Antigene und ihre Lokalisation 

Bei der Betrachtung und Auswertung der immunhistochemischen Färbungen spielt die Lokalisation 

der Zellantigene eine wichtige Rolle. Man unterscheidet eine intrazelluläre (IZ) von einer plasma-

membranösen (PM) Lokalisation bzw. Darstellung des Antigens. Ein intrazelluläres Signal in der 

immunhistochemischen Darstellung kann als Verteilung des Antigens auf endomembranären Stuk-

turen oder im Zytoplasma interpretiert werden. Gelegentlich stellt sich auch ein vesikuläres oder 

granuläres Expressionsmuster als intrazelluläres Signal dar. Eine Übersicht über die zu erwarteten 

Färbemuster und die Lokalisation der verwendeten Antigene zeigt Tabelle 6. 

Tabelle 6: Antigenlokalisation 

Antigen Lokalisation / Färbeergebnis
CD3 PM und IZ
CD4 PM
CD8 PM
Foxp3 IZ, Kern
CD20 PM an der intrazellulären Seite1

CD163 PM
MPO IZ - granulär
CD56 PM  

1 das lange n- und c-terminale Ende des Transmembranproteins sind das Antigen und liegen auf der intrazel-
lulären Seite der Plasmamembran 
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Automatisierung in der Immunhistochemie 

Der vermehrte Einsatz immunhistochemischer Färbungen in der Routinediagnostik führte zur 

Entwicklung von Färbeautomaten, welche die wesentlichen Inkubations- und Spülschritte durch-

führen. Man unterscheidet offene und geschlossene Systeme. Zu den geschlossenen Systemen zählt 

die Kapillarspaltmethode, bei der ein ca. 50 µm breiter Spalt durch Kapillarkräfte zur Inkubation 

mit Flüssigkeiten befüllt und wieder entleert wird. Im offenen System wird der manuelle Färbevor-

gang nachvollzogen. Die Objektträger sind horizontal fixiert und die Reagenzien werden automa-

tisch auf das Gewebe pipettiert, inkubiert und gespült. Der Automat kann prinzipiell mit allen Rea-

genzien befüllt werden und so eine große Reihe von Protokollen ausführen. Unter Verwendung im 

Vorfeld manuell optimierter Protokolle kam für diese Arbeit der Autostainer der Fa. Dako zum 

Einsatz, welcher mit einem offenen System arbeitet. 

2.2.2 Durchführung der immunhistochemischen Färbung 

Anfertigung der Schnitte 

Das in Paraffin fixierte Gewebe der Leberbiopsien wurde entweder mit einem Rotationsmikrotom 

oder einem Handmikrotom in eine Dicke von ca. 5 µm geschnitten. Die Schnitte wurden in ein 

heißes Wasserbad (ca. 45 °C) übertragen, auf einen Objektträger aufgebracht und über Nacht bei 

60 °C in einem Brutschrank getrocknet. 

Entparaffinierung und Rehydrierung 

Um das Gewebe aus dem Paraffin herauszulösen wurden die Schnitte zunächst dreimal für fünf 

Minuten in Xylol eingetaucht und im Anschluss jeweils drei Minuten in einer absteigenden Alkohol-

reihe (100%, 90%, 70%, 50%, 20%) rehydriert. Anschließend erfolgte eine Spülung mit destilliertem 

Wasser (H2O dd). 

Antigendemaskierung 

Die notwendige Vorbehandlung zur Demaskierung der Antigene zum Erzielen optimaler Färbeer-

gebnisse war von den Eigenschaften des Epitops bzw. des Primärantikörpers abhängig. In der Re-

gel erfolgte eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (HIER). Nur bei der Färbung auf MPO wur-

de eine Proteinandauung mit Proteinase K durchgeführt. Eine Übersicht zeigt Tabelle 7. 
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Tabelle 7: Antigendemaskierung 

Antigen Vorbehandlung
CD3, CD4, CD8, CD 20 
und CD56

20 Min. in vorgeheizter Pufferlösung (Fa. Dako) im 
Dampfgarer (95-99°C) 
20 Min. abkühlen
Spülen mit TBS Puffer (pH 7,6)

MPO 10 Min. Proteinandauung mit Proteinase-K in 
Proteinase-K-Diluent (1:40, Fa. Dako)
Spülen mit TBS Puffer (pH 7,6)

Foxp3 5 Min. in Citratpuffer (pH 7) im Autoklaven, 
Progammdauer ca. 1Std.

CD 163 20 Min. in vorgeheiztem TEC-Puffer (pH 7,8) im 
Dampfgarer (95-99°C) 
20 Min. abkühlen
Spülen mit TBS Puffer (pH 7,6)  

Blockade der endogenen Peroxidase 

Zur Blockade der endogenen alkalischen Phosphatase-, Peroxidase- und Pseudoperoxidase-

Aktivität wurde das Gewebe für 10 Minuten in mit Methanol verdünnter Wasserstoffperoxidlösung 

gelagert und anschließend mit PBS gespült. 

Blockade unspezifischer Bindungen 

In vielen herkömmlichen Protokollen der Immunhistochemie erfolgt als weiterer Schritt in der 

Vorbehandlung die Absorption von Brückenantikörpern mittels Normalserum der gleichen Spezies 

wie das zu färbende Gewebe. Diese Maßnahme soll unspezifische Hintergrundfärbungen reduzie-

ren (Boenisch und Henne 2003). Diese Methode wurde in dieser Arbeit bei einigen der manuellen 

Protokolle ebenfalls eingesetzt. Humanserum wurde 1:10 mit BSA-TBS (1% BSA in TBS) ver-

dünnt, etwa 50-100 μl dieser Lösung wurden auf den Schnitt pipettiert, bis das Gewebe vollständig 

bedeckt war. Überschüssige Flüssigkeit wurde abgewischt und die Schnitte für 20 Minuten bei 

Raumtemperatur in der Feuchte Kammer inkubiert. Nach vorsichtigem Abkippen des Serummixes 

erfolgte keine Spülung, sondern direkt die Inkubation mit dem Primärantikörper.  

Inkubation mit dem Primärantikörper 

Die Antikörperlösungen wurden zunächst mit BSA-TBS verdünnt. Der Zusatz von BSA zum Anti-

körper-Verdünnungsmedium ist eine Methode zur Reduzierung von Hintergrundfärbungen infolge 

hydrophober Bindungen. Nach Zugabe von ca. 50-100 µl der Primärantikörperlösung (Menge ab-

hängig von der Größe des Gewebes) wurden die Schnitte über Nacht in der feuchten Kammer 

lichtgeschützt und bei Raumtemperatur inkubiert und am nächsten Tag mit PBS gespült. Folgende 

Antikörper und Verdünnungen wurden verwendet: 
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Tabelle 8: Antikörper (II) 

Primärantikörper Klonalität / Spezies Ig Subtyp Verdünnung
CD3 Monoklonal, Maus IgG1, kappa 1:25
CD4 (II) Monoklonal, Maus IgG1, kappa 1:50
CD8 Monoklonal, Maus IgG1, kappa 1:50
CD20 Monoklonal, Maus IgG2a, kappa 1:100
CD163 Monoklonal, Maus IgG1 1:100
MPO Polyklonal, Kaninnchen - 1:2500
Foxp3 Monoklonal, Maus IgG1 1:200
CD4 (I) Monoklonal, Maus IgG1 1:25
CD56 Monoklonal, Maus IgG1 1:50  

Inkubation mit dem Sekundärantikörper 

Jeweils ca. 50-100 µl des gebrauchsfertigen EnvisionTM Systems wurden auf das Gewebe pipettiert. 

Die EnVisionTM Komponente beinhaltete Dextran, an das Peroxidasemoleküle und Sekundär-

antikörper (Ziege) gegen die primären (Maus und Kaninchen) Immunglobuline gekoppelt waren. 

Gewebe und Sekundärantikörper wurden für 30 Minuten in der feuchten Kammer lichtgeschützt 

und bei Raumtemperatur inkubiert. Die anschließende Spülung erfolgte erneut mit PBS.  

Detektion 

Ein Tropfen (ca. 20 µl) DAB-Chromogen wurde zu 1000 μl DAB-Substrat-Puffer gegeben. Die 

DAB Chromogen Komponente beinhaltete 50-fach konzentriertes 3,3’-Diaminobenzidin-

Tetrahyrochlorid in organischem Lösungsmittel. Der Substrat-Puffer beinhaltete Wasserstoffpero-

xid. 50-100 µl des verdünnten Chromogens wurden auf den Schnitt pipettiert und für 7-11 Minuten 

auf dem Gewebe belassen. Ein Ende der Farbreaktion wurde durch die Spülung mit H2O dd er-

reicht. Die Arbeiten erfolgten aufgrund der Toxizität des Chromogens unter dem Abzug. 

Dehydrierung und Kernfärbung  

Nach erfolgreicher immunhistochemischer Färbung wurde das Gewebe jeweils 3 Minuten in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe (20%, 50%, 70%, 90%, 100%) umspült und dreimal 10 Minuten in 

Xylol eingetaucht. Hierdurch erfolgte eine erneute Dehydrierung und Fixierung des Gewebes.  

Anschließend erfolgte ein kurzes Eintauchen (wenige Sekunden) in eine Hämalaunlösung nach 

Mayer und ein zehnminütiges Bläuen unter Leitungswasser. Nach Abtupfen des überschüssigen 

Wassers auf dem Objektträger wurde dem gefärbten Gewebe ein Tropfen Eindeckmedium zugege-

ben und ein Deckgläschen aufgelegt. 

Färbung im Dako Autostainer 

Im Autostainer konnten viele der Inkubations- und Spülschritte des manuellen Färbevorgangs au-

tomatisiert durchgeführt werden. Entparaffinierung und Rehydrierung erfolgten weiterhin manuell. 
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Auch die Antigendemaskierung wurde unter Verwendung anderer Geräte außerhalb des Autostai-

ners durchgeführt. Nur bei der Färbung auf MPO erfolgte die Proteinandauung mit Proteinase K in 

der oben genannten Lösung bereits im Gerät. Im manuellen Färbevorgang ist die Aktivität der en-

dogenen Peroxidase mit in Methanol verdünntem Wasserstoffperxoid blockiert worden. Im Au-

tostainer wurde zur Blockade -wie vom Hersteller empfohlen- die „Peroxidase Blocking Solution“, 

Fa. Dako, Code No. S2023 verwendet. Soweit vom Hersteller veröffentlicht, beruhte diese auf den 

gleichen Chemikalien und Prinzipien. Die Inkubation mit dieser Lösung dauerte 10 Minuten, ge-

folgt von einer Spülung mit TBS. Primär- und Sekundärantikörper wurden für 25 bzw. 30 Minuten 

inkubiert, jeweils gefolgt von TBS Spülungen. Die Primärantikörper wurden mit dem Verdün-

nungspuffer der Fa. Dako verdünnt. Das im Autostainer zur Sekundärantikörperinkubation und 

Farbreaktion eingesetzte Kit K5007 der Fa. Dako besteht, wie bei der manuellen Färbung, aus drei 

Komponenten: Dem Sekundärantikörper und Enzymgekoppelten Polymer (Dako REALTM EnVi-

sionTM Detection System), einem Substrat Puffer und dem Chromogen DAB. Die Detektionschritte 

dauerten im Gerät zwei mal fünf Minuten. Dehydrierung und Kernfärbung erfolgten wieder manu-

ell wie oben beschrieben.  

In den optimierten, mit dem Autostainer und dem EnVisionTM System verwendeten Protokollen 

erfolgte an keiner Stelle die vorangehend beschriebene Blockade unspezifischer Bindungen mit 

einer Humanserum-BSA-TBS Lösung. 

2.2.3 Auswertung 

2.2.3.1 Quantitative Auswertung 

Das immunhistochemisch gefärbte Gewebematerial wurde lichtmikroskopisch ausgewertet. Nach 

Durchsicht des gesamten histologischen Präparates wurden jeweils sechs repräsentative Blickfelder 

in 200-facher Vergrößerung (Okular 10-fach, Objektivrevolver 20-fach) mithilfe der integrierten 

digitalen Kamera fotografiert und mit der Software Axiovision 3.1 erfasst und archiviert. Es wurden 

jeweils drei Bilder von portalem und drei Bilder von lobulärem Lebergewebe erstellt, in der Fläche 

vermessen und ausgewertet.  

Auswahl und Vermessung des lobulären Lebergewebes 

Nach Durchsicht des gesamten histologischen Präparates wurden drei Läppchenregionen ausge-

wählt, in denen sowohl die Verteilung immunhistochemisch positiver Zellen, als auch die Gewebe-

struktur repräsentativ für das gesamte Präparat war. Ausgenommen sind Areale und gelegentlich 

ganze Schnitte aufgrund folgender Kriterien: 

• grobe Defekte 

• originärer Strukturverlust durch starke Fibrose oder Zirrhose (Böcker et al. 2008) 



2 Material und Methoden 42 

• Paranchymverfettung >30 % (ausgenommen hierfür waren die Patienten der NASH-

Gruppe) 

 

Abbildung 4: Vermessung von lobulären Lebergewebe 

hier: CD3 Färbung, Pat: PBC-9 

Auswahl und Vermessung des portalen Lebergewebes 

Analog zum Vorgehen im Leberläppchen wurden drei Portalfeldregionen ausgewählt und erfasst, 

welche repräsentativ für den gesamten Schnitt waren. Gefäß- und Gallengangslumina über 150 µm² 

innerhalb des Portalfeldes wurden ebenfalls vermessen und von der Gesamtfläche abgezogen. Die 

standardisierte Verwendung solcher „Nettoflächen“ erhöhte die Vergleichbarkeit. Aufgrund sehr 

kleiner Gewebeproben wurden in zwei Fällen auch zwei Portalfelder als repräsentativ angesehen 

und ausgewertet. Erfüllte nur ein Portalfeld alle festgelegten Kriterien, wurde eine Auswertung 

vorgenommen. 

Ähnlich wie beim lobulären Leberparenchym wurden aus folgenden Gründen Areale und gelegent-

lich ganze Schnitte nicht verwendet: 

• grobe Defekte 

• originärer Strukturverlust durch starke Fibrose oder Zirrhose 

• nicht eindeutig als Portalfeld erkennbar. Geforderte Strukturen waren mindestens zwei der 

drei Bestandteile der Virchow Trias (Gallengang, Vene, Arterie) (Böcker et al. 2008) 
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Abbildung 5: Vermessung von portalem Lebergewebe 

hier: Cd3 Färbung, Pat: PBC-9; die schwarz markierten Flächen wurden aufgrund o. g. Kriterien von der ur-
sprünglichen Fläche (rot) abgezogen.  

Auswertung der ausgewählten Areale 

Die immunhistochemisch positiven Zellen wurden in der abgemessenen Fläche gezählt und doku-

mentiert. Zellzahl und ausgemessene Fläche wurden miteinander in ein Verhältnis gesetzt (Zel-

len/mm2). Jeweils gesondert für Portalfeld und Läppchen wurde anschließend für die weitere statis-

tische Auswertung aus den, in der Regel drei, Werten pro Gewebeprobe die durchschnittliche Zell-

zahl pro Millimeter berechnet und dokumentiert. Als positiv wurden Zellen betrachtet, deren Mor-

phologie sich kongruent zum entsprechenden Zelltypus verhielt und deren Färbemuster mit der 

bekannten Antigenlokalisation übereinstimmte (vgl. Abschnitt 3.3 Qualitative Ergebnisse der immun-

histochemischen Färbungen).  

Die Auswertung erfolgte geblindet. Der Auswertende hatte zum Zeitpunkt der quantitativen Aus-

wertung keine Kenntnisse über die Diagnose oder weitere Patientendaten. 

2.2.3.2 Pathologisches Grading 

Das histologische Material wurde von einem Oberarzt des Instituts für Pathologie (Direktor: Prof. 

G. Sauter) befundet und anhand des modifizierten Hepatitis Aktivitätsscore (mHAI) nach Ishak et 

al. klassifiziert (Ishak und Zimmerman 1995; Longerich et al. 2008). Die Auswertung erfolgte eben-

falls geblindet. Der Pathologe hatte zum Zeitpunkt der Befundung keine Kenntnisse über die aktu-

elle Diagnose oder weitere Patientendaten. Tabelle 9 zeigt die Zusammensetzung des mHAI-

Scores. Insgesamt wurden 0-18 Punkte vergeben. 
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Tabelle 9: Der modifizierte histologische Aktivitätsindex (mHAI) 

Kategorie Punktwert Beschreibung
Interface Hepatitis 0 Keine

1 Fokal, wenige Portalfelder
2 Fokal, Mehrzahl der Portalfelder
3 Kontinuierlich um <50% der Portalfelder
4 Kontinuierlich um >50% der Portalfelder

Konfluente Nekrose 0 Keine
1 Fokal
2 Zone-3-Nekrosen, wenige
3 Zone-3-Nekrosen, zahlreiche
4 Zone-3- und einzelne portozentrale Brücken
5 Zone-3- und multiple portozentrale Brücken
6 Panazinäre/Multiazinäre Nekrosen

Einzelzelluntergänge 0 Keine
1 Bis 1 Herd pro Gesichtsfeld (10er Objektiv)
2 2-4 Herde pro Gesichtsfeld (10er Objektiv)
3 5-10 Herde pro Gesichtsfeld (10er Objektiv)
4 >10 Herde pro Gesichtsfeld (10er Objektiv)

Portale Entzündung 0 Keine
1 Gering, wenige oder alle Portalfelder
2 Mäßig, wenige oder alle Portalfelder
3 Mäßig/Ausgeprägt, alle Portalfelder
4 Ausgeprägt, alle Portalfelder  

Zusätzlich zu dem mHAI-Score wurde von jedem Patienten der zum Biopsiezeitpunkt erstellte 

Originalbefund des Instituts für Pathologie (Direktor: Prof. G. Sauter) erfasst und mit weiteren 

Daten abgeglichen. Die Befunde lieferten vor allem im Anfangsstadium der Arbeit erste wichtige 

Hinweise, ob die Probe für einen Einschluss in die Untersuchung in Frage kommen konnte (z.B. 

Anzahl von Portalfeldern, Befund mit Frühstadium der Erkrankung vereinbar etc.). 

2.2.3.3 Erfassung der klinischen Parameter 

Weitere Daten der Patienten wurden aus den Unterlagen des Zentralarchivs, der Ambulanzarchive 

und den digitalen Dokumentationssystemen des Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf ge-

wonnen. Die Daten wurden anonymisiert verwendet. Jeder Patient erhielt eine Gruppenspezifische 

ID kombiniert mir einer fortlaufenden Nummer (z.B. „AIH-3“). Eine Übersicht über die von je-

dem Patienten erfassten Daten zeigt Tabelle 10.  
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Tabelle 10: Klinische Parameter 

Basisdaten Alter, Geschlecht

Dokumentation Diagnose, Zeitpunkt der Erstdiagnose, Dauer der Erkrankung

weitere Diagnosen (gesondert: chronisch entzündliche 
Darmerkrankung, weitere (auto)immunologische Erkrankungen)

Medikamente (gesondert: Ursodesoxycholsäure, Cortison, weitere 
Immunsuppressiva)

Klinische Chemie Leukozyten, Thrombozyten, Bilirubin, Transaminasen (AST, ALT), 
Alkalische Phosphatase, Albumin

Immunglobuline IgG, IgM, IgG% am Gesamteiweiß

Antikörperdiagnostik ANA, AMA, LKM, SLA, SMA, P-ANCA

Klinische Parameter - zum Zeitpunkt der Biospise

 

2.2.3.4 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mithilfe der Software SPSS. Zur graphi-

schen Darstellung wurde zusätzlich die Software Graph Prism verwendet. Unterstützt wurde die 

statistische Auswertung durch das Institut für Medizinische Biometrie und Epidemiologie des Uni-

versitätsklinikums Hamburg Eppendorf (Direktor: Prof. K. Wegscheider). 

Vorraussetzung für die Durchführung vieler wichtiger statistischer Tests ist die Normalverteilung 

der Daten (Rasch 2008a). Die graphische Darstellung im Histogramm und die Analyse des vorlie-

genden Datensatzes mithilfe des Kolmogorow-Smirnow-Tests lieferten Hinweise auf eine Normal-

verteilung der Daten (Altman und Bland 1995; Altman und Bland 2009). Häufig ist eine Normal-

verteilung bei biologischen Daten und kleinen Stichproben nicht gegeben bzw. nicht eindeutig er-

kennbar. So erzeugt z.B. eine sich exponentiell vermehrende Zellpopulation eine natürliche Schiefe 

im Datensatz (Berry 1987; Stahel 2008). Eine häufig verwendete Methode um eine natürliche Schie-

fe von Daten auszugleichen ist die Transformation der Daten (Berry 1987; Stahel 2008), z.B. durch 

Berechnung des Logarithmus naturalis (Ln). Um die Richtigkeit der Annahme von Normalvertei-

lung bei den erfassten Zellzahlen und laborchemischen Parametern zu stärken, erfolgte in Rück-

sprache mit dem Institut für Medizinische Biometrie und Epidemiologie (Direktor: Prof. K. Weg-

scheider) für die vergleichende Analyse der vier Gruppen eine Logarithmierung dieser Daten.  

Die Vergleiche der Gruppen untereinander wurden mittels einer ANOVA-Analyse und anschlie-

ßender post-hoc Ausgabe nach Bonferoni (s.u.) durchgeführt. Diese Form der ANOVA-Analyse ist 

beim Vergleich mehrerer Gruppen in seiner Aussagekraft der alternativen multiplen Durchführung 

von T-Tests überlegen (Altman und Bland 1996; Bender et al. 2007a; Rasch 2008b). Bei vier Grup-
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pen hätte dies der Durchführung von sechs T-Tests entsprochen. Eine solche mehrfache Testung 

mittels T-Tests ohne Korrektur ist nicht zulässig, da es zu einer Kumulierung des Alphafehlers 

kommt. Gemeint ist die Erhöhung des Fehlers der 1. Art (das Ablehnen einer Nullhypothese, ob-

wohl diese wahr ist) durch falsch-positive Ergebnisse aufgrund von multiplen Tests in einer Stich-

probe (Bender et al. 2007b). 

Die Bonferoni-Korrektur ist ein einfacher und häufig angewandter mathematischer Ausgleich bei 

mehrfacher Testung. Wenn man „n“ unabhängige Hypothesen an einem Datensatz testet und de-

ren Ergebnisse im Einzelnen verwenden möchte, so entspricht das mathematische Signifikanzni-

veau 1/n der Signifikanz, die sich beim Test von nur einer Hypothese ergeben hätte (Bland und 

Altman 1995; Rasch 2008b). 

Bei den Analysen im Abschnitt 3.5 Korrelative Betrachtungen werden bivariate Korrelationsanalysen 

mit Angabe des Korrelationskoeffizienten nach Pearson durchgeführt. Bei einem Korrelationskoef-

fizienten >0,5 und einem signifikanten p-Wert wird von einem statistischen Zusammenhang ge-

sprochen.  

Eine statistische Signifikanz wird bei p-Werten <0,05 angenommen und in graphischen Darstellun-

gen mit einem * gekennzeichnet. Sehr hohe Signifikanzen mit p-Werten <0,001 erhalten die Mar-

kierung **. In den graphischen Abbildungen wird, wenn nicht anders beschrieben der Median ein-

gezeichnet.  
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3 Ergebnisse 

Zu Beginn dieses Kapitels werden die klinischen Parameter und die Ergebnisse des mHAI-Scorings 

dargestellt. Die Daten sollen einen Überblick über die vier untersuchten Patientengruppen geben 

und erste Unterschiede in der entzündlichen Aktivität aufzeigen. Um die Interpretation der im-

munhistochemischen Quantifizierungen zu erleichtern, werden die qualitativen Ergebnisse der ein-

zelnen Färbungen im nächsten Abschnitt kurz präsentiert. 

Kernstück dieser Arbeit bilden die quantitativen Ergebnisse, d.h. die Daten der Auszählungen der 

verschiedenen Zellpopulationen, getrennt nach ihrer Lokalisation in den Portalfeldern und den 

Leberläppchen. Auch die statistische Analyse der immunhistochemischen Ergebnisse erfolgt an 

dieser Stelle. Basierend auf den bisherigen Beobachtungen werden abschließend relevante Verhält-

nisse einiger Zellpopulationen dargestellt und vergleichende Analysen der klinischen, histologischen 

und immunhistochemischen Ergebnisse durchgeführt. 

3.1 Patienten und klinische Parameter 

Insgesamt 40 der eingangs über 60 erfassten Patienten erfüllen die in den vorangehenden Abschnit-

ten beschriebenen Kriterien und sind in die Untersuchungen und Auswertungen dieser Arbeit auf-

genommen worden. Alle Gewebeproben stammten aus dem Zeitraum zwischen 2004 und 2008 

und wurden den Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose einer NASH (n=8), PSC (n=7), PBC 

(n=13) oder AIH (n=12) Erkrankung entnommen. Aus den gleichen Zeiträumen stammen auch 

die entsprechenden klinischen Parameter.  
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Tabelle 11 zeigt eine Übersicht der klinischen und laborchemischen Parameter der einzelnen Grup-

pen. Der retrospektive Ansatz der Erhebung verhindert den Einfluss auf mögliche Unvollständig-

keiten. 

Jedem Patienten wurde eine anonymisierte ID, bestehend aus der Patientengruppe und einer fort-

laufenden Zahl, zugeordnet (Beispielsweise PSC-3). Wird im Folgenden auf die Ergebnisse einzel-

ner Patienten verwiesen, so ist dies durch die Angabe der jeweiligen ID zu erkennen.  
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Tabelle 11: Übersicht: Klinische Parameter 

NASH (n=8) PSC (n=7) PBC (n=13) AIH (n=12)
Alter (Jahren) 40 (17-61) 37 (21-60) 56 (44-70) 49 (22-70)
Geschlecht (m/w) 3 / 5 5 / 2 1 / 12 2 / 10
mHAI (0-18 Punkte) 2,5 (2-4) 3 (2-6) 4 (2-8) 8 (5-12)
AST/GOT (U/l) (10-35 U/l)ª 45 (28-59)¹ 48 (37-261) 35 (23-74) 73,5 (39-845)
ALT/GPT (U/l) (10-35 U/l)ª 66 (30-102)¹ 81 (38-651) 41 (15-93) 125 (32-1979)
Bilirubin, gesamt (mg/dl) (0,2-1,0 mg/dl) 0,8 (0,2-1,6)² 0,6 (0,4-11,0) 0,6 (0,2-1,1) 0,7 (0,3-9,3)
Alkalische Phosphatase (U/l) (35-104 U/l) 81 (44-107)¹ 176 (67-437) 122 (52-740) 119 (62-366)
IgG (g/l) (7-16 g/l) 11,1 (7,7-17,1)³ 10,9 (7,1-24,7) 13,2 (9,5-28,4) 17,2 (11,8-36,8)
IgM (g/l) (0,4-2,3 g/l) 0,9 (0,6-1,5)³ 0,8 (0,6-2,0)¹ 2,1 (1,1-4,8) 1,1 (0,5-4,0)  

Median (range) 
ª geschlechtsspezifisch, hier: w 
¹ Daten von einem Pat. der Gruppe unbekannt bzw. nicht bestimmt 
² Daten von zwei Pat. der Gruppe unbekannt bzw. nicht bestimmt 
³ Daten von drei Pat. der Gruppe unbekannt bzw. nicht bestimmt  

In den folgenden experimentellen Untersuchungen liegt der Schwerpunkt in der Evaluation der 

entzündlichen Aktivität und den beteiligten Zellpopulationen. Um diese Daten in einem klinischen 

Zusammenhang zu betrachten zeigt Abbildung 6 (A-F) eine graphische Darstellung der laborche-

mischen Parameter und die statistischen Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen 

bei Erstdiagnose der jeweiligen Erkrankung. 
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Abbildung 6: Laborchemische Parameter 

Median 
A: AST (GOT) (AIH-PBC p=0,002, AIH-NASH p=0,029) 
B: ALT (GPT) (AIH-PBC p<0,001, AIH-NASH p=0,036) 
C: Bilirubin gesamt (ns) 
D: alkalische Phosphatase (ns) 
E: IgG (AIH-PSC p=0,4) 
F: IgM (AIH-PBC p=0,004, PBC-PSC p=0,009, PBC-NASH p=0,012) 

Bei der Auswertung der laborchemischen Parameter fallen insbesondere Unterschiede in der erhöh-

ten Transaminasenaktivität bei Erstdiagnose auf. In der Gruppe der NASH- und PBC-Patienten 

finden sich häufig normwertige oder nur gering erhöhte Transaminasen. Die maximale Erhöhung 

der ALT bei einem PBC-Patienten entspricht beispielsweise nur dem 2,5-fachen Normwert, wäh-
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rend in den Gruppen der PSC- und AIH-Patienten Erhöhung um das 13-, bzw. 56-fache beobach-

tet werden können (vgl. Anhang: Tabelle 21). Die Patienten der AIH-Gruppe weisen im Vergleich 

zu den an NASH und PBC erkrankten Patienten signifikant erhöhte Transaminasen auf (AST: 

AIH-PBC p=0,002, AIH-NASH p=0,029; ALT: AIH-PBC p<0,001, AIH-NASH p=0,036).  

Bei der Betrachtung der Cholestase-Parameter Bilirubin (gesamt) und der alkalischen Phosphatase 

ergibt sich ein ungleiches Bild. Bei der akalischen Phosphatase zeigen auch die Patienten der PBC-

Gruppe deutlich erhöhte Werte. Der höchste Wert findet sich in dieser Gruppe und beträgt das 

7,6-fache des Normwertes. Das Immunglobulin IgM (Abbildung 6: E) ist in der Gruppe der PBC-

Patienten deutlich erhöht (vgl. Abschnitt 1.5.2 Die Primär Biliäre Zirrhose). Im Vergleich zu den ande-

ren drei Gruppen ist die Erhöhung signifikant (p<0,012). 

Erhöhte Werte der Immunglobuline vom IgG-Typ sind Teil der aktuellen Empfehlungen zur Di-

agnose der autoimmunen Hepatitis (vgl. Abschnitt 1.5.1 Die Autoimmune Hepatitis, (Hennes et al. 

2008)). Auch in dieser Arbeit weisen die Patienten der AIH-Gruppe im Mittel über der Norm er-

höhte Werte auf. Bei 7 der 12 AIH-Patienten wurde erhöhte IgG Werte gemessen. Die Erhöhung 

ist im Vergleich zu PSC-Patienten signifikant (p=0,4). In den anderen drei Gruppen finden sich nur 

vereinzelt erhöhte IgG-Werte (4 von 28 Patienten).  

Des Weiteren wurde zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der Antikörperstatus der jeweiligen Patienten 

erhoben. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 12. Bei der Diagnose einer NASH oder PSC spielen Autoan-

tikörper eine eher untergeordnete Rolle. Entsprechend häufiger sind in diesen Gruppen negative 

oder fehlende Befunde. 

Tabelle 12: Antikörperstatus 

NASH (n=8) PSC (n=7) PBC (n=13) AIH (n=12)
(Referenz) pos / neg (unbek) pos / neg (unbek) pos / neg (unbek) pos / neg (unbek)

ANA (Titer < 1:80) 1/3 (4) 2/3 (2) 4/7 (2) 7/2 (3)
SMA (Titer < 1:80) 0/6 (2) 1/5 (1) 1/11 (1) 6/5 (1)
LKM (Titer < 1:80) 0/6 (2) 0/6 (1) 0/12 (0) 1/10 (1)
SLA (Titer < 1:80) 0/6 (2) 0/5 (2) 0/11 (2) 1/7 (4)
AMA (<3 U/ml) 0/6 (2) 0/6 (2) 12/0 (1) 0/11 (1)
M2 (Titer < 1:80) 0/2 (6) 0/4 (3) 9/1 (3) 0/4 (8)  

Laut Literatur ist bei bis zu 95% der PBC-Patienten ist ein positiver Antikörperbefund zu erwarten 

(Hirschfield und Heathcote 2008). Betrachtet man die für die Diagnose einer PBC relevanten An-

timitochondrialen Antikörper (AMA) und den noch spezifischeren gegen die M2-Komponente 

gerichteten Subtyp, trifft dies auch für 90-100% der hier untersuchten Patienten zu. Bei vier der 

AMA-positiven PBC-Patienten finden sich ebenfalls erhöhte Werte für das Immunglobulin IgM 

(vgl. Abbildung 6: E). 

Zu den von Hennes et. al (2008) vorgeschlagenen Kriterien für die Diagnose einer AIH gehören in 

erster Linie erhöhte Titer der Antikörper gegen ANA und SMA (vgl. Abschnitt 1.5.1 Die Autoimmune 
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Hepatitis). Aber auch Anti-SLA und Anti-LKM Antikörper fließen in den Diagnosescore mit ein. 

Bei den AIH-Patienten finden sich in der Mehrzahl der Fälle erhöhte Antikörpertiter gegen ANA 

und SMA. Bei zwei Patienten sind jeweils Anti-SLA (Patient AIH-9) bzw. Anti-LKM (Patient AIH-

12) Antikörper nachweisbar (siehe: Anhang: Tabelle 21). 

3.2 Der modifizierte histologische Aktivitätsindex (mHAI) 

Neben der Interpretation der klinisch-chemischen Parameter kann die entzündliche Aktivität in der 

Leber histologisch ermittelt werden. Basierend auf den Kriterien des modifizierten Hepatitis Aktivi-

tätsscore (mHAI) erhalten die Gewebeproben der einzelnen Patienten einen Punktwert zwischen 0 

und 18 Punkten. Der Punktwert setzt sich zusammen aus den folgenden vier Unterkategorien, die 

jeweils mit 0 bis 4 bzw. 6 Punkten bewertet werden (Longerich et al. 2008):  

• periportale Hepatitis (0-4 Punkte) 

• Gruppennekrosen (0-6 Punkte) 

• Einzelzellnekrosen (0-4 Punkte) 

• portale Entzündung (0-4 Punkte) 

Die zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der jeweiligen Erkrankung entnommenen Leberbiopsien sind 

von einem Oberarzt des Instituts für Pathologie (Direktor: Prof. G. Sauter) verblindet nach dem 

mHAI-Score klassifiziert worden. Die Ergebnisse dieser Auswertung zeigen Tabelle 13 und 

Abbildung 7.  

Tabelle 13: Bewertung nach dem mHAI-Score 

n Median (range)
NASH 8 2,5 (2-4)
PSC 7 3,0 (2-6)
PBC 13 4,0 (2-8)
AIH 12 8,0 (5-12)  
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Abbildung 7: Bewertung nach dem mHAI-Score 

Median + range 
mHAI (AIH-PBC p<0,001, AIH-PSC p<0,001, AIH-NASH p<0,001) 

Ähnlich wie bei den laborchemischen Parametern, zeigen Patienten der AIH-Gruppe auch im his-

tologischen Grading die höchste entzündliche Aktivität. Sie sind mit einem signifikant höheren 

mHAI-Score bewertet worden als die Patienten der anderen Gruppen (AIH-PBC p<0,001, AIH-

PSC p<0,001, AIH-NASH p<0,001). Trotz des gleichen Biopsiezeitpunktes (Erstdiagnose) weisen 

Patienten mit AIH histologisch eine deutlich höhere Entzündungsaktivität auf. 

Im Gegensatz zu der leicht erhöhten bzw. häufig normwertigen Aktivität der Transaminasen in der 

Gruppe der PBC-Patienten zeigen diese in der histologischen Auswertung sowohl im Mittel als 

auch Absolut die zweithöchste Entzündungsaktivität. Der sichtbare Unterschied zu den NASH- 

bzw. PSC-Patienten ist nicht signifikant, vor dem Hintergrund der weiteren Beobachtungen jedoch 

bemerkenswert. 

Die klinischen Parameter, laborchemischen Werte und der Antikörperstatus der einzelnen Patienten 

sind im Anhang dieser Arbeit in Übersichtstabellen dargestellt (vgl. Anhang: Tabelle 20 und Tabelle 

21). Des Weiteren zeigt Tabelle 22 im Anhang die patientenbezogenen Ergebnisse des mHAI-

Scores und der jeweiligen Unterkategorien.  

3.3 Qualitative Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen 

Bevor die Daten des experimentellen Teils im nächsten Abschnitt präsentiert werden, soll an dieser 

Stelle eine kurze qualitative Bewertung der immunhistochemischen Ergebnisse vorgenommen wer-

den. 

Um optimale Färbeergebnis zu erlangen war teilweise eine Optimierung vorhandener Protokolle 

notwendig. Im Einzelnen sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen überwiegend 
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sehr gut. In wenigen Fällen konnte trotz aller Bemühungen kein zufriedenstellendes Ergebnis er-

zielt werden. Diese Fälle werden ebenfalls im Folgenden besprochen.  

Vor der Auswertung ist es wichtig zu kontrollieren, dass das Gewebe nach dem Färbevorgang wei-

terhin intakt ist. Durch die physikalischen Kräfte in der Antigendemaskierung kann es beispielswei-

se zur Ausbildung von Artefakten oder gar zum Einschmelzen des Gewebes kommen. Erste Hin-

weise zur Beurteilung des Färbeergebnisses lieferten die positiven und negativen Kontrollfärbun-

gen. Die Identifizierung von unspezifischen Antikörperbindungen und Färbungen im auszuwerten-

den Schnitt gelang mit histologischen Grundkenntnissen und zunehmender Erfahrung überwiegend 

problemlos. Des Weiteren trugen der Vergleich mit den bekannten Zell- und Gewebemorpholo-

gien, sowie die Antigenverteilung (vgl. Abschnitt 2.2.1 Immunhistochemie) zur Reliabilität der Beo-

bachtungen bei.  

Bei der Darstellung der Gesamtpopulation CD3+ T-Zellen und der Population der CD8+, zyto-

toxischen T-Zellen sind die immunhistochemisch positiven Zellen morphologisch gut als Lympho-

zyten (kleine Zellen mit einem prominenten Zellkern) erkennbar. Unspezifische Antigen-

Antikörper-Bindungen sind selten und weichen in Form und Intensität deutlich von positiven Zel-

len ab. Die Auswertung der Portalfelder und der lobulären Areale gelang problemlos. Eine genaue 

Betrachtung im Lichtmikroskop und in einigen Fällen mehrmaliges Auszählen ist bei sehr dichten 

Infiltraten nötig gewesen. Gleiches gilt für die Population der CD4+ T-Helferzellen in den Portal-

feldern. Im Gegensatz zu den Portalfeldern ist die Auswertung CD4+ Zellen im Leberläppchenpa-

renchym aufgrund unspezifischer Antigen-Antikörper-Bindungen und regelhafter Reaktion des 

Antikörpers im Bereich der Sinusoide nicht möglich gewesen (vgl. Abschnitt 4.1.3 Die Färbung auf 

CD4).  

Ein Fokus dieser Arbeit liegt in der Betrachtung der regulatorischen Subpopulation der T-Helfer 

Zellen, den FoxP3+ Tregs. Zur immunhistochemischen Färbung auf FoxP3 liegen deutlich weniger 

Erfahrungen und Protokolle vor, als für Antigene die auch in der Routinediagnostik eine große 

Rolle spielen (beispielsweise CD3 in der Leukämiediagnostik). Nach umfangreichen Vorversuchen 

ist schließlich, mit dem im Abschnitt 2.2.2 Durchführung der immunhistochemischen Färbung beschriebe-

nen Protokoll, ein gutes Färbeergebnis gelungen. Die Zellen sind sowohl im Portalfeld als auch im 

Läppchen gut diskriminierbar. Unspezifische Färbungen und Artefakte sind deutlich erkennbar. 

Beispielhaft zeigt Abbildung 8 die immunhistochemische Färbung auf FoxP3 in Portalfeldern der 

vier untersuchten Erkrankungen.  
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Abbildung 8: Immunhistochemie: FoxP3+ Zellen 

Vergrößerung 200x 
A: NASH-2, B: PSC-7, C: PBC-13, D: AIH-7 

Die B-Zell Färbung auf CD20 zeigt eine erwartungsgemäß membranöse Färbung morphologisch 

lymphozytärer Zellen. Größe und Form variieren stärker als bei den bereits beschriebenen T-

Lymphozytenfärbungen. Die Auswertung gelang in der Mehrzahl der Färbungen problemlos. In 

einigen Biopsien finden sich dichte Infiltrationen mit vielen positiven Zellen. Dies erforderte erneut 

eine genaue Betrachtung im Lichtmikroskop und in einigen Fällen mehrmaliges Auszählen. 

Die immunhistochemischen Ergebnisse der Zellpopulationen der unspezifischen Immunantwort 

durch Anfärbung von CD163 (Makrophagen) und MPO (Neutrophile) sind ebenfalls sehr gut. Die 

Färbung auf CD163 zeigt im Läppchen eine Anfärbung großer, auslaufender Zellen im engen örtli-

chen Zusammenhang zu den Sinusoiden und entspricht somit der Morphologie von Kupffer-

Zellen, den Makrophagen der Leber. In den Portalfeldern ist diese Morphologie weniger deutlich zu 

erkennen. Die positiven Zellen sind kleiner und vereinzelter, eine auslaufende Form ist jedoch wei-

terhin erkennbar. MPO+ Zellen zeigen ein typisches, zytoplasmatisches Färbemuster und sind in 

allen vier Gruppen selten zu beobachten. Die Färbung zeigt darüber hinaus keine weiteren mor-

phologischen Auffälligkeiten. 

Bei dem Versuch die NK-T-Zellen durch die Färbung auf CD56 darzustellen, zeigen sich nur sehr 

unregelmäßig positive Zellen. Viele Schnitte erscheinen vollständig negativ. Neben vereinzelten 



3 Ergebnisse 56 

morphologisch lymphozytären Zellen ist auch eine Anfärbung von Gallengangsepithelien zu beo-

bachten. Auf die quantitative Auswertung der Färbung auf CD56 wurde aufgrund der unbefriedi-

genden Ergebnisse verzichtet (vgl. 4.1.2 Die Färbung auf CD56): 

Abbildung 9 zeigt eine Darstellung aller sieben verwendeter Färbungen in einem Portalfeld mit 

angrenzendem Gewebe eines Patienten. Ein, wie in E erkennbares, sehr starkes B-Zell Infiltrat ist 

gelegentlich, jedoch ohne Regelmäßigkeit, beobachtet worden. 

A B C D

E F G
 

Abbildung 9: Immunhistochemie: Portalfelder in der Übersicht 

Vergrößerung 100x; AIH-7 
A: CD3+ T-Zellen, B: CD4+ T-Zellen, C: CD8+ T-Zellen, D: FoxP3+ Zellen, E: CD20+ B-Zellen,  
F: CD163+ Makrophagen, G: MPO+ Neutrophile 

3.4 Quantitative Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen 

In diesem Abschnitt werden die experimentell gewonnen Ergebnisse der Immunhistochemie 

dargstellt. Zur besseren Übersichtlichkeit werden die großen Lymphozytenpopulationen der T- und 

B-Lymphozyten und die untersuchten Zellen der unspezifischen Immunabwehr (Makrophagen und 

Neutrophile) teilweise gemeinsam besprochen. Detaillierte Angaben der einzelnen Patienten in den 

verschiedenen Gruppen enthalten Tabelle 23 und Tabelle 24 im Anhang dieser Arbeit. In den gra-

phischen Darstlelungen dieses Abschnitts ist, wenn nicht anders beschriftet, stets der Median ein-

gezeichnet. 

3.4.1 T-Zell Populationen 

Gesamtpopulation der T-Zellen (CD3+), der zytotoxischen T-Zellen (CD8+) und 

die portale Auswertung der T-Helferzellen (CD4+) 

Die Ergebnisse der Auszählung der Färbungen von CD3, CD8 und CD4 in den Portalfeldern und 

von CD3 und CD8 im lobulären Lebergewebe zeigt Tabelle 14.  
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Tabelle 14: Zellzahlen: CD3 und CD8 portal und lobulär und CD4 portal 

NASH PSC PBC AIH 
CD3 n 8 7 13 12

portal Median 1615,47 1772,28 3685,17 2914,03
Standardfehler 184,99 255,69 414,74 330,98
Minimum 533,05 568,96 1107,41 1488,11
Maximum 2060,14 2810,89 5804,56 5230,34

CD3 n 8 7 13 12
lobulär Median 84,47 97,47 175,20 288,63

Standardfehler 13,61 28,53 20,77 57,91
Minimum 62,89 69,63 105,57 105,76
Maximum 183,90 276,27 339,37 665,65

CD8 n 7 7 13 12
portal Median 811,05 1005,76 1495,87 1845,04

Standardfehler 130,04 178,37 230,56 201,45
Minimum 540,66 259,16 369,27 551,72
Maximum 1464,96 1635,16 3547,19 2910,15

CD8 n 7 7 13 12
lobulär Median 53,91 97,21 112,31 178,57

Standardfehler 14,39 37,42 19,24 61,36
Minimum 22,46 26,95 26,95 93,13
Maximum 130,28 280,64 231,35 724,77

CD4 n 7 5 12 9
portal Median 881,69 612,76 1355,51 1852,66

Standardfehler 190,51 57,51 280,45 465,76
Minimum 387,99 477,24 460,03 1076,28
Maximum 1896,66 819,00 3094,38 5032,63  

Die Auszählung der Gesamtpopulation CD3+ T-Zellen bei Erstdiagnose ergibt die mit Abstand 

höchsten Zellzahlen und entspricht in der Regel einem Vielfachen der CD4+ bzw. CD8+ Subpo-

pulation. Der überwiegende Teil der T-Zell Infiltrate befindet sich in den Portalfeldern. Hier über-

steigen die Zellzahlen/mm2 jene im Leberläppchen teilweise um das 10 bis 20-fache. Dies verleiht 

den Veränderungen im Portalfeld bei den folgenden Beobachtungen ein besonderes Gewicht. 

Mit Ausnahme der PSC-Patienten finden sich annährend gleich große Zellpopulationen von CD4+ 

und CD8+ Zellen. Für das lobuläre Leberparenchym lassen sich mangels valider CD4-Färbung 

allenfalls indirekte Schlüsse zum CD4/CD8-Quotienten ziehen (vgl. Abschnitt 3.3 Qualitative Ergeb-

nisse der immunhistochemischen Färbungen). Der Anteil CD4+ T-Zellen an der Gesamtpopulation er-

scheint hier deutlich geringer.  

Zum besseren Vergleich der einzelnen Patientengruppen zeigen Abbildung 10 und Abbildung 11 

die portale und lobuläre Verteilung der Gesamtpopulation der T-Zellen (CD3+) und den beiden 

großen Subpopulationen der zytotoxischen T-Zellen (CD8+) und T-Helferzellen (CD4+) bei Erst-

diagnose der jeweiligen Erkrankung. Es sei noch einmal darauf verwiesen, dass die T-Zellinfiltrate 
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pro mm2 im lobulären Lebergewebe durchschnittlich um das 10- bis 20-fache kleiner sind als in den 

Portalfeldern (vgl. Achsenskalierungen).  
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Abbildung 10: Zellzahlen, portal: CD3+, CD8+, CD4+ Zellen 

A: Anzahl CD3+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (AIH-NASH p=0,005; PBC-NASH p=0,003; PBC-PSC 
p=0,02) 
B: Anzahl CD8+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (AIH-PSC p=0,04) 
C: Anzahl CD4+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (AIH-NASH p=0,03; AIH-PSC p=0,001) 
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Abbildung 11: Zellzahlen, lobulär: CD3+, CD8+ Zellen 

A: Anzahl CD3+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (AIH-NASH p<0,001; AIH-PSC p=0,006; PBC-NASH 
p=0,03) 
B: Anzahl CD8+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (AIH-NASH p=0,001) 

Bereits bei den laborchemischen Parametern und dem histologischen Grading fällt die erhöhte 

entzündliche Aktivität der an einer AIH erkrankten Patienten auf. In der quantitativen Auswertung 

des entzündlichen Infiltrats der T-Lymphozyten zeigen sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose in der 

AIH-Gruppe die höchsten Zellzahlen. Im Vergleich zur NASH-Gruppe weisen AIH-Patienten in 

den Portalfeldern eine signifikant höhere Anzahl an CD3+ und CD4+ Zellen auf. Ebenso sind im 

Vergleich zur PSC-Gruppe die portal erhöhten Zellzahlen der CD4+ und CD8+ Zellen signifikant. 

Die lobulären Auswertung ergibt bei den AIH-Patienten eine signifikant erhöhte Anzahl CD8+ 

Zellen im Vergleich zu den Patienten der NASH-Gruppe. Im Vergleich zu den PSC-Patienten sind 

die Unterschiede sowohl bei der CD3, als auch bei der CD8 Färbung signifikant. 

Analog zu den Ergebnisses des histologischen Gradings (vgl. Abschnitt 3.2 Der modifizierte histologi-

sche Aktivitätsindex (mHAI)) finden sich die zweitstärksten Infiltrate überwiegend in der Gruppe der 

PBC-Patienten. Die Anzahl der CD3+, CD4+ und CD8+ Zellen ist portal gegenüber den NASH 

und PSC-Patienten erhöht. Signifikant ist dieser Unterschied bei den CD3+ Zellen. Im Leberläpp-

chen zeigt sich eine ähnliche Tendenz mit einer signifikant erhöhten Anzahl CD3+ Zellen gegen-

über den NASH-Patienten. 

FoxP3+ regulatorische T-Zellen 

In der Untersuchung FoxP3+ regulatorischer T-Zellen liegt ein besonderer Schwerpunkt dieser 

Arbeit. Aktuelle Hypothesen zur Bedeutung von regulatorischen T-Zellen bei autoimmunen Hepa-

topathien wurden bereits im Abschnitt 1.4 Regulatorische T-Zellen (Tregs) erläutert. Im Gegensatz zu 

aktuellen Veröffentlichungen anderer Autoren wird in dieser Arbeit eine erhöhte Anzahl der regula-

torischen, FoxP3+ T-Zellen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose in der Gruppe der AIH- und PBC-

Patienten beobachtet (vgl. Abschnitt 4 Diskussion, (Longhi et al. 2004; Longhi et al. 2006)). Die 
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absoluten Zahlen weisen Tregs als kleine T-Zell-Subpopulation aus. Der rechnerische Anteil an der 

Gesamtpopulation der CD3+ T-Zellen beträgt in allen Gruppen portal ca. 8% (n=36), (NASH 5%, 

PSC 3%, PBC 8% und AIH 12%). 

Die Daten zur Auszählung der FoxP3+ Zellen bei Erstdiagnose zeigen Tabelle 15, Abbildung 12 

und Abbildung 13.  

Tabelle 15: Zellzahlen: FoxP3 

NASH PSC PBC AIH 
Foxp3 n 5 7 13 11
portal Median 58,30 36,28 219,19 388,22

Standardfehler 28,09 21,69 63,43 43,60
Minimum 19,39 13,39 16,82 12,20
Maximum 178,97 180,10 799,79 565,11

Foxp3 n 5 7 13 11
lobulär Median 4,49 2,25 8,51 15,72

Standardfehler 1,12 1,16 1,30 5,69
Minimum 0,00 0,00 0,00 5,08
Maximum 6,74 6,97 17,97 67,38  
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Abbildung 12: Zellzahl, portal: FoxP3+ Zellen 

Anzahl FoxP3+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (AIH-NASH p=0,03; AIH-PSC p=0,002; PBC-PSC p=0,03) 
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Abbildung 13: Zellzahl, lobulär: FoxP3+ Zellen 

Anzahl FoxP3+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (AIH-NASH p=0,002; AIH-PSC p=0,005; AIH-PBC p=0,02) 

Die regulatorischen T-Zellen befinden sich ebenfalls zum überwiegenden Teil im entzündlichen 

Infiltrat der Portalfelder. Im Vergleich zu den Zellzahlen im Leberläppchen finden sich portal 12- 

bis 25-fach höhere Zellzahlen. Die AIH-Patienten zeigen in den Portalfeldern und im Leberläpp-

chen signifikant höhere Zellzahlen als die Patienten aus der NASH- und PSC-Gruppe. Auch die 

PBC-Patienten zeigen ein großes Infiltrat. In den Portalfeldern ist diese Erhöhung im Vergleich zu 

den PSC-Patienten signifikant. Im lobulären Leberparenchym zeigt sich eine ähnliche Tendenz.  

3.4.2 B-Zellen 

Neben den beschriebenen Gruppen von T-Zellen stellen die B-Lymphozyten die zweite große Po-

pulation im lymphozytären Infiltrat dar. Die Ergebnisse der Färbung und Auszählung dieser 

CD20+ Zellen zeigen Tabelle 16 und die Abbildungen 14 und 15.  

Tabelle 16: Zellzahlen: CD20 

NASH PSC PBC AIH 
CD20 n 8 7 13 12
portal Median 362,09 38,58 662,61 1620,69

Standardfehler 39,37 45,53 224,55 320,70
Minimum 185,36 29,16 0,00 106,13
Maximum 519,37 347,55 2541,29 4203,44

CD20 n 8 7 13 12
lobulär Median 11,23 15,72 12,37 12,89

Standardfehler 2,14 2,92 2,22 4,43
Minimum 0,00 7,01 4,53 0,00
Maximum 16,13 24,76 35,94 51,99  

Auch bei der Betrachtung der CD20+ B-Lymphozyten zeigt sich, dass Patienten der AIH- und 

PBC-Gruppe zum Zeitpunkt der Erstdiagnose teilweise um ein Vielfaches höhere Zellzahlen/mm2 
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aufweisen, als die Patienten der PSC- oder NASH-Gruppen. Wie bereits bei den T-Zell Populatio-

nen finden sich die absolut höchsten Werte in der AIH-Gruppe. In den Portalfeldern ist der Unter-

schied zwischen den hohen Zellzahlen der AIH-Patienten und niedrigen Zellzahlen der PSC- und 

NASH-Patienten signifikant. Im portalen Lebergewebe befindet sich ein deutlich dichteres Infiltrat 

an CD20+ Zellen als in der Peripherie, es finden sich hier bis zu 124-fach höhere Zellzahlen, als im 

lobulären Lebergewebe. Auffällig sind die niedrigen Zellzahlen in der Gruppe der PSC-Patienten. 

Hier übersteigt das Infiltrat in den Portalfeldern jenes im Läppchen durchschnittlich nur 2,5-fach. 

Besonders im portalen Lebergewebe weisen die erhobenen Daten jedoch auch eine größere Streu-

ung auf, als beispielsweise die Population der CD3+ T-Zellen.  
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Abbildung 14: Zellzahl, portal: CD20+ Zellen 

Anzahl CD20+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (AIH-NASH p=0,03; AIH-PSC p<0,001) 
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Abbildung 15: Zellzahl, lobulär: CD20+ Zellen 

Anzahl CD20+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (ns) 
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3.4.3 Zellen der unspezifischen Immunantwort 

Zum Abschluss der immunhistochemischen Auswertung erfolgt die Auszählung der CD163+ 

Makrophagen und Kupffer-Sternzellen, sowie der MPO+ neutrophilen Zellen bei Erstdiagnose der 

jeweiligen Erkrankung – den beiden großen Zellpopulationen der unspezifischen Immunantwort. 

Tabelle 17 enthält die Ergebnisse der Auszählung der CD163+ und MPO+ Zellpopulationen. 

Abbildung 16 und Abbildung 17 geben eine graphische Übersicht über die Zahlen und Analysen. 

Tabelle 17: Zellzahlen: CD163 und MPO 

NASH PSC PBC AIH 
CD163 n 7 7 13 12

portal Median 657,20 330,19 1110,29 1517,11
Standardfehler 167,15 92,52 161,37 139,90
Minimum 236,45 115,94 275,06 1006,05
Maximum 1534,96 719,80 2532,48 2468,44

CD163 n 8 7 13 12
lobulär Median 375,92 503,13 729,99 777,16

Standardfehler 22,76 66,29 55,36 45,50
Minimum 308,30 397,56 352,62 544,09
Maximum 476,09 908,07 963,59 1000,62

MPO n 8 7 13 12
portal Median 35,79 40,80 74,76 175,34

Standardfehler 27,01 44,63 20,55 37,07
Minimum 0,00 0,00 0,00 17,76
Maximum 208,95 330,76 235,97 362,68

MPO n 8 7 13 12
lobulär Median 22,97 26,95 45,15 46,05

Standardfehler 7,70 13,52 5,52 7,39
Minimum 11,23 4,58 15,72 26,00
Maximum 69,63 106,15 74,37 101,05  

Die CD163+ Makrophagen und Kupffer-Sternzellen zeigen sich ähnlich vermehrt wie die lympho-

zytären Zellpopulationen. Die höchsten Zellzahlen sowohl in den Portalfeldern, als auch im lobulä-

ren Leberparenchym finden sich erneut bei den Patienten der AIH-Gruppe. Die Unterschiede zu 

den portalen Zellzahlen der NASH- und PSC-Patienten sind signifikant. Auch Patienten mit PBC 

weisen höhere Zellzahlen in den Portalfeldern auf. Diese sind im Vergleich zu den Patienten mit 

PSC signifikant erhöht. Bei der vergleichenden Analyse der CD163+ Zellen zeigen die PSC-

Patienten die niedrigsten Zellzahlen/mm2, im Vergleich zu den anderen drei Patientengruppen sind 

sie signifikant erniedrigt. Das Verhältnis der Zellzahlen in den Portalfeldern im Vergleich zum Le-

berläppchen ist deutlich niedriger als bei den lymphozytären Infiltraten. Es beträgt im Durchschnitt 

maximal 1:1,9 und ist im Falle der PSC-Patienten sogar zu höheren Werten im lobulären Leberge-

webe verschoben (1:0,6).  
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Die Auswertung der MPO+ neutrophilen Zellen ergibt ein sehr uneinheitliches Bild. In der Ten-

denz lassen sich auch hier die höchsten Zellzahlen pro mm2 in der Gruppe der AIH-Patienten beo-

bachten. Die Werte unterliegen jedoch einer starken Streuung. Bemerkenswert ist ein kleines Ver-

hältnis des lobulären zum portalen Infiltrat.  

NASH (7
)

PSC (7
)

PBC (1
3)

AIH
 (1

2)
0

1000

2000

3000 **
*
*

Ze
lle

n/
m

m
², 

C
D

16
3,

po
rt

al

NASH (8
)

PSC (7
)

PBC (1
3)

AIH
 (1

2)
0

100

200

300

400

Ze
lle

n/
m

m
², 

M
PO

,
po

rt
al

A B
NASH (7

)

PSC (7
)

PBC (1
3)

AIH
 (1

2)
0

1000

2000

3000 **
*
*

Ze
lle

n/
m

m
², 

C
D

16
3,

po
rt

al

NASH (8
)

PSC (7
)

PBC (1
3)

AIH
 (1

2)
0

100

200

300

400

Ze
lle

n/
m

m
², 

M
PO

,
po

rt
al

NASH (7
)

PSC (7
)

PBC (1
3)

AIH
 (1

2)
0

1000

2000

3000 **
*
*

Ze
lle

n/
m

m
², 

C
D

16
3,

po
rt

al

NASH (8
)

PSC (7
)

PBC (1
3)

AIH
 (1

2)
0

100

200

300

400

Ze
lle

n/
m

m
², 

M
PO

,
po

rt
al

A B
 

Abbildung 16: Zellzahlen, portal: CD163+ und MPO+ Zellen 

A: Anzahl CD163+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (AIH-NASH p=0,03; AIH-PSC p<0,001; PBC-PSC 
p=0,004) 
B: Anzahl MPO+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (ns) 
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Abbildung 17: Zellzahlen, lobulär: CD163+ und MPO+ Zellen 

A: Anzahl CD163+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (AIH-NASH p<0,001; PBC-NASH p<0,001; PSC-NASH 
p=0,03) 
B: Anzahl MPO+ Zellen/mm2 bei Erstdiagnose (ns) 

3.4.4 Regulatorische T-Zellen im Vergleich zu übergeordneten Zellpopulationen 

In den vorangehenden Abschnitten ist gezeigt worden, dass auch die Anzahl der FoxP3+ Tregs mit 

zu der Zunahme der histologischen Entzündungsaktivität (mHAI-Score) ansteigt. Da die Ur-
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sprungspopulationen der Tregs, die CD4+ T-Helferzellen bzw. deren ursprüngliche Population, die 

Gesamtheit CD3+T-Zellen, ebenfalls ansteigen, ist hier untersucht worden, wie sich das statistische 

Verhältnis der FoxP3+ Zellen zu diesen beiden übergeordneten Populationen innerhalb der ver-

schiedenen Patientengruppen verhält. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose ist bei Patienten mit einem 

Krankheitsbild, welches durch erhöhte Entzündungsaktivität gekennzeichnet ist (AIH, vgl. Ab-

schnitt 3.2 Der modifizierte histologische Aktivitätsindex (mHAI)) die Zahl der FoxP3+ Tregs nicht nur 

absolut, sondern auch im Verhältnis zur Gesamtzahl der CD3+ Zellen signifikant höher als bei 

Patienten mit einem Krankheitsbild niedriger Entzündungsaktivität (PSC) (vgl. Abbildung 18). Die-

se Tendenz zeigt sich ebenfalls im Verhältnis zu CD4+ Zellen und im Vergleich zur NASH-

Gruppe, ist dort jedoch nicht signifikant (vgl. Abbildung 19). 
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Abbildung 18: Verhältnis FoxP3+ Zellen zu CD3+ T-Zellen 

A: FoxP3+/CD3+ Zellen, portal (AIH-PSC p=0,04) 
B: FoxP3+/CD3+ Zellen, lobulär (AIH-PSC p=0,04) 
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Abbildung 19: Verhältnis FoxP3+ Zellen zu CD4+ T-Zellen im Portalfeld 

(ns) 

Auch Patienten mit der Diagnose einer PBC weisen ein erhöhtes Verhältnis FoxP3+ zu CD3+ T-

Zellen auf. Erneut verhält sich das Infiltrat der Entzündungszellen bei den PBC-Patienten in der 
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Tendenz sehr ähnlich zu den AIH-Patienten. Die im Verhältnis zu CD3+ Zellen erhöhte FoxP3+ 

Treg Anzahl findet sich sowohl im lobulären Lebergewebe, als auch in den Portalfeldern. Obwohl 

die absoluten Zellzahlen im Portfeld jene im Leberläppchen um das bis zu 25-fache übersteigen, 

zeigt sich beim rechnerischen Verhältnis in beiden Loci ein verhältnismäßig konstanter Korridor 

zwischen 0,02 und 0,2 (Mittel: 0,07) FoxP3+ Tregs pro CD3+ T-Zelle.  

3.5 Korrelative Betrachtungen 

In den vorangehenden Abschnitten ist gezeigt worden, dass die Anzahl der Tregs bei Patienten, die 

an AIH oder PBC erkrankt sind, in vielen Fällen signifikant höher ist als bei den Patienten der PSC- 

oder NASH-Gruppe. Weitere Unterschiede in den Zellpopulationen und laborchemischen Charak-

teristika sind bereits herausgearbeitet worden. Eine gemeinsame Betrachtung der erhobenen Para-

meter aller vier Patientengruppen erscheint daher nicht sinnvoll. Auch die unterschiedlichen Patho-

genesen und bisher bekannten autoimmunen Charakteristika lassen eine gemeinsame Betrachtung 

von PSC, PBC und AIH als gleichberechtigte Beispiele autoimmuner Hepatopathien nicht zu. Bis-

her konnte gezeigt werden, dass viele erhobene Parameter der Patienten mit PBC und AIH sich 

ähnlich verhalten, wenn auch die entzündliche Aktivität der AIH-Patienten insgesamt etwas höher 

zu sein scheint. Vor diesem Hintergrund werden bei der Zusammenschau der bisher untersuchten 

Parameter mittels Korrelationsanalysen nur die Patienten mit den autoimmunen Lebererkankungen 

PBC und AIH (n=25) gemeinsam betrachtet.  

Es kann gezeigt werden, dass zum Zeitpunkt der Erstdiagnose die Anzahl der FoxP3+ Tregs mit 

Zunahme der histologischen Entzündungsaktivität (mHAI-Score) ansteigt. Wie bei einer Subpopu-

lation zu erwarten findet sich ebenfalls ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den 

Ursprungspopulationen der CD3+ und CD4+ Zellen. 

Tabelle 18: Korrelationsanalyse der FoxP3+ Tregs im Portalfeld (Lobulär) 

CD4
Foxp3 0,42 (0,50) 0,56 (0,61) 0,56 Korrelationskoeffizient 

nach Pearson
0,039 (0,012) 0,004 (0,002) 0,008 p
24 (24) 24 (24) 21 n

mHAI CD3

 

An dieser Stelle soll ergänzend kurz erwähnt sein, dass sich zwischen jenen Laborwerte die dem 

Kliniker einen Leberschaden anzeigen und dem mHAI-Score in der statistischen Analyse ebenfalls 

Zusammenhänge finden lassen. Daten hierzu zeigt Tabelle 19 Korrelationsanalyse des mHAI im Ver-

gleich zu den klinischen Parametern. Für die Eingangs beschriebenen Diskrepanzen zwischen mHAI 

und Transaminasen in der Gruppe der PSC-Patienten vgl. Abschnitt 4.2.3 Patienten mit Primär Sklero-

sierender Cholangitis.  
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Tabelle 19: Korrelationsanalyse des mHAI im Vergleich zu den klinischen Parametern 

GOT GPT Bilirubin IgG
mHAI 0,59 0,55 0,58 0,40 Korrelationskoeffizient 

nach Pearson
0,002 0,004 0,002 0,049 p
25 25 25 25 n  
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4 Diskussion 

4.1 Bewertung der Immunhistochemie 

Beim Studium der im Abschnitt 4.2 Ergebnisse der Patientengruppen erläuterten immunhistochemischen 

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zeigt sich, dass diese untereinander sehr schwer ver-

gleichbar sind. Sasaki et al. nehmen beispielsweise eine semiquantitative Eingruppierung vor. Sie 

klassifizieren das Infiltrat anhand der FoxP3+ Zellen pro Portalfeld als „schwach: 0-3“, „mittel: 4-

10“, „stark: >10“ (Sasaki et al. 2007). Dies macht einen detailierten Vergleich schwierig und erlaubt, 

gerade bei großen Infiltraten, keine genauere Differenzierung. In dieser Untersuchung wurden bei-

spielsweise bis zu 110 FoxP3+ Zellen in einem Portalfeld gezählt (Patient: PBC-8). Bei anderen 

Autoren finden sich prozentuale Angaben der Verhältnisse von Tregs zu Monozyten (Sakaki et al. 

2008) oder anderen T-Zell Populationen wie beispielsweise CD3+ oder CD8+ T-Zellen (Lan et al. 

2006). Bisher hat sich keine etablierte Methode zur Auswertung durchgesetzt. In Zukunft ist die 

Entwicklung eines Auswertungsstandards wünschenswert. Die absolute oder auch prozentuale 

Darstellung von Zellpopulationen hat hier gegenüber semiquantitativen Methoden den Vorteil der 

größeren Genauigkeit und besseren Vergleichbarkeit. Die verschiedenen Lokalisationen und auch 

absolute Infiltratgrößen sollten berücksichtigt werden. Die detaillierten Angaben zur Lokalisation 

und zum histologischen Entzündungsprozess sind Vorteile der Immunhistochemie und führten zur 

Wahl der Methode für die Untersuchungen in dieser Arbeit. Sie ergänzen die rein quantitative Aus-

wertung der durchflusszytometrischen Analyse und die Bestimmung der funktionellen Aktivität 

durch in vitro assays. Beide Methoden wurden in unserer Arbeitsgruppe ebenfalls durchgeführt (vgl. 

Peiseler et al. 2012). Die folgenden Abschnitte berichten von bemerkenswerten Aspekten einzelner 

Färbungen und Patientengruppen. 

4.1.1 Der Treg-Phänotyp und FoxP3 

Die Qualität von FoxP3 als Treg Marker im Menschen ist noch nicht abschließend geklärt. Zum 

einen stellt sich die Frage, ob FoxP3 nur von regulatorischen T-Zellen exprimiert wird und somit, 

wie in der Maus, einen spezifischen Treg Marker darstellt. Zum anderen gibt es Hinweise auf weite-

re regulatorische Zellpopulationen, welche möglicherweise kein Foxp3+ exprimieren (vgl. Ab-

schnitt 1.4 Regulatorische T-Zellen (Tregs)). 

Im Gegensatz zu den CD4+ CD25- T-Zellen der Maus, ist im Menschen eine vermehrte FoxP3 

Expression nach Aktivierung konventioneller CD4+ CD25- T-Zellen beschrieben (Walker et al. 

2003; Gavin et al. 2006). Weiter ist auch eine Expression in CD8+ T-Zellen und CD8+CD28- 

Suppressor-Zellen nachgewiesen (Manavalan et al. 2004; Xystrakis et al. 2004). Diese kürzlich be-

schriebenen CD8+CD28- Tregs (Smith und Kumar 2008) scheinen bei autoimmunen Hepato-
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pathien nur eine geringe Rolle zu spielen. Ferri et al. (2010) konnten bei AIH-Patienten keine Un-

terschiede in der Anzahl CD8+CD28- Tregs feststellen. Sasaki et al. (2007) berichten im Vorfeld 

ihrer Untersuchungen zu FoxP3+ T-Zellen in der Leber, dass diese überwiegend CD4+ und in 

keinem Fall CD8+ waren. Die möglicherweise suppressive Rolle der kürzlich beschriebenen γδ-T-

Zellen (Girardi 2005) und Th17-Zellen (Harrington et al. 2005) ist in dieser Arbeit nicht untersucht 

worden. 

Sakaguchi et al. geben in einer ihrer Arbeiten einen Überblick über die phänotypische und funktio-

nelle Diversität von humanen Tregs. Es sind zwei Hauptisoformen von FoxP3 identifiziert, welche 

allerdings beide bei starker Expression eine suppressive Aktivität induzieren können. Die Autoren 

schlagen für naive und ruhende Treg-Zellen einen charakteristischen Phänotyp mit geringer Foxp3 

Expression vor (FopxP3low CD45RA+ CD45RO- CD127low CD25high) und beschreiben FoxP3 als 

einen Marker für Effektor Tregs (CD45RA- CD45RO+ FOXP3high) und für aktivierte, konvertierte 

Treg-ähnliche T-Zellen (FoxP3low CD45RA- CD4+) (Miyara et al. 2009b; Sakaguchi et al. 2010). 

Die aktivierten, Treg-ähnliche Zellen (Fox-P3low CD45RA- CD4+) können den im Abschnitt 1.4 

Regulatorische T-Zellen (Tregs) beschriebenen iTregs (Chen et al. 2003; Huber et al. 2009) entsprechen. 

Inwieweit die beschriebenen Populationen mit einer geringen FoxP3 Expression (Foxp3low) in der 

Immunhistochemie dargstellt werden ist unklar. Ebenfalls gibt es bisher keine ausreichende Charak-

terisierung der verschiedenen FoxP3+ Zellpopulationen in der Leber.  

Trotz dieser Einschränkungen scheint FoxP3 im Menschen nach wie vor ein sehr guter Marker für 

die Darstellung ausgereifter Tregs zu sein. Verschiedene Arbeitsgruppen sehen in einer hohen 

FoxP3 Expression einen spezifischen Marker für Tregs (Fontenot et al. 2003; Hori et al. 2003; 

Khattri et al. 2003). In einer Arbeit von Oo et al. (2010b) wurden Tregs im Lebergewebe sowohl 

mittels Durchflußzytometrie (Färbung auf CD4+ CD25+ CD127low FoxP3+) als auch mittels Im-

munhistochemie (Färbung auf FoxP3+) dargstellt. Die ermittelten Zellzahlen zeigten keinen signi-

fikanten Unterschied. Die Mehrheit der FoxP3+ Zellen waren CD4+ CD25+ CD127low Zellen (Oo 

et al. 2010b). Auch die gemeinsame Betrachtung der Daten dieser Arbeit und durchflusszytometri-

schen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe lassen vermuten, dass es sich bei immunhistoche-

misch FoxP3+ Zellen auch um Tregs und nicht um aktivierte T-Zellen handelt. Bei der Analyse 

von Blutproben war der Anteil der FoxP3+ CD127high Effektorzellen gemessen an der Gesamtheit 

FoxP3+ Zellen kontinuierlich unter 5% (Peiseler et al. 2012).  

4.1.2 Die Färbung auf CD56 

Wie bereits im Abschnitt 3.3 Qualitative Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen erwähnt, ist es 

nicht gelungen eine befriedigende immunhistochemische Darstellung der CD56+ Zellen im Leber-

parenchym zu erhalten. Wäre es gelungen mit dieser Färbung die Gesamtpopulation der NK-Zellen 

darzustellen, hätte eine zusätzliche Darstellung der NKT-Zell Subpopulation interessante Hinweise 

auf die Verteilung dieser Zellen bei unterschiedlichen autoimmunen Hepatopathien liefern können. 
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Neben vereinzelten morphologisch lymphozytären Zellen ist auch eine Anfärbung von Gallen-

gangsepithelien beobachtet worden, welche bei Patienten mit extrahepatischer Gallgengansatresie 

auch bereits von anderen Autoren beschrieben ist (Torbenson et al. 2003; Mahjoub et al. 2008). 

Weitere Protokolloptimierungen können zwar Sensitivität und Spezifität der Immunhistochemie 

verbessern, jedoch nicht die Koexpression mehrerer im Gewebe vorhandener Strukturen verän-

dern, so dass dieses Oberflächenprotein in der Leber keinen geeigneten Marker für NK-Zellen 

darzustellen scheint. 

4.1.3 Die Färbung auf CD4 

Neben den T-Helfer-Zellen exprimieren auch Monozyten im peripheren Blut und Gewebs-

makrophagen das CD4 Molekül (Zola 2007). Das beobachtete Färbemuster in dieser Arbeit ent-

spricht am ehesten Endothel- und/oder Kupffer-Zellen. Trotz des Einsatzes verschiedener Anti-

körper und diversen Protokolloptimierungen konnte im Leberläppchen kein auswertbares Ergebnis 

erzielt werden, so dass die Färbung auf das CD4 Antigen im Bereich der Leberläppchen ebenfalls 

nicht ausgewertet wurde (vgl. Abschnitt 3.3 Qualitative Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen). 

In den Portalfeldern war das Abgrenzen der positiven Zellen schwieriger, als beispielsweise bei der 

Färbung auf CD3. Bei insgesamt sechs Patienten ließ sich trotz wiederholter Färbeversuche und 

dem Einsatz verschiedener Antikörper kein auswertbares Ergebnis im Portalfeld erzielen (vgl. Ab-

schnitt 3.4.1 T-Zell Populationen). Ob das CD4-Antigen im Lebergewebe besonders anfällig ist oder 

die optimale (Vor-)Behandlung nicht ausgemacht werden konnte, lässt sich nicht abschließend be-

antworten.  

4.1.4 Die NASH-Patienten 

Die Zellzahl der NASH-Patienten im lobulären Leberparenchym ist mit einem natürlichen Artefakt 

belegt. In den lobulären Parenchymzellen der NASH-Patienten finden sich regelhaft Fettvakuolen, 

welche einen Teil der vermessenen Fläche ausmachen. Wie im Abschnitt 2.2.3.1 Quantitative Auswer-

tung beschrieben, wurden zell- und parenchymfreie Areale wie beispielsweise Gefäßlumina bei der 

Berechnung der ausgewerteten Fläche berücksichtigt. Dies ist bei den intrazellulären und in-

filtratfreien Fettvakuolen der NASH-Patienten nicht vorgenommen worden. Möglicherweise ist es 

hierdurch zu einer Unterschätzung des lobulären Entzündungsinfiltrats bei den NASH-Patienten 

gekommen.  

4.2 Ergebnisse der Patientengruppen 

Mit der immunhistochemischen Charakterisierung der Immunantwort bei der Erstdiagnose von 

Leber- und Gallenwegserkrankungen mit einer autoimmunen Genese, insbesondere in Hinblick auf 

FoxP3+ regulatorische T-Zellen, ist ein wichtiges Ziel dieser Arbeit erreicht worden. Die statisti-

schen Analysen haben Unterschiede zwischen den verschiedenen Patientengruppen aufgezeigt. Die 
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Erhebung der klinischen und histologischen Daten ermöglicht eine umfangreiche Analyse und Ein-

ordnung der gewonnen Daten in das klinische Bild. Im Folgenden werden die Ergebnisse in Bezug 

auf die vier Patientengruppen zusammengefasst und diskutiert. Jeweils zum Ende eines jeden Ab-

schnitts erfolgt die gesonderte Darstellung der Rolle der Foxp3+ regulatorischer T-Zellen in der 

jeweiligen Erkrankung. 

4.2.1 Patienten mit autoimmuner Hepatitis  

Die AIH-Patienten (n=12) zeigten in der laborchemischen Charakterisierung bei Erstdiagnose die 

höchsten Transaminasen-Werte und auch eine deutliche IgG-Erhöhung. In der histologischen Be-

urteilung zeigte sich bei Erstdiagnose, übereinstimmend mit den laborchemischen Befunden, eine 

signifikant stark erhöhte Entzündungsaktivität (mHAI) gegenüber den anderen untersuchten Pati-

entengruppen. In einer Charakterisierung im Vergleich zu Patienten mit PBC oder einer chronisch 

viralen Lebererkrankung und gesunden Kontrollen haben Sakaki et al. (2008) ebenfalls die höchsten 

Werte für Transaminasen und IgG in der Gruppe der AIH-Patienten gemessen. Lüth et al. (2008a) 

zeigten, dass eine gemeinsame Betrachtung von IgG und Transaminasen bei AIH-Patienten einen 

verbesserten Rückschluss auf die histologische Entzündungsaktivität zulässt. Aufgrund der Grup-

pengröße ließ sich diese Beobachtung am hier untersuchten Kollektiv nicht bestätigen. Lediglich 

zwei AIH-Patienten wiesen Antikörper gegen SLA (Patient AIH-9) bzw. LKM (Patient AIH-12) 

auf, so dass überwiegend Patienten mit einer AIH Typ 1 untersucht wurden (vgl. Abschnitt 1.5.1 

Die Autoimmune Hepatitis; (Riemann und Adam 2008)). 

In den immunhistochemisch charakterisierten Infiltraten fanden sich, passend zum ausgeprägten 

Leberschaden, die meisten CD8+ zytotoxischen T-Zellen in den Portalfeldern von Patienten mit 

AIH. Auch im Leberläppchen fanden sich bei AIH-Patienten im Vergleich zu den anderen Grup-

pen die stärksten CD8+ und CD3+ Infiltrate. Portal genauso stark wie das Infiltrat der CD8+ 

T-Zellen ist die Anzahl der CD4+ T-Helferzellen bei den Patienten mit einer AIH. Ein schwäche-

res CD4+ T-Zell Infiltrat gegenüber den CD8+ Zellen und den PBC-Patienten wie es Sakaki et al. 

(2008) berichten konnte bei den AIH-Patienten bei Erstdiagnose nicht nachgewiesen werden. Ge-

genüber den PSC-Patienten waren die beiden Populationen der CD4+ und CD8+ T-Zellen signifi-

kant erhöht. In den Portalfeldern der AIH-Patienten zeigte sich auch das größte Infiltrat CD20+ 

B-Zellen, signifikant höher als bei Patienten mit PSC oder NASH. In Zusammenschau mit den 

bekannten Antikörpererhöhungen und der deutlichen IgG-Erhöhung, lässt sich vermuten, dass die 

aktivierten B-Zellen weiter zu Plasmazellen ausreifen. Ein ausgeprägtes Plasmazellinfiltrat ist ty-

pisch für die AIH (Oo et al. 2010a). Effektor-T-Zellen und B-Zellen spielen bei der Vermittlung 

des immunologischen Leberschadens eine zentrale Rolle (Ma et al. 2006; Longhi et al. 2010b). So-

mit sind die Beobachtungen in dieser Arbeit gut mit den bisher bekannten Pathomechanismen und 

einem aktiven Stadium der Erkrankung vereinbar. 
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Bei der Auswertung der immunhistochemischen Färbungen sind (peri)portale Ansammlungen von 

T- und B-Zellen aufgefallen, die von ihrer Struktur und Verteilung an Follikel in primär lymphati-

schen Organen erinnern. In der Literatur wird diskutiert, dass diese intrahepatischen Strukturen 

möglicherweise auch funktionell sehr ähnlich zu den Follikeln in Lymphknoten sind. Möglicherwei-

se handelt es sich um Orte der B-Zell Aktivierung, Ausreifung und Vermehrung (Grant et al. 2002a; 

Racanelli 2006). In dieser Arbeit sind diese Strukturen bei Patienten verschiedener Erkrankungs-

gruppen vereinzelt beobachtet worden. Ein Zusammenhang, beispielsweise mit dem Krankheitsbild 

oder der Entzündungsaktivität, konnte nicht hergestellt werden. 

Die signifikant höheren Zellzahlen der unspezifischen Immunantwort (CD163- und MPO-

Färbung) bei Patienten mit der Erstdiagnose einer AIH lassen vermuten, dass der Leberschaden zu 

einem Teil ebenfalls durch die Aktivierung des unspezifischen Immunsystems vermittelt wird. Über 

die Rolle der unspezifischen Immunantwort in AIH-Patienten ist bisher wenig bekannt. CD 163+ 

Kupffer-Zellen wird eine wichtige Rolle in der Induktion und Aufrechterhaltung hepatischer Tole-

ranz zugesprochen. Möglicherweise interagieren sie ergänzend mit FoxP3+ regualtorischen 

T-Zellen (Tiegs und Lohse 2009). Eine weitere wichtige Funktion ist die Aktivierung neutrophiler 

Granulozyten zur Bekämpfung bakterieller Infektionen. MPO+ neutrophile Granulozyten zeigten 

sich in den Patientengruppen mit höher entzündlicher Aktivität (AIH und PBC) leicht vermehrt, 

waren jedoch gegenüber den anderen Patientengruppen nicht signifikant zahlreicher. Hinweise auf 

eine spezifische Rolle in der Pathogenese bei Erstdiagnose autoimmuner Lebererkrankungen finden 

sich nicht. 

Regulatorische T-Zellen bei Erstdiagnose einer autoimmunen Hepatitis 

In normalem Lebergewebe finden sich in der Regel nur sehr wenige regulatorische T-Zellen (Xu et 

al. 2006; Sakaki et al. 2008). Die Funktion, Anzahl und Verteilung von Tregs bei autoimmunen 

Lebererkrankungen ist Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten. Bisher ist es nicht gelungen, ein 

einheitliches Bild dieser Zellpopulation zu erlangen. In dieser Untersuchung finden sich bei den 

AIH-Patienten in den Portalfeldern und im Leberläppchen eine signifikant höhere Anzahl FoxP3+ 

regulatorischer T-Zellen als bei Patienten aus der NASH- und PSC-Gruppe. Im Median weisen die 

AIH-Patienten die höchsten Zahlen FoxP3+ Tregs auf. Bei einer gemeinsamen Betrachtung der 

beiden Patientenkollektive mit stark erhöhter entzündlicher Aktivität (AIH und PBC) findet sich 

ein positiver Zusammenhang zwischen der Anzahl der FoxP3+ T-Zellen, dem histologischen Akti-

vitätsindex (mHAI) und der portalen Lymphozyteninfiltration (CD3+, CD4+). Mit steigender Ent-

zündungsaktivität steigt in diesen beiden Patientenkollektiven auch die Anzahl der FoxP3+ 

T-Zellen in der Leber. Darüber hinaus wurde beobachtet, dass Patienten mit AIH gegenüber 

PSC-Patienten sowohl im Portalfeld, als auch im Leberläppchen ein signifikant höheres Verhältnis 

von FoxP3+ Zellen zu CD3+ Zellen aufweisen. Die Anzahl FoxP3+ Tregs ist hier also nicht nur 

absolut, sondern auch relativ erhöht.  
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In den letzten Jahren berichteten verschiedenen Arbeitsgruppen hingegen von einer verminderten 

Anzahl regulatorischer T-Zellen bei Patienten mit autoimmunen Lebererkrankungen. Ferri et al. 

(2010) untersuchten die Anzahl regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut von erwachsenen Pati-

enten mit einer AIH Typ 1 im aktiven Stadium und im Stadium der Remission. Die Arbeitsgruppe 

berichtet, dass die Anzahl CD4+CD25+ Tregs im peripheren Blut von adulten AIH-Patienten im 

Vergleich zu Gesunden vermindert ist. Bei pädiatrischen Patienten ist dies ebenfalls gezeigt (Longhi 

et al. 2004). Das numerische Defizit ist in der aktiven Phase am stärksten ausgeprägt, findet sich 

aber auch in Remissionspatienten. FoxP3 ist in einer gemeinsamen Betrachtung aller AIH-Patienten 

der Studie signifikant vermindert (Ferri et al. 2010). Im Lebergewebe ihrer Patienten konnten Ferri 

et al. keine Reduktion feststellen. Im Weiteren berichten sie von einer Einschränkung der suppres-

siven Funktionalität bei Erwachsenen (Ferri et al. 2010) und pädiatrischen Patienten (Longhi et al. 

2006). Die Patienten zeigen Unterschiede zum in dieser Arbeit untersuchten Kollektiv hinsichtlich 

Alter und Erkrankungsstadium. Eine laufende immunsuppressive Therapie muss für viele der Pati-

enten angenommen werden. In einer vergleichenden Untersuchung von Lan et al. lassen sich bei 

AIH-Patienten im frühen Stadium signifikant mehr Treg-Zellen im peripheren Blut nachweisen als 

bei PBC-Patienten in einem ebenfalls frühen Stadium der Erkrankung (Lan et al. 2006). Aktuelle 

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten zu einem frühen Zeitpunkt der Erkrankung im 

peripheren Blut von AIH-Patienten kein numerisches Defizit und kein funktionelles Defizit repro-

duzieren (Peiseler et al. 2012).  

Sakaki et al. (2008) haben den intrahepatischen Status regulatorischer T-Zellen in der Leber bei 

autoimmunen Erkrankungen und chronischen viralen Entzündungen untersucht. Sie beschreiben 

eine deutlich erhöhte Anzahl FoxP3+ im Lebergewebe bei Patienten mit einer Lebererkrankung als 

bei Gesunden. Einen Unterschied zwischen chronischen Virushepatitiden (HBV, HCV) und auto-

immunen Lebererkrankungen (AIH, PBC) können sie nicht feststellen. Allerdings beobachteten sie 

im Lebergewebe von AIH-Patienten weniger Tregs als bei PBC-Patienten (Sakaki et al. 2008).  

Eine erhöhte Anzahl regulatorischer T-Zellen in den betroffenen Organen ist mittlerweile auch bei 

einer Reihe weiterer Autoimmunkrankheiten nachgewiesen (Cao et al. 2006; Marazuela et al. 2006). 

Eine mögliche Erklärung für die erhöhte Anzahl FoxP3+ Zellen im betroffenen Lebergewebe ist 

der quantitative Ausgleich eines funktionellen Defizits. Hinweise auf ein suppressives Defizit, wie 

bei Longhi et al. (2006) beschrieben, lassen sich bei Patienten mit der Erstdiagnose einer AIH nicht 

bestätigen (Peiseler et al. 2012). Möglicherweise ist der Entzündungsreiz in den betroffenen Er-

krankungen zu stark, um erfolgreich supprimiert zu werden. Bisher unbekannte Pathomechanismen 

konnten beispielsweise eine effektive Suppression auf der Seite der Effektorzellen verhindern. Pa-

thomechanismus, Rolle und Interaktion der einzelnen beteiligten Zellen bei der AIH bedürfen wei-

terer Untersuchungen (vgl. Abschnitt 4.5 Erkenntnisse und künftige Fragestellungen).  
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4.2.2 Patienten mit Primär Biliärer Zirrhose 

In der Betrachtung der klinisch-chemischen Parameter zeigen die PBC-Patienten (n=13) niedrige 

Transaminasen-Werte (vgl. Abschnitt 3.1 Patienten und klinische Parameter). Im Sinne einer Cholestase 

finden sich erhöhte Werte der alkalischen Phosphatase. Das bei den PBC häufig (noch) normwerti-

ge Gesamt-Bilirubin, die IgM Erhöhung und die AMA Antikörper entsprechen der typischen La-

borkonstellation bei Erstdiagnose (Kaplan und Gershwin 2005). Trotz der nur gering erhöhten 

Transaminasen wurden die PBC-Patienten im pathologischen Grading (mHAI) mit dem im Ver-

gleich zweithöchsten Score bewertet. Dieser ist dennoch signifikant niedriger als bei den AIH-

Patienten. In diesen ersten Beobachtungen deutet sich an, was sich in den folgenden histologischen 

Untersuchungen bestätigt: Die entzündlichen Infiltrate der AIH und PBC-Gruppe unterscheiden 

sich gleichsinnig von den Infiltraten der PSC und NASH im Sinne einer stärkeren entzündlichen 

Aktivität. 

Bei Erstdiagnose einer PBC finden sich die zweitgrößten Infiltrate an CD3+, CD8+ und CD4+ 

Lymphozyten im Leberläppchen und CD8+ sowie CD4+ Lymphozyten im Portalfeld. Die Ergeb-

nisse dieser Arbeit zeigen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose portal signifikant mehr CD3+ Zellen bei 

PBC-Patienten gegenüber den Patienten mit PSC oder NASH. Autoreaktive CD4+ und CD8+ 

Effektor-T-Zellen sind für die PBC sowohl im peripheren Blut, als auch im Lebergewebe selbst 

nachgewiesen (Kita et al. 2002; Ichiki et al. 2005). In dieser Untersuchung zeigt sich ein annährend 

gleich großes Infiltrat CD4+ und CD8+ T-Zellen im Portalfeld. In der vergleichenden Untersu-

chung von Sakaki et al. (2008) zeigen sich im Portalfeld von AIH- und PBC-Patienten ebenfalls 

keine Unterschiede bei der Darstellung CD8+ T-Zellen. Bei der Untersuchung CD4+ T-Zellen 

berichtet die Arbeitsgruppe von einer signifikant höheren Zellzahl der PBC-Patienten im Vergleich 

zu AIH-Patienten (Sakaki et al. 2008). Sakaki et al. (2008) geben keine Auskunft über das Stadium 

der Erkrankung ihrer Patienten und eine mögliche medikamentöse Therapie. Möglicherweise liegt 

hier die Ursache für die größere CD4+ Population der PBC-Patienten in ihrer Arbeit. In gemein-

samer Betrachtung zu den lobulären Werten fällt auf, dass im Falle der PBC die Zunahme des por-

talen lymphozytären Infiltrats im Verhältnis zum lobulären Infiltrat stärker ausgeprägt sein kann, als 

beispielsweise bei der AIH. Ein mildes lobuläres Infiltrat ist typisch für die Histologie bei PBC 

(Poupon et al. 1999). In dieser Arbeit erfolgte die Auswahl repräsentativer Areale im portalen und 

im lobulären Lebergewebe. Nicht erfasst wurde das Entzündungsinfiltrat in der periportalen Zone. 

Bei der PBC wird gelegentlich eine ausgeprägte periportale Aktivität beschrieben (Scheuer 1967). 

Möglicherweise führt diese Betrachtung zu einer Unterschätzung des Entzündungsinfiltrats bei den 

PBC-Patienten.  

In den Portalfeldern der PBC-Patienten findet sich ebenfalls die zweitgrößte Zellpopulation 

CD20+ B-Zellen in den vier untersuchten Patientengruppen. Im Vergleich zu den anderen ist die-

ser Unterschied jedoch nicht signifkant. Das pathognomonische Vorkommen von AMA Antikör-

pern und die starke IgM Erhöhung lassen, ähnlich wie bei der AIH, ein Ausreifen der CD20+ B-
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Zellen zu Plasmazellen vermuten. Auch die Zellen des unspezifischen Immunsystems sind bei Pati-

enten mit PBC im Vergleich zu den NASH- oder PSC-Patienten häufiger. Bei den CD163+ 

Kupffer-Zellen findet sich portal ein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den PSC-Patienten 

und lobulär signifikant höhere Zellzahlen als bei Patienten mit der Erstdiagnose einer NASH. Wie 

bereits berichtet zeigten sich MPO+ neutrophile Granulozyten in den Patientengruppen mit höher 

entzündlicher Aktivität (AIH und PBC) leicht vermehrt (ns) ohne Hinweis auf eine pathogenetisch 

bedeutsame Rolle.  

Regulatorische T-Zellen bei Erstdiagnose einer Primär Biliären Zirrhose 

Bei der Betrachtung der FoxP3+, regulatorischen T-Zellen weisen die PBC-Patienten lobulär eine 

mäßige und im Portalfeld eine starke Erhöhung der Zellzahl auf. Im Vergleich zu den PSC Patien-

ten ist diese im Portalfeld signifikant. Die Zellzahlen bleiben jedoch unter denen der AIH-

Patienten. Im Leberläppchen sind es signifikant weniger als bei den AIH-Patienten.  

Von einer signifikant vermehrten Anzahl Foxp3+ Tregs im Lebergewebe von PBC-Patienten im 

Vergleich zu PSC berichten auch Koyabu et al. (2010) in einer vergleichenden Arbeit. Und auch 

Sakaki et al. (2008) berichten neben dem Unterschied zu AIH-Patienten, von einer signifikant er-

höhten Treg-Anzahl in der Leber bei PBC-Patienten gegenüber gesunden Kontrollen Diese Er-

kenntnisse lassen aufmerken, denn ähnlich wie bei der AIH existiert auch bei der PBC die Hypo-

these des funktionellen und möglicherweise auch numerischen Defizits regulatorischer T-Zellen als 

Ursache für den autoreaktiven, zytotoxischen Leberschaden. Lan et al. (2006) beschreiben bei PBC-

Patienten ein numerisches Defizit von Tregs im peripheren Blut. In der Immunhistochemie zeigt 

die Gruppe in den Portalfeldern von PBC-Patienten im frühen und im fortgeschrittenen Stadium 

eine verminderte Anzahl FoxP3+ Tregs im Vergleich zu Patienten mit einer chronischen Heptiatis 

C Infektion und im frühen Stadium auch im Vergleich zu AIH-Patienten. Gesunde Kontrollen 

wurden nicht untersucht. In vitro unterscheidet sich die suppressive Kapazität FoxP3+ Tregs gesun-

der Probanden nicht von PBC-Patienten (Lan et al. 2006). Die Arbeitsgruppe um M. Sasaki (2007) 

hat mittels Immunhistochemie die hepatische Verteilung von FoxP3+ T-Zellen bei gesunden Pro-

banden und bei Patienten mit PBC oder einer chronischen viralen Hepatitis in verschiedenen Akti-

vitätsstadien untersucht. Zusätzlich analysierten sie mRNA Level von FoxP3 und diversen Zytoki-

nen im Lebergewebe. In den Portalfeldern von PBC-Patienten mit starker Entzündungsaktivität 

sind signifikant mehr FoxP3+ Zellen gefunden worden als in den Portalfeldern von PBC-Patienten 

mit niedriger Entzündugsaktivität. Die mRNA von FoxP3, IL-10 und TGF-ß ist in PBC-Patienten 

im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant erhöht. Interferon-γ- und TNF-α-mRNA ist 

bei PBC-Patienten im Frühstadium und bei den chronischen Virushepatitiden erhöht (Sasaki et al. 

2007). Wang et al. (2010) berichten bei PBC-Patienten von einer Reduktion der CD4+CD25+ 

Tregs im peripheren Blut. In der Leber zeigen sie eine erhöhte Anzahl FoxP3+ Tregs und, ähnlich 

wie bei den Beobchtungen von Sasaki et al., eine erhöhte Expression regulatorischer Zytokine wie 

TGF-ß und IFN-γ. Wie auch diese Arbeit zeigen die genannten Untersuchungen eine erhöhte An-
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zahl FoxP3+ Zellen im Leberparenchym von Patienten mit einer PBC. Die Erhöhung ist abhängig 

vom Krankheitsstadium. Diese Arbeit zeigt zudem, dass die Anzahl Foxp3+ Tregs bei AIH- und 

PBC-Patienten möglicherweise mit dem Grad der Entzündung (mHAI) und der Größe des ent-

zündlichen Infiltrats in Verbindung steht (vgl. Abschnitt 3.5 Korrelative Betrachtungen). 

Viele beobachtete Veränderungen im entzündlichen Infiltrat verhielten sich bei den Patienten mit 

PBC ähnlich zu den an einer AIH erkrankten Patienten. Analog zur niedrigeren Bewertung im 

mHAI-Score waren die Veränderungen häufig geringer ausgeprägt als bei den AIH-Patienten und 

im Vergleich zu den weniger entzündlich aktiven Erkrankungen (PSC und NASH) auch seltener 

signifikant. Dennoch lassen die Ergebnisse dieser Arbeit auch bei der PBC an der Hypothese des 

numerischen Defizits zweifeln. Da bisher Hinweise auf ein funktionelles Defizit fehlen (Lan et al. 

2006; Sasaki et al. 2007), muss die Ursache für die ineffektive Suppression trotz einer erhöhten 

Anzahl FoxP3+ Zellen im betroffenen Lebergewebe weiter gesucht werden. Ähnlich wie bei der 

AIH ist ein Defekt der autoreaktiven Effektor-Zellen oder die Existenz eines bisher unbekannten 

starken antisuppressiven Reizes vorstellbar. Die für erhöhte Anzahl FoxP3+ Tregs in AIH und 

PBC-Patienten aufgeführten Argumente werden abschließend im Abschnitt 4.5 Erkenntnisse und 

künftige Fragestellungen zusammengefasst.  

4.2.3 Patienten mit Primär Sklerosierender Cholangitis 

Die Patienten mit einer PSC (n=7) weisen unter den vier Patientengruppen die zweithöchsten 

Transaminasenwerte auf und erreichen im Sinne einer cholestatischen Hepatopathie die höchsten 

Werte für die alkalische Phosphatase und das Bilirubin. Die Unterschiede in der klinischen Chemie 

sind im Vergleich zu den anderen Gruppen nicht signifikant, jedoch typisch für das Krankheitsbild 

im frühen Stadium (Tischendorf et al. 2008). In der Antikörperbestimmung lässt sich kein spezifi-

sches Muster erkennen. Passend zu den weiteren Beobachtungen im entzündlichen Infiltrat ist bei 

den PSC-Patienten ein niedriger mHAI-Score bestimmt worden (statistisch signifikant gegenüber 

den AIH-Patienten).  

Bei der Betrachtung des Entzündungsinfiltrats finden sich niedrige Zellzahlen, die sich in der Regel 

nicht signifikant von den ebenfalls niedrigen Zahlen der NASH-Patienten unterscheiden. Gegen-

über den beiden anderen Patientengruppen mit hoher entzündlicher Aktivität (PBC und AIH) sind 

die Zellzahlen in vielen Fällen signifikant niedriger. Beispielsweise ist bei den PSC-Patienten die 

portale Anzahl von CD3+ Zellen gegenüber den PBC-Patienten oder die portale Anzahl von 

CD8+ und der CD4+ Zellen im Vergleich zu Patienten mit der Erstdiagnose einer AIH signifikant 

vermindert. Das vornehmlich T-Zell-dominierte lymphozytäre Infiltrat ist auch in der Literatur 

nicht eindeutig charakterisiert. Es finden sich Belege für ein Überwiegen der CD4+ T-Zellen, der 

CD8+ T-Zellen oder einem Gleichgewicht der beiden Zellpopulationen (Aron und Bowlus 2009). 

In dieser Untersuchung zeigt sich ein leichtes Überwiegen der CD8+ T-Zellen (portal 1,6:1). Be-

trachtet man das B-Zell Infiltrat gemeinsam mit den Ergebnisse der untersuchten T-
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Zellpopulationen so wird deutlich, dass die Zellen der spezifischen Immunabwehr bei der PSC 

quantitativ eine geringere Rolle spielen, als bei den autoimmunen Hepatopathien PBC und AIH. 

Die portale Anzahl CD20+ Zellen ist gegenüber Patienten mit einer AIH signifikant erniedrigt. 

Während in den anderen Patientengruppen dass Infiltrat an CD20+ Zellen im portalen Lebergewe-

be bis zu 124-fach höhere Zellzahlen als im lobulären Lebergewebe aufweist, zeigen die Patienten 

der PSC-Gruppe portal auffällig niedrige Zellzahlen (2,5:1). Die spezifische Rolle von B-Zellen 

bzw. ausgereiften Plasmazellen in der PSC ist noch nicht vollständig bekannt. Im Gegensatz zur 

Steroid-sensiblen IgG4-sklerosierenden Cholangitis stellen sie kein besonderes Erkrankungsmerk-

mal dar und treten nur in geringer Zahl auf (Nakanuma und Zen 2007). 

Das im Verhältnis zu den PBC- und AIH-Patienten schwächere lymphozytäre Infiltrat wird bei den 

Patienten mit der Erstdiagnose einer PSC nicht durch ein stärkeres Infiltrat der unspezifischen 

Abwehr kompensiert. Die portale Anzahl CD163+ Zellen ist bei den PSC-Patienten signifikant 

geringer als bei Patienten mit einer PBC oder AIH. Cameron et al. untersuchten die Verteilung von 

Kupffer-Zellen bei PSC-Patienten mittels einer immunhistochemischen Färbung auf CD68 und 

elektronenmikroskopischen Untersuchungen. In der bei ihnen signifikant erhöhten Anzahl 

sinusoidaler und perisinusoidaler Kupffer-Zellen im Vergleich zu PBC-Patienten sehen sie eine 

mögliche Ursache in der Vermittlung von Fibrose und Zirrhose (Cameron et al. 2001). Ursächlich 

für die abweichenden Ergebnisse dieser Untersuchung sind die möglichen unterschiedlichen Er-

krankungsstadien sowie die potentielle Medikation der Patienten. 

Regulatorische T-Zellen bei Erstdiagnose einer Primär Sklerosierenden Cholangitis 

Bei der Untersuchung der FoxP3+ regulatorischen T-Zellen von Patienten mit der Erstdiagnose 

einer PSC zeigt sich auch hier ein schwaches Infiltrat. Im Median weisen die PSC-Patienten bei 

Erstdiagnose sowohl portal als auch lobulär die geringste Anzahl FoxP3+ Zellen auf. Im Portalfeld 

ist dieser Unterschied gegenüber den Patienten mit PBC und AIH, im Leberläppchen gegenüber 

den AIH-Patienten signifikant. Gegenüber den Patienten mit der Erstdiagnose einer AIH zeigt sich 

auch das Verhältnis FoxP3+ Zellen zu CD3+ T-Zellen signifikant erniedrigt. 

Zu Status und Funktion regulatorischer T-Zellen in der PSC ist in der Literatur weniger bekannt als 

bei der AIH und PBC. In einer Arbeit zur autoimmunen Pankreatitis und der IgG4-sclerosierenden 

Cholangitis haben Koyabu et al. (2010) Leberbiopsien von Patienten mit AIH, PBC und PSC un-

tersucht. Die Autoren beschreiben einen signifikant verminderten Anteil FoxP3+ Zellen an der 

Gesamtheit der Monozyten bei Patienten mit PSC im Vergleich zu AIH- und PBC-Patienten. Die 

Patienten befanden sich häufig bereits in sehr weit fortgeschrittenen Krankheitsstadien. Teilweise 

erfolgte die Probenentnahme zum Zeitpunkt der Lebertransplantation, was die Vergleichbarkeit mit 

den hier zum Zeitpunkt der Erstdiagnose untersuchten Patienten einschränkt. Unveröffentlichte, 

aktuelle Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten im peripheren Blut bei PSC-Patienten eine 

verminderte Anzahl CD4+ CD25high CD127low Foxp3+ Tregs gegenüber PBC-Patienten und ge-
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sunden Kontrollen nachweisen. Zusätzlich zeigte sich auch ein funktionelles Defizit in der suppres-

siven Kapazität regulatorischer T-Zellen von PSC-Patienten (unveröffentlichte Daten). Der Beitrag des 

potentiell numerischen und funktionellen Defizits zur Pathogenese der PSC wird Gegenstand wei-

terer Untersuchungen sein. Die Resultate dieser Arbeit unterstützen die Hypothese des numeri-

schen Defizits. Es lässt sich, in Hinblick auf den niedrigen mHAI-Score, jedoch nicht ausschließen, 

dass mit Krankheitsprogression und zunehmender entzündlicher Aktivität die Anzahl FoxP3+ 

regulatorischer T-Zellen bei diesen Patienten weiter ansteigt. 

4.2.4 Patienten mit nicht alkoholischer Steatohepatitis 

Die Patienten mit einer NASH (n=8), einem nicht-autoimmunen Leberschaden, dienen in dieser 

Arbeit als Vergleichsgruppe zu den untersuchten autoimmunen Hepatopathien. Sie weisen bei 

Erstdiagnose ebenfalls eine entzündliche Aktivität auf (mHAI 2,75) und zeigen durch erhöhte 

Transaminasen auch laborchemisch Hinweise auf den typischen Leberparenchymschaden (Riemann 

und Adam 2008). Mit einer Ausnahme sind alle Patienten Antikörper negativ. Das Vorkommen 

unspezifischer Antikörper ist für bis zu einem Drittel der NASH-Patienten beschrieben (Cotler et 

al. 2004). Sowohl portal als auch lobulär weisen die NASH-Patienten, in den meisten Fällen ge-

meinsam mit den PSC-Patienten, die geringsten Zellzahlen auf. Dies gilt sowohl für die Zellen der 

spezifischen Immunantwort, insbesondere für die regulatorischen FoxP3+ T-Zellen, als auch für 

die Zellen des unspezifischen Immunsystems. Bei der Darstellung CD163+ zeigt sich im Leber-

läppchen sogar ein signifikanter Unterschied gegenüber den Patienten mit einer PSC. Ein schwa-

ches lobuläres Entzündungsinfiltrat aus CD3+ Lymphozyten und eosinophilen und neutrophilen 

Granulozyten ist typisch für die NASH (Hübscher 2006). Ein stark ausgeprägtes portales Infiltrat 

ist untypisch für die Vorstufe der Fettlebererkrankung und gilt als sicheres Zeichen für die Ausbil-

dung einer Fettleberhepatitis (NASH) (Brunt und Tiniakos 2010). In einer volumen-korrigierten 

Analyse von CD68+ Makrophagen berichten Söderberg et al. (2011) von einer erhöhten Anzahl 

lobulärerKupffer-Zellen in fortgeschrittenen Entzündungsstadien bei NASH-Patienten. Eine Erklä-

rung ist das mögliche Unterschätzen der Zellzahl im lobulären Lebergewebe der NASH-Patienten 

in dieser Untersuchung (vgl. Abschnitt 4.1.4 Die NASH-Patienten) 

Regulatorische T-Zellen bei Erstdiagnose einer nicht alkoholischen Steatohepatitis 

In einer der wenigen Untersuchungen zum lymphozytären Infiltrat bei NASH-Patienten zeigen 

Söderberg et al. (2011) eine gleichmäßige Verteilung von FoxP3+ T-Zellen in Leberläppchen und 

Portalfeld. Sie berichten von einem Anstieg des Foxp3+/CD3+ Anteils bei steigender Entzün-

dungsaktivität. Die entzündliche Aktivität bei den NASH-Patienten dieser Arbeit ist mit einem 

mHAI-Score zwischen 2 und 4 (Mittelwert 2,75) bewertet. Im Vergleich zu den AIH-Patienten mit 

starker Entzündungsaktivität (mHAI 7,83) sind die FoxP3+ Tregs signifikant vermindert. Ein Ver-

gleich mit einer weiteren Kontrollpopulation ohne Entzündungsaktivität ist nicht vorgenommen 

worden. Die FoxP3+ T-Zellen verhielten sich sowohl absolut, als auch relativ im Verhältnis zu den 



4 Diskussion 79 

CD3+ bzw. CD4+ T-Zellen ähnlich den Tregs der PSC-Patienten. Ob die geringe Anzahl FoxP3+ 

T-Zellen zur Pathogenese der NASH beiträgt, müssen kommende Untersuchungen zeigen. 

4.3 Bewertung der histologischen Entzündungsaktivität 

Die Entwicklung der Immunpopulationen in den verschiedenen Krankheits- und Aktivitätsstadien 

ist bei den autoimmunen Hepatopathien noch nicht ausreichend genau charakterisiert. Ein Einfluss 

des Krankheitsstadiums auf die einzelnen Zellpopulationen lässt sich nicht ausschließen. Im Ge-

gensatz zu einigen aktuellen Veröffentlichungen wurden die Patienten dieser Arbeit zu einem ein-

heitlichen Zeitpunkt (Erstdiagnose) untersucht. Die entzündliche Aktivität der untersuchten Gewe-

beproben ist eindeutig dokumentiert (mHAI) und ein frühes Krankheitsstadium ist anzunehmen. 

Interindividuelle Unterschiede in der histologischen und laborchemischen Entzündungsaktivität 

zeigen Tabelle 21 und Tabelle 22 im Anhang dieser Arbeit. Eine weitere Homogenisierung erwies 

sich aufgrund der Gruppengröße als nicht praktikabel. In Hinblick auf die FoxP3+ Tregs finden 

sich in der Literatur Hinweise darauf, dass das Erkrankungsstadium Einfluss auf die Treg Populati-

on nimmt. In einer Veröffentlichung untersuchte die Arbeitsgruppe Sakaki et al. (2008) Tregs bei 

Patienten mit AIH, PBC und chronischen Virushepatitiden in verschiedenen Krankheitsstadien. Sie 

berichten von einer Abnahme von Tregs mit zunehmendem Fortschritt der PBC-Erkrankung. Die 

gleiche Beobachtung im Lebergewebe machten auch Lan et al. (2006), wobei sie im peripheren Blut 

weniger FoxP3+ Tregs im frühen, als im späten Stadium fanden. Sasaki et al. (2007) beschreiben 

eine erhöhte Anzahl Foxp3+ Zellen in den Portalfeldern von PBC-Patienten mit hoher Krank-

heitsaktivität. Möglicherweise zeichnen sich insbesondere die AIH und PBC bei Erstdiagnose durch 

eine starke Krankheitsaktivität aus, welche mit hohen Treg-Zahlen einhergeht. Das Treg Infiltrat 

könnte mit Krankheitsprogression in Phasen geringerer Aktivität oder Remission abnehmen. Die 

Daten von Lan et al. (2006) und Longhi et al. (2004), welche von einer Reduktion im peripheren 

Blut berichten, stammen beispielsweise nicht von Patienten im frühen Krankheitsstadium.  

Sakaki et al. (2008) können keine Korrelation zwischen histologischer oder biochemischer Krank-

heitsaktivität und den Entzündungsinfiltraten nachweisen. In dieser Arbeit ist ein möglicher Zu-

sammenhang zwischen der Anzahl von FoxP3+ Tregs und dem histologischen Aktivitätsindex 

bzw. der portalen Lymphozyteninfiltration (CD3+, CD4+) gezeigt worden (vgl. Abschnitt 3.5 

Korrelative Betrachtungen).  

4.4 Bewertung der klinischen und laborchemischen 

Charakterisierung der Patientenkollektive 

Wie bereits im vorigen Abschnitt gezeigt, scheinen Erkrankungsstadium und Entzündungsaktivität 

die Anzahl FoxP3+ Tregs im Lebergewebe zu beeinflussen. Klinische und laborchemische Eigen-

schaften der Patienten kommen als weitere Einflussgrößen in Frage (vgl. Anhang Tabelle 20 und 
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21). Ein diskutierter Faktor ist das Alter der Patienten. Die Anzahl naiver Tregs scheint mit dem 

Alter stark abzunehmen (4-10% der CD4+ T-Zellen im Nabelschnurblut vs 0,5-1,5% in erwachse-

nen Probanden) (Sakaguchi et al. 2010). Dahingegen steigt die Anzahl von ausgereiften Effektor-

Tregs bei Erwachsenen und älteren Menschen an (0-0,5 % im Nabelschnurblut vs 4% bei älteren 

Erwachsenen) (Miyara et al. 2009a; Sakaguchi et al. 2010). Eine erhöhte Anzahl von regulatorischen 

T-Zellen könnte also auch Ausdruck eines ausgereiften Immunsystems sein. Ein signifikanter Al-

tersunterschied findet sich bei den in dieser Arbeit untersuchten Gruppen nur zwischen den PBC 

und PSC-Patienten, eine Korrelation zwischen der Anzahl an FoxP3+ Zellen und dem Alter ließ 

sich in der statistischen Analyse nicht nachweisen. Hinweise auf geschlechtsspezifische Unterschie-

de sind ebenfalls bekannt (Lapierre et al. 2010). Im Menschen ist es aufgrund der bekannten Prä-

dispositionen zur jeweiligen Erkrankung (vgl. Abschnitt 1.5 Leber- und Gallenwegserkrankungen) 

schwierig eine ausreichende Gruppengröße mit beiden Geschlechtern zu erreichen.  

Bei der Interpretation von Untersuchungen an Treg-Populationen muss ebenfalls der mögliche 

Einfluss von Medikationen auf die Anzahl dieser Zellen bedacht werden. Während die funktionelle 

Kapazität sich durch den Einsatz von Kortikosteroiden möglicherweise verbessern lässt (Nouri-

Aria et al. 1982; Luther et al. 2009), ist im peripheren Blut eine Abnahme regulatorischer T-Zellen 

unter immunsupressiver Therapie beschrieben (Demirkiran et al. 2005). Da die Patienten zum Zei-

punkt Erstdiagnose der jeweiligen Erkrankung untersucht wurden, ist davon auszugehen, dass die 

Einnahme immunsuppressiver Medikamente selten ist. Die Dokumentation der Vormedikation in 

den Patientenunterlagen ist regelhaft unvollständig. Die im Anhang aufgeführte Medikation bezieht 

sich auf die im Entlassungsbrief zum Diagnosezeitpunkt dokumentierten Medikamente. In der 

Regel ist davon auszugehen, dass diese erst nach der diagnostischen Punktion verordnet worden 

sind. Die probatorische Therapie mit Kortikosteroiden vor definitiver Diagnosesicherung in weni-

gen Fällen ist denkbar. 

4.5 Erkenntnisse und künftige Fragestellungen 

Trotz der im Abschnitt 1.4.3 Tregs in therapeutischen Ansätzen beschriebenen viel versprechenden 

Ergebnisse therapeutischer Ansätze, zeigen die im vorangehenden Abschnitt erläuterten Arbeiten 

und die eigenen Ergebnisse, dass die grundlegende Rolle und Funktion FoxP3+ regulatorischer T-

Zellen bei autoimmunen Hepatopathien noch nicht vollständig verstanden ist. Die Ergebnisse die-

ser Arbeit bilden einen Beitrag zu der noch abzuschließenden Diskussion über ihre Anzahl und 

Verteilung. Ein enger Zusammenhang mit der funktionellen Kapazität ist zu vermuten und sollte 

bei künftigen Diskussionen stets mit betrachtet werden (vgl. teilweise unveröffentlichte Daten der eige-

nen Arbeitsgruppe und (Peiseler et al. 2012)).  Die verschiedenen hier aufgeführten Arbeiten zeigen, 

dass von der Anzahl regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut nicht direkt auf die Größe der 

Zellpopulation in betroffenen Organen geschlossen werden kann. Möglicherweise stehen beide 

Populationen sogar in einem gegensätzlichen Verhältnis. Trotz der Unterschiede zwischen Erhe-
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bungen des Treg-Status im betroffenen Gewebe und im peripheren Blut wurde bisher in wenigen 

Arbeiten Proben der gleichen Individuen zum gleichen Zeitpunkt aus beiden Lokalisationen unter-

sucht. Auch der Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe kann weitere aufschlussreiche Daten 

liefern. Da die Leberbiopsie einen deutlich invasiveren Eingriff mit höherem Komplikationsrisiko 

darstellt als beispielsweise die Blutentnahme, ist das Erstellen einer Gewebebank aus gesunden 

Kontrollen in der Regel sehr aufwendig. Wie bereits im Abschnitt 4.1 Bewertung der Immunhistochemie 

erläutert, sind bei der zukünftigen Bewertung immunhistochemischer Untersuchungen vergleichba-

re Auswertungsstandards wünschenswert. Eine Erhebung, ähnlichen dem Aufbau in dieser Arbeit, 

an einem größeren Patientenkollektiv würde eine weitergehende Homogenisierung der Patienten 

nicht nur anhand des histologischen Entzündungsstadiums, sondern auch in Hinblick auf die labor-

chemischen Parameter und das klinische Erkrankungsstadium ermöglichen. Möglicherweise sind an 

einem sehr großen Kollektiv auch Analysen in Abhängigkeit von Alter und Geschlecht möglich. 

Prospektiv wäre es unter Umständen leichter, mögliche Einflussgrößen wie beispielsweise die Me-

dikation zu identifizieren und zu berücksichtigen. Ein prospektiver Ansatz würde an einem einzigen 

Standort jedoch aufgrund der Epidemiologie der Erkrankungen einen sehr langen Zeitraum benöti-

gen.  

In Hinblick auf die bestehenden Diskussion über FoxP3+ als spezifischen Marker des Treg-

Phänotyps (vgl. Abschnitt 4.1.1 Der Treg-Phänotyp und FoxP3) sind weitere Untersuchungen des Phä-

notyps regulatorischer T-Zellen bzw. FoxP3+ Zellen in der Leber nötig. Die aktuellen Ergebnisse 

lassen vermuten, dass FoxP3+ im Menschen und auch in der Leber den zurzeit besten singulären 

Marker für regulatorische T-Zellen darstellt. In Hinblick auf die Immunhistochemie wäre es inte-

ressant, beispielsweise mittels Mehrfachfärbungen herauszufinden, inwieweit Zellen mit schwacher 

FoxP3 Expression wie beispielsweise FopxP3low CD45RA+ CD45RO- CD127low CD25high Zellen 

in der Färbung auf FoxP3+ abgebildet werden (vgl. Miyara et al. (2009b) und Abschnitt 4.1.1 Der 

Treg-Phänotyp und FoxP3). Möglicherweise gelingt es zukünftig durch weitere Charakterisierung und 

etablierte Mehrfachfärbungen immunhistochemisch nTregs und iTregs getrennt darzustellen. Wel-

che der vielen Mechanismen regulatorischer T-Zellen (vgl. Abschnitt 1.4.2 Tregs: Mechanismen) in vivo 

und in den verschiedenen Erkrankungen eine Rolle spielen, ist nicht Gegenstand dieser Untersu-

chung. Dennoch sollten zukünftige funktionelle Analysen klären, welche der häufig bisher nur in 

vitro gezeigten Mechanismen in vivo eine Rolle spielen und ob die verwendeten Mechanismen je nach 

Sitation variieren.  

Betrachtet man die Ergebnisse der Quantifizierung FoxP3+ Tregs in dieser Arbeit gemeinsam mit 

den im jeweiligen Abschnitt erläuterten aktuellen Veröffentlichungen, so erscheint ein numerisches 

Defizit im Falle der PSC-Patienten denkbar. Das Entzündungsinfiltrat dieser Patienten zeigte sich 

auf ähnlich niedrigem Niveau wie das in den niedrig entzündlichen und nicht immunologisch be-

dingten Veränderungen der NASH-Patienten. Hier lassen sich durch Untersuchungen in stärker 

entzündlichen Phasen der Erkrankung und zusätzliche funktionelle Analysen der Tregs weitere 

Erkenntnisse gewinnen. Für die AIH und PBC bleibt zu klären, welche Mechanismen in der Leber 
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dazu führen, dass trotz einer hohen Zahl vermutlich funktionell potenter, regulatorischer T-Zellen 

die autoimmune Inflammation nicht unterdrückt werden kann. Das auftreten größerer Infiltrate 

regulatorischer T-Zellen könnte direkt verbunden sein mit einem immunologisch vermittelten Ge-

webeschaden. In einem Mausmodell der AIH haben Zierden et al. (2009) mittels Transfer autoreak-

tiver CD8+ T-Zellen einen inflammatorischen Leberschaden erzeugt. Neben den starken CD8+ 

Infiltraten beschreiben sie in der Leber der Tiere auch eine stark erhöhte Anzahl 

CD4+CD25+FoxP3+ T Zellen. Weiterhin ist denkbar, dass die Zunahme an FoxP3+ Zellen den 

quantitativen Ausgleich eines funktionellen Defizits darstellt. Aktuelle Untersuchungen zeigen we-

der ein numerisches, noch ein funktionelles Defizit bei AIH-Patienten (Lan et al. 2006; Oo et al. 

2010b; Peiseler et al. 2012). Andere Arbeitsgruppen haben sogar erhöhte regulatorische Aktivität in 

Patienten mit autoimmunen Lebererkrankungen nachgewiesen (Sasaki et al. 2007; Wang et al. 

2010). Eine Erklärung für eine ausreichende suppressive Kapazität regulatorischer T-Zellen in vitro 

und eine insuffiziente Immunsuppression und damit verbundene immunologisch vermittelte Or-

ganschäden in vivo könnte sein, dass funktionstüchtige Tregs durch bisher unbekannte Faktoren vor 

Ort an einer effektiven Suppression gehindert werden (Oo et al. 2010b). Bei dendritischen Leber-

zellen ist beispielsweise ein inhibitorischer Einfluss auf regulatorische T-Zellen beschrieben 

(Wiegard et al. 2005). Möglicherweise führen pathogenetische Vorgänge aber auch dazu, dass die 

Effektor-Zellen gegen eine effektive Suppression resistent sind (Buckner 2010). Scholz et al. (1998) 

berichten, dass autoreaktive T-Zellen in Autoimmunkrankheiten eine deutlich verminderte Schwelle 

zur Aktivierung besitzen und so möglicherweise schwerer zu supprimieren sind. Baecher-Allan et 

al. (2001; 2002) beschreiben in vitro, dass eine starke Stimulation und Aktivierung der Effektorzellen 

eine Suppression durch regulatorische T-Zellen verhindert. Longhi et al. (2006) beschreiben eine 

verminderte Apoptoserate bei CD4+ Effektorzellen in Patienten mit einer AIH.  

Die aktuell widersprüchlichen Ergebnisse hinsichtlich der verschiedenen Treg-Subpopulationen 

und ihrer Funktion lassen vermuten, dass es nach der unterschiedlichen Aktivierung offensichtlich 

nicht zwingend eine gemeinsame Endstrecke der nTregs und iTregs gibt, sondern dass auch unter-

schiedliche Funktionen denkbar sind. Um diese und ähnliche Beobachtungen richtig einzuordnen 

muss jedoch zunächst gezeigt werden, welche Anzahl und funktionelle Aktivität induzierte FoxP3+ 

im Menschen aufweisen. Auch funktionelle Unterschiede muriner und menschlicher FoxP3+ Zel-

len werden diskutiert (Koyabu et al. 2010). Zum anderen ist es möglich, dass Tregs mit voller funk-

tioneller Potenz sich in verschiedenen Aktivitätszuständen befinden (Miyara et al. 2009b). Insbe-

sondere bei den autoimmunen Hepatopathien sollte zukünftig ebenfalls die Bedeutung weiterer 

potentiell regulatorischer Zellpopulationen im Zusammenhang untersucht werden. Der kürzlich 

beschriebenen T-Zell Subpopulation der Th17-Zellen werden zwar primär proinflammatorische 

Eigenschaften zugesprochen, dennoch vermuten einige Autoren zusätzlich eine regulatorische 

Funktion. Zenewicz et al. (2007) beschreiben dies in der Leber. Besonders interessant ist ihre 

scheinbar reziproke Beziehung zu den beschriebenen iTregs (Bettelli et al. 2006). Zhou et al. (2008) 

berichten von einer transienten FoxP3 Expression in 25% der CD4+ Th17-Zellen im Darm und 
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vermuten sogar einen gemeinsamen Ursprung von FoxP3+ Tregs und Th17-Zellen. Umfangreiche-

re Erkenntnisse werden auch bei den nach ihrem abweichendem T-Zell-Rezeptor (γδ- statt αβ-

Ketten) benannten γδ-T-Zellen benötigt. Sie machen im peripheren Blut etwa 5% der T-Zellen aus, 

in der Leber jedoch finden sich deutlich größere γδ-T-Zellpopulationen von 15%-25% aller hepati-

schen T-Zellen (Racanelli 2006). Ferri et al. (2010) berichten von Unterschieden bei Patienten mit 

AIH und gesunden Kontrollen. 

Die hier genannten Aspekte zeigen, dass das grundlegende Verständnis von Bedeutung und Funk-

tionsweise regulatorischer T-Zellen in autoimmunen Hepatopathien weiterer Klärung bedarf. Die 

hierzu vorgeschlagenen künftigen Fragestellungen sollten nicht aufgrund aussichtsreicher Transfer-

experimente vernachlässigt werden. Möglicherweise werden weitere Grundlagenerkenntnisse hin-

sichtlich Ausreifung, Funktion und Lokalisation regulatorischer T-Zellen in vivo notwendig sein, ehe 

man in der Lage ist, diese Zellpopulation therapeutisch zu nutzen. Durch die Aufdeckung ihrer 

pathogenetischen Bedeutung in den verschiedenen Lebererkrankungen könnten sich neue For-

schungsansätze ergeben.  
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5 Zusammenfassung 

Ziel dieser Arbeit war eine klinische und laborchemische Charakterisierung von Patienten, bei de-

nen die Erstdiagnose einer AIH, PBC, PSC oder NASH Erkrankung gestellt worden ist. In histolo-

gischen Untersuchungen wurde die Entzündungsaktvität (mHAI) bei Erstdiagnose bestimmt. Im 

experimentellen, praktischen Teil wurden verschiedene immunhistochemische Färbungen angefer-

tigt um im Lebergewebe der Patienten die Zusammensetzung des Immunzellinfiltrats bei Erstdiag-

nose zu charakterisieren. Vor dem Hintergrund aktueller Fragestellungen lag ein besonderer Fokus 

auf der Rolle regulatorischer FoxP3+ T-Zellen. Eine gemeinsame Betrachtung mit den zusätzlich 

erhobenen Parametern erlaubte nicht nur Aussagen über Anzahl und Verteilung von Tregs in den 

verschiedenen Hepatopathien, sondern auch die Bewertung in Hinblick auf die histologische ent-

zündliche Aktivität und das Verhältnis zu übergeordneten Zellpopulationen. 

Die Auswertung der immunhistochemischen Färbungen hat ergeben, dass sich der überwiegende 

Teil des Entzündungsinfiltrats erwartungsgemäß in den Portalfeldern befindet. Hier übersteigen die 

Zellzahlen/mm² jene im Leberläppchen teilweise um das 10- bis 25-fache. Die Zellpopulationen im 

Leberläppchen verändern sich in der Regel gleichsinnig zu jenen im Portalfeld. Lediglich bei den 

CD20+, CD163+ und MPO+ Zellpopulationen sind unterschiedliche Tendenzen in den verschie-

denen Lokalisationen zu beobachten (vgl. Abschnitte 3.4.2 B-Zellen und 3.4.3 Zellen der unspezifischen 

Immunantwort). Die Population der CD4+ T-Helfer Zellen ist deutlich größer als beispielsweise bei 

Untersuchungen im peripheren Blut. Mit Ausnahme der PSC-Patienten finden sich annährend 

gleich große Zellpopulationen von CD4+ und CD8+ Zellen. 

In Hinblick auf regulatorische T-Zellen zeigen die Resultate dieser Arbeit im Portalfeld und im 

Leberläppchen eine hohe Anzahl FoxP3+ bei Patienten mit einer AIH. Für Patienten mit PBC 

konnte eine Erhöhung gegenüber PSC-Patienten im Portalfeld gezeigt werden (vgl. Abschnitt 3.4.1 

T-Zell Populationen). Die AIH und PBC Patienten zeigen die höchsten Werte in der histologischen 

Entzündungsaktivität (mHAI) (vgl. Abschnitt 3.2 Der modifizierte histologische Aktivitätsindex (mHAI)). 

Bei einer gemeinsamen Untersuchung dieser beiden Patientengruppen zeigt sich für die Anzahl der 

FoxP3+ im Portalfeld ein Zusammenhang mit dem mHAI-Score bzw. des portalen Infiltrats CD3+ 

und CD4+ T-Zellen (vgl. Abschnitt 3.5 Korrelative Betrachtungen). Bei den Patienten mit einer AIH 

fand sich ein signifikant höheres Verhältnis von Foxp3+ Zellen zu CD3+ Zellen. Die Hypothese 

des numerischen Defizits lässt sich für Patienten mit einer AIH und wahrscheinlich auch für Pati-

enten mit einer PBC nicht belegen. Andere Mechanismen müssen dazu führen, dass der immuno-

logisch vermittelte Leberschaden nicht effektiv verhindert wird. Bei den PSC-Patienten zeigten sich 

in vielen Fällen niedrige Zellzahlen im Entzündungsinfiltrat. Ob diese Unterschiede, insbesondere 

in Hinblick auf die signifikant geringere Anzahl von Foxp3+ T-Zellen mit der niedrigeren Entzün-
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dungsaktivität zusammenhängen oder eine pathogenetische Rolle in der PSC spielen, lässt sich da-

bei noch nicht abschließend beantworten.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen Unterschiede zwischen den jeweiligen autoimmunen Hepato-

pathien. Sie leisten einen wichtigen Beitrag zur Diskussion um Anzahl, Lokalisation und Funktion 

regulatorischer T-Zellen bei diesen Erkrankungen und zeigen multiple Ansatzpunkte für anschlie-

ßende Arbeiten.  
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Tabelle 20: Anhang - Klinik 

ID Geschlecht Alter
Jahr der 
Biopsie

Chronisch 
entzündliche 

Darmerkrankung
weitere Diagnosen 

autoimmuner Genese Medikamentöse Therapie
NASH-1 m 30 2007 - Autimmunthyeroditis -
NASH-2 m 42 2006 - - unbek.
NASH-3 w 55 2006 - - -
NASH-4 m 17 2007 - - -
NASH-5 w 61 2007 - - -
NASH-6 w 45 2006 - Autimmunthyeroditis -
NASH-7 w 49 2006 - - -
NASH-8 w 20 2004 unbek. unbek. unbek.
PSC-1 w 60 2007 - - -
PSC-2 w 21 2007 Colitis Ulcerosa - Ursodesoxycholsäure
PSC-3 m 47 2006 - M. Bechterew -
PSC-4 m 46 2007 - - -
PSC-5 m 22 2007 - - -
PSC-6 m 36 2006 - - -
PSC-7 m 28 2006 - - Ursodesoxycholsäure, 

Steroide
PBC-1 w 52 2008 - - Ursodesoxycholsäure
PBC-2 w 61 2007 - - -
PBC-3 m 63 2007 - systemischen Lupus 

erythematodes
Ursodesoxycholsäure

PBC-4 w 44 2007 - - -
PBC-5 w 46 2006 - - Ursodesoxycholsäure
PBC-6 w 52 2007 - - -
PBC-7 w 64 2008 - - -
PBC-8 w 46 2008 - unbek. -
PBC-9 w 70 2008 - unbek. -
PBC-10 w 66 2007 - - -
PBC-11 w 51 2008 - - Ursodesoxycholsäure
PBC-12 w 59 2008 - - -
PBC-13 w 57 2008 - CREST Syndrom -
AIH-1 w 25 2005 - - -
AIH-2 w 55 2005 - - -
AIH-3 w 38 2006 - Autimmunthyeroditis -
AIH-4 w 48 2005 - Autimmunthyeroditis -
AIH-5 w 59 2007 - - -
AIH-6 w 66 2008 - - -
AIH-7 w 53 2007 - - -
AIH-8 m 30 2007 - - -
AIH-9 w 62 2008 - - Steroide
AIH-10 w 63 2008 - - -
AIH-11 w 22 2008 - - Steroide, 

Mycophenolatmofetil
AIH-12 m 70 2008 - - -  
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Tabelle 22: Anhang - mHAI (detailliert) 

Ergebnisse des mHAI Scorings
A: periportale 

Hepatitis
B: Gruppen-

nekrosen
C: Einzelzell-

nekrosen
D: portale 

Entzündung
Gesamt 
Score

0-4 0.-6 0-4 0-4 0-18
NASH-1 0 0 1 1 2
NASH-2 0 0 1 1 2
NASH-3 0 0 1 2 3
NASH-4 0 0 1 1 2
NASH-5 0 0 1 2 3
NASH-6 1 0 1 2 4
NASH-7 0 0 2 2 4
NASH-8 0 0 1 1 2
AIH-1 3 1 4 4 12
AIH-2 2 0 3 3 8
AIH-3 1 0 2 2 5
AIH-4 1 0 2 2 5
AIH-5 2 1 3 3 9
AIH-6 2 0 2 3 7
AIH-7 3 1 3 3 10
AIH-8 3 0 2 3 8
AIH-9 2 1 3 3 9
AIH-10 1 0 2 3 6
AIH-11 2 0 3 3 8
AIH-12 2 0 2 3 7
PSC-1 0 0 1 2 3
PSC-2 0 0 1 2 3
PSC-3 1 0 1 2 4
PSC-4 0 0 1 1 2
PSC-5 0 0 1 2 3
PSC-6 0 0 1 1 2
PSC-7 1 0 2 3 6
PBC-1 0 0 1 1 2
PBC-2 1 0 1 2 4
PBC-3 0 0 1 1 2
PBC-4 1 0 1 2 4
PBC-5 1 0 2 2 5
PBC-6 1 0 2 2 5
PBC-7 1 0 1 2 4
PBC-8 1 0 2 3 6
PBC-9 1 0 2 3 6
PBC-10 2 0 3 3 8
PBC-11 1 0 2 3 6
PBC-12 0 0 1 1 2
PBC-13 0 0 1 3 4  
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Tabelle 23: Anhang - Zellzahlen, portal (detailliert) 

ID Geschlecht Alter Cd3, portal Cd4, portal Cd8, portal Foxp3, portal Cd20, portal Cd163, portal MPO, portal
NASH-1 m 30 533,05 975,42 540,66 - 397,31 484,05 0,00
NASH-2 m 42 1779,77 478,09 1203,29 58,30 210,00 657,20 34,52
NASH-3 w 55 1501,51 724,03 811,05 19,39 519,37 611,87 6,45
NASH-4 m 17 1043,29 387,99 1078,89 35,05 349,90 1044,97 117,78
NASH-5 w 61 1729,43 1896,66 1464,96 178,97 272,10 - 208,95
NASH-6 w 45 2060,14 881,69 - 77,94 374,27 1118,00 37,06
NASH-7 w 49 1918,54 1142,61 597,30 - 185,36 236,45 12,94
NASH-8 w 20 1090,41 - 700,56 - 408,21 1534,96 138,76
PSC-1 w 60 1583,60 - 1635,16 13,39 31,19 719,80 14,07
PSC-2 w 21 1885,14 612,76 488,55 33,52 38,58 198,89 0,00
PSC-3 m 47 2810,89 574,93 1331,34 69,06 187,44 701,52 44,01
PSC-4 m 46 568,96 477,24 259,16 19,30 29,16 115,94 0,00
PSC-5 m 22 1301,83 692,52 860,29 44,48 154,11 330,19 330,76
PSC-6 m 36 1851,87 - 1005,76 36,28 37,29 269,10 40,80
PSC-7 m 28 1772,28 819,00 1091,78 180,10 347,55 556,28 109,61
PSC-8 w 35 2649,09 889,82 1300,49 79,66 216,81 1214,07 1411,37
PSC-9 m 21 2116,92 1379,94 448,38 322,34 146,41 182,21 6,03
PSC-10 m 43 2514,05 541,31 1025,34 178,56 256,17 1263,87 273,10
PBC-1 w 52 2556,48 460,03 1198,36 16,82 186,45 451,18 145,30
PBC-2 w 61 1913,76 709,76 1122,72 249,05 464,52 1434,15 0,00
PBC-3 m 63 1107,41 - 369,27 66,57 0,00 275,06 22,15
PBC-4 w 44 2050,13 496,30 1541,93 278,99 246,58 1253,05 0,00
PBC-5 w 46 4081,41 820,63 1230,87 135,05 1857,43 2532,48 173,10
PBC-6 w 52 4213,50 800,38 1352,89 144,38 193,91 1110,29 74,76
PBC-7 w 64 3368,77 1890,39 1672,43 79,18 1001,08 892,83 88,41
PBC-8 w 46 5804,56 2562,62 3547,19 566,76 986,78 1301,49 235,97
PBC-9 w 70 3951,53 1961,01 2191,94 219,19 662,61 1178,99 26,73
PBC-10 w 66 5765,37 2638,08 1674,76 799,79 786,70 889,47 131,73
PBC-11 w 51 3753,64 2339,39 1495,87 387,54 1907,63 570,03 14,21
PBC-12 w 59 1440,49 664,78 825,09 57,57 20,24 462,64 30,75
PBC-13 w 57 3685,17 3094,38 2794,83 417,30 2541,29 1144,31 89,05
PBC-14 w 56 1992,90 - 1087,22 173,73 272,88 709,60 37,52
PBC-15 w 55 4164,06 2806,75 2558,46 396,02 810,65 1752,44 122,19
AIH-1 w 25 3041,17 - 2275,89 12,20 1901,04 1827,42 31,81
AIH-2 w 55 2741,35 1103,81 1710,92 314,70 1367,91 2468,44 108,98
AIH-3 w 38 2434,74 - 1833,89 358,58 1684,94 2160,61 199,39
AIH-4 w 48 1488,11 - 551,72 - 830,72 1119,99 17,80
AIH-5 w 59 2241,29 1076,28 1446,32 303,07 1654,14 1006,05 319,84
AIH-6 w 66 5230,34 5032,63 2720,79 415,35 3327,83 1455,90 151,28
AIH-7 w 53 3937,98 2922,94 2054,74 424,34 4203,44 1295,77 17,76
AIH-8 m 30 2786,88 1082,86 2371,70 565,11 1050,33 1680,05 362,68
AIH-9 w 62 4905,22 3488,05 1856,20 506,77 1587,24 2187,10 56,75
AIH-10 w 63 3140,82 1852,66 2910,15 352,59 1060,38 1126,63 226,02
AIH-11 w 22 1778,00 1124,14 1084,13 388,22 106,13 1160,92 319,59
AIH-12 m 70 3550,97 2901,18 1121,72 475,76 2339,24 1578,31 285,82
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Tabelle 24: Anhang - Zellzahl, lobulär (detailliert) 

ID Geschlecht Alter Cd3, lobulär Cd4, lobulär Cd8, lobulär Foxp3, lobulär Cd20, lobulär Cd163, lobulär MPO, lobulär
NASH-1 m 30 74,15 n/a 37,10 - 2,43 476,09 20,50
NASH-2 m 42 183,90 n/a 130,28 4,49 0,00 308,30 13,48
NASH-3 w 55 76,37 n/a 24,71 0,00 11,23 449,22 47,17
NASH-4 m 17 71,88 n/a 83,11 4,49 15,72 399,81 69,63
NASH-5 w 61 92,57 n/a 62,95 2,76 11,23 352,03 25,45
NASH-6 w 45 105,57 n/a - 6,74 16,13 446,98 13,48
NASH-7 w 49 98,83 n/a 53,91 - 11,23 345,90 51,66
NASH-8 w 20 62,89 n/a 22,46 - 4,49 321,20 11,23
PSC-1 w 60 276,27 n/a 233,60 0,00 8,98 655,87 15,72
PSC-2 w 21 97,47 n/a 97,21 0,00 24,76 485,16 26,95
PSC-3 m 47 194,29 n/a 189,52 6,74 7,01 908,07 4,58
PSC-4 m 46 83,11 n/a 51,66 6,97 15,72 397,56 6,85
PSC-5 m 22 69,63 n/a 26,95 2,25 13,48 503,13 56,15
PSC-6 m 36 95,20 n/a 65,19 0,00 24,71 487,52 106,15
PSC-7 m 28 106,35 n/a 280,64 2,25 24,71 704,14 40,43
PSC-8 w 35 139,26 n/a 94,34 2,25 8,98 498,64 59,36
PSC-9 m 21 227,40 n/a 90,38 10,52 55,57 505,34 8,37
PSC-10 m 43 123,54 n/a 80,86 2,25 13,48 482,92 24,71
PBC-1 w 52 260,55 n/a 203,59 4,59 35,94 930,23 45,15
PBC-2 w 61 105,57 n/a 83,11 2,25 4,53 729,99 58,40
PBC-3 m 63 114,55 n/a 31,45 8,51 17,97 381,84 24,71
PBC-4 w 44 132,52 n/a 26,95 0,00 6,74 518,85 15,72
PBC-5 w 46 225,78 n/a 123,21 2,53 20,18 643,62 56,15
PBC-6 w 52 254,49 n/a 184,45 5,65 8,27 352,62 20,92
PBC-7 w 64 181,94 n/a 128,03 8,98 13,48 772,67 47,17
PBC-8 w 46 112,31 n/a 112,31 8,98 11,23 541,32 38,18
PBC-9 w 70 339,37 n/a 205,26 11,37 8,98 846,79 24,71
PBC-10 w 66 128,03 n/a 38,18 17,97 8,98 759,19 17,97
PBC-11 w 51 175,20 n/a 74,12 8,98 13,48 902,94 60,65
PBC-12 w 59 168,66 n/a 108,12 10,61 12,37 963,59 74,37
PBC-13 w 57 278,52 n/a 231,35 6,74 13,90 714,27 65,14
PBC-14 w 56 191,11 n/a 126,74 8,76 17,21 541,60 33,93
PBC-15 w 55 256,06 n/a 190,92 11,23 6,74 918,66 47,17
AIH-1 w 25 665,65 n/a 724,77 5,08 51,99 1000,62 57,37
AIH-2 w 55 280,77 n/a 172,95 15,72 6,74 783,90 26,95
AIH-3 w 38 118,53 n/a 96,58 16,85 0,00 612,61 101,05
AIH-4 w 48 105,76 n/a 93,13 - 16,79 714,15 42,45
AIH-5 w 59 599,71 n/a 471,69 38,18 17,97 927,63 34,26
AIH-6 w 66 300,98 n/a 341,41 28,64 8,98 889,46 67,38
AIH-7 w 53 444,95 n/a 332,53 41,34 39,40 630,94 29,38
AIH-8 m 30 110,06 n/a 101,08 8,98 8,98 610,94 26,00
AIH-9 w 62 592,98 n/a 586,24 67,38 22,46 997,24 42,68
AIH-10 w 63 262,80 n/a 184,18 15,72 7,48 544,09 87,99
AIH-11 w 22 296,49 n/a 132,52 11,23 2,25 849,03 83,11
AIH-12 m 70 179,69 n/a 141,51 8,98 17,97 770,42 49,41  
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