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Einleitung [N

1 Einleitung

1.1.1  Funktioneller Aufbau der Leber

Die Leber als zentrales Stoffwechselorgan ist im Oberbauch lokalisiert und erfullt eine
Reihe von wichtigen Funktionen. So ist die Leber nicht nur in den Glucose- und
Fettstoffwechsel involviert, es werden auch Plasmaproteine wie Gerinnungsfaktoren, Akut-
Phase-Proteine, Albumin und Galle von der Leber gebildet und ins Blut oder die
Gallenflissigkeit abgegeben. Eine zentrale Aufgabe ist es weiterhin, Fremdstoffe wie
Medikamente und korpereigene toxische Substanzen wie Ammoniak und Bilirubin zu
entgiften.

Die Leber ist von einer Bindegewebskapsel, der Tunica fibrosa umgeben. Das
Leberldppchen bildet die kleinste anatomische Einheit der Leber und setzt sich aus den
Hepatozyten (Leberparenchymzellen) und den Nichtparenchymzellen (z. B. Endothel-,
hepatische Stern-, Kupfferzellen) zusammen (siehe Abbildung 1). An der so genannten
Glissonschen Trias grenzen 3 Leberldppchen aneinander, in welcher ein Ast der
Leberarterie (Arteria interlobularis) und der Portalvene (Vena interlobularis) sowie ein
Gallengang (Ductus interlobularis) aufeinander treffen. Die Hepatozyten sind polare
Zellen mit basaler und apikaler Seite. Sie sind in Leberbélkchen angeordnet, welche radial
und parallel entlang der Sinusoide auf die Zentralvene (Vena centralis) zulaufen. Die
apikale Zellmembran zweier benachbarter Hepatozyten in den Leberbalkchen bildet durch
Einstllpungen die Gallengangskapillaren, welche die Galle bis zu den in der Glissonschen
Trias lokalisierten Gallengangen transportieren. Uber die Sinusoide wird sauerstoffreiches
Blut aus der Leberarterie und néhrstoffreiches Blut aus der Pfortader bis zur Zentralvene
transportiert und wieder aus der Leber geleitet. Die Sinusoide werden von Endothelzellen
ausgekleidet, welche keine Basalmembran besitzen und gefenstert sind (gefensterte
Sinuskapillaren). So ist es Néahrstoffen und auch groRen Molekilen mdglich, aus den
Sinusoiden in den Raum zwischen Endothelzelle und Hepatozyt (Disse-Raum) zu gelangen
und die Hepatozyten direkt zu umspilen. Der Stoffaustausch zwischen den Hepatozyten
und dem Blut erfolgt Uber Diffusion entlang chemischer Gradienten. Weiterhin sind im
Dissé-Raum die hepatischen Sternzellen (Ito-Zellen) lokalisiert. Sie fungieren dort als
Vitamin A-Speicher und regulieren den sinusoidalen GefaBwiederstand [1]. In den

Sinusoiden liegen den Endothelzellen die leberresidenten Makrophagen (Kupfferzellen)
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auf, deren Fortsétze durch die gefensterten Endothelien durchtreten und bis in den Dissé-
Raum reichen.

Funktionell gliedern sich die Leberldppchen entlang eines sinusoidalen Substrat- und
Metabolitgradienten in 3 Zonen. Die die Verzweigungen der Portalvene umgebende
periportale Zone 1 weist einen hohen Sauerstoffpartialdruck auf. Hier finden vorwiegend
Stoffwechselvorgénge wie z.B. die Synthese von Harnstoff, der Abbau von Aminoséuren,
Gluconeogenese und Glykogenabbau zu Glucose statt. Die die Verzweigungen der
Zentralvene umgebende perivendse Zone 3 ist die Zone mit dem geringsten
Sauerstoffpartialdruck. Hier erfolgen vorwiegend die Detoxifikationsprozesse uber das
Cytochrom P450-System, die Synthese von Lipiden, Glutamin und der Abbau von
Glykogen zum Lactat. Zone 2 zwischen dem periportalen und dem perivendsen Bereich

des Leberlappchens, stellt eine Ubergangszone mit tiberlappenden Funktionen dar.

Zonierung der Leber Leberlappchen Leberbalkchen
und Sinusoid

olejefefefefeleTeteTe)e)

TOZ Sinusoid lOZ

. Zentralvene 2‘ Glisson-Trias @ Hepatozyt <==—  Endothelzelle
(griin=Gallengang,

rot= Leberarterie, |
blau=Portalvene) /,x‘/f-" “—, Kupffer-Zelle

i Ito-Zelle . . « . Gallengangskapillaren

® HERING Kanalchen

Abb.1 Histologie der Leber
modifiziert nach: http://de.wikibooks.org/wiki/Leber: Anatomie (12.02.2013)

1.1.2 Leberregeneration
Die Leber zeichnet sich weiterhin durch ein enormes Regenerationspotential aus. So wurde

durch Higgins und Anderson bereits 1931 [2] beschrieben, dass in Folge einer 70 % igen
Hepatektomie die Leberarchitektur durch kompensatorisches Wachstum bereits nach zehn
Tagen wieder vollstandig hergestellt ist [3]. Das komplexe Geschehen der
Leberregeneration ist noch nicht in allen Teilen verstanden. An der Regeneration der Leber

sind je nach Art der Leberschadigung verschiedene Zellen beziehungsweise


http://de.wikibooks.org/wiki/Leber:_Anatomie
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Zellkompartimente beteiligt. Die Replikation von Hepatozyten zur Regeneration der Leber
ist der schnellste und effektivste Weg. So proliferieren zum Beispiel nach einer partiellen
Hepatektomie [4] oder bei der Regeneration nach Paracetamolintoxikation [5] die
ausdifferenzierten Hepatozyten. Wenn aber die Replikation der reifen Hepatozyten
verzogert oder vollstandig blockiert ist, kommt es zur Replikation und anschlieRenden
Differenzierung von Ovalzellen in reife Hepatozyten [6]. Dies ist fiir experimentelle
Leberschadigungen durch Galactosamin [7], Cholin-defiziente Diaten [8] und partielle
Hepatektomien in Kombination mit dem karzinogen Acetylaminofluoren (AAF) [9] der
Fall. Sowohl Hepatozyten als auch Cholangiozyten gehen in der Embryonalentwicklung
aus Hepatoblasten hervor. In der adulten Leber gibt es ein heterogenes Zellkompartiment,
das  Ovalzell-Kompartiment, =~ welches  sich  durch  Zellen  verschiedener
Differenzierungskapazitat und Differenzierungsstadien auszeichnet. Einige Zellen dieses
Kompartiments fungieren als Hepatozyten-Progenitorzellen, wahrend andere von ihren
Oberflachenmolekiilen nicht von Cholangiozyten zu unterscheiden sind. Sie exprimieren
neben Kreatin 7 zum Beispiel OV6. In der humanen Leber gibt es hepatische
Progenitorzellen (HPC), welche den Ovalzellen in Nagern ahnlich sind [6], sie zeichnen
sich durch die Expression folgender Oberflachenmarker aus: Kreatin 7, NCAM und
CD133. Wahrend der Differenzierung in Cholangiozyten oder Hepatozyten verandert sich
die Expression dieser Oberflachenmarker [10]. Die Proliferation und Differenzierung
dieses Zellkompartiments wird als atypische duktuldre Reaktion bezeichnet und
Zellabkdmmlinge daraus als duktuldre Hepatozyten. Das regenerative Potential ist ebenso
faszinierend wie komplex und kann einige Leberschadigungen kompensieren. Dennoch
sind Schadigungen des Leberparenchyms, bzw. Erkrankungen der Leber vielféaltig und
kdnnen ab einem bestimmten Grad durch das regenerative Potential der Leber nicht mehr
kompensiert werden. Ein Uberblick Uber die verschieden Erkrankung bietet der

nachfolgende Abschnitt.

1.1.3 Lebererkrankungen
Erkrankungen der Leber sind vielfaltig und koénnen wie zum Beispiel die

H&mochromatose, die Wilson-Krankheit und das Crigler-Najjar-Syndrom genetisch
bedingt sein [11-13]. Neben diesen angeborenen, sogenannten metabolischen
Lebererkrankungen, deren Pathogenese wesentlich durch die Akkumulation von
hepatotoxischen Metaboliten bestimmt wird, und der Autoimmunhepatitis [14] konnen
andere Formen der Leberentziindung auch durch verschiedene hepatotrope Viren ausgeldst

werden. Alle genannten Lebererkrankungen fuhren zu chronischen Hepatitiden. Diese und
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andere entzundliche Lebererkrankungen wie zum Beispiel die alkoholische Steatohepatitis
(ASH: alcoholic steato hepatitis) und die nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH: non-
alcoholic-steato hepatitis) kénnen im weiteren Krankheitsverlauf zu einem fibrotischen
Umbau des Leberparenchyms (Leberzirrhose) und damit zu einer eingeschrankten
Leberfunktion bzw. zum vélligen Funktionsverlust fiihren.

Neben den chronischen Lebererkrankungen koénnen aber auch
Medikamentenuberdosierung (z.B. Paracetamol) oder Pilzvergiftungen eine akute,
fulminante Leberschadigung bzw. akutes Leberversagen (ALF: acute liver failure)
auslésen. Das akute Leberversagen ist ein klinisches Bild, welches bei Patienten ohne
vorbestehende Lebererkrankung mit dem rapiden Untergang der Hepatozyten und daraus
resultierend dem Verlust der Leberfunktion einhergeht und typischerweise mit

Koagulopathie und Encephalopathien assoziiert ist [15].

1.1.4 Akute Leberschadigung durch Paracetamol
Paracetamol (Para-(Acetylamino)phenol) ist ein Nichtopioid-Analgetikum welches in den

perivendsen Hepatozyten metabolisiert wird [16]. Es wird einmal durch Sulfatierung oder
Glucuronidierung konjugiert und Uber die Niere ausgeschieden. Zum anderen wird die
Substanz durch das Cytochrom P450-Enzymsystem oxidiert. Dabei entsteht das toxische
Zwischenprodukt N-acetyl-p-benzochinonimin  (NAPQI), welches mit Glutathion
konjugiert, somit inaktiviert und Uber die Galle ausgeschieden wird. Ist bei einer
Uberdosierung des Paracetamols das Glutathion in der Leber erschopft, kommt es durch
die Akkumulation von NAPQI zur Bildung von Proteinaddukten sowie von reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffspezies. Diese verursachen letztlich die Apoptose der
Hepatozyten. Da Paracetamol in perivendsen Hepatozyten durch das dort lokalisierte
Cytochrom P450-Enzymsystem metabolisiert wird entstehen zentrilobuldre Nekrosen, die
im fortgeschrittenen Stadium zum akuten Leberversagen flihren [17]. Nach einer akuten
Leberschadigung durch Paracetamol steigt die Konzentration der Serumtransaminasen
AST (Aspartat-Aminotransferase) und ALT (Alanin-Aminotransferase) um ein Vielfaches
an. Die Therapieoptionen nach einer Paracetamolintoxikation sind limitiert. Die
Behandlung mit Acetylcystein soll dem Korper Cystein als Vorstufe der
Glutathionbiosynthese bereitstellen [18]. Beim akuten Leberversagen ist aber oftmals die

Lebertransplantation die einzige Therapiemdglichkeit.
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1.1.5 Zirrhose als chronische Lebererkrankung
Die Zirrhose als Endstadium der chronischen Lebererkrankungen ist definiert durch

makroskopische und mikroskopische Leberveranderungen. Durch Zunahme der
extrazellularen Matrix bis auf das Zehnfache entstehen Bindegewebsbriicken zwischen
benachbarten Portalfeldern und Zentralvenen. Durch die auftretende Stérung der
Mikrozirkulation kommt es zur Bildung porto-systemischer Shunts, die das Blut am
Leberparenchym vorbei direkt in die systemische Zirkulation ableiten. Der bindegewebige
Umbau des Leberparenchyms ist die Folge des standigen Untergangs und der gesteigerten
hapatozelluldaren Regeneration. Dies fuhrt zur Bildung von Regeneratknoten, welche in
ihrer GroRe variieren konnen [19]. Der zirrhotische Umbau fiihrt nicht nur zur
hepatozelluldaren Schadigung und damit zum Leberfunktionsverlust, sondern auch zur
Verengung der Sinusoide. Dadurch entsteht die portale Hypertension, deren Konsequenzen
vielféltig sind. So kommt es zum Beispiel zu gastrointestinalen Varizen, Splenomegalie
[20], Aszites und damit verbundener spontaner bakterieller Peritonitis, sowie infolge der
eingeschrankten Leberfunktion zur hepatischen Enzephalopathie und Koagulopathie.
Anhand des Child-Turcotte-Pugh-Scores lasst sich die Zirrhose in Stadium A-C einteilen.
Der Child-Turcotte-Pugh-Score gibt Aufschluss Uber die Einjahrestberlebensraten der
Patienten und schlief3t die in Tab.1 aufgefuhrten 5 Berechnungskriterien als Mal} fur die
Leberfunktion ein [21].

Tab. 1 Child-Turcotte-Pugh-Klassifikation der Stadien der Leberzirrhose verandert nach
Grattagliano et al. [22]

CTP-Score Klassifizierung der Zirrhose Stadien
|Kriterien 1 Punkt 2 Punkte | 3 Punkte Punktzahl Stadium 1 Jahresiiberleben in %
Bilirubin gesamt (mg/dl) <2,0 2,0-3,0 >3,0 <6 CHILD A 100
INR <1,7 1,7-2,3 2,3 7-9 CHILD B 80

Ibumin (g/dl) >3,5 3,0-3,5 <2,8 >10 CHILD C 45
szites kein gering  |ausgepragt
Encephalopathie keine gering ausgepragt

Medikamentose Therapieoptionen zielen symptomatisch auf die Senkung des
portalvendsen Druckes und die Verbesserung der damit verbundenen Komplikationen ab
(Propranolol, Nadonol, Molsidon und Spironolacton [19]). Bei fortgeschrittener

Leberzirrhose im CHILD C-Stadium ist jedoch eine Lebertransplantation unausweichlich.
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1.1.6 Lebertransplantation
Durch die Lebertransplantation wird das nicht-funktionelle erkrankte Organ durch eine

funktionelle Spenderleber ersetzt. Die Operation ist aufwendig und hochgradig invasiv.
Postoperativ ist eine lebenslange Immunsuppression mit massiven Nebenwirkungen wie
zum Beispiel Nephrotoxizitdat und gesteigerte Tumorneigung erforderlich. Die erste
orthotope Lebertransplantation beim Menschen wurde 1963 von Starzl durchgefihrt [19].
Die aktuelle Statistik zur Lebertransplantation, die jahrlich von der DSO (Deutsche
Stiftung Organtransplantation) veroffentlicht wird, belegt 2012 in Deutschland 1097
durchgefuhrte Lebertransplantationen. Demgegentber stehen 1689 Patienten auf der
Warteliste, die zur Lebertransplantation angemeldet waren.
(www.dso.de/organspende-und-transplantation/transplantation/lebertransplantation.html,
02.09.2013). Dies bedeutet, dass mehr als ein Drittel der Patienten auf der Warteliste kein
Spenderorgan erhalten, Zahlen, die sich in den letzten Jahren nicht verbessert haben. Auch
alternative Optionen wie Splitlebertranslantation oder Leberlebendspende haben den
Mangel an Spenderorganen kaum abmildern kénnen. Daher ist es unabdingbar, alternative
Therapieoptionen zu finden. Als Therapieoption neben der Lebertransplantation gibt es
auch die Mdoglichkeit, Leberunterstitzungssysteme auf zelluldrer (,,Bioreaktoren® mit
Leberzellen) oder nicht zellulérer Basis (Dialyse- oder Filtrationssysteme) einzusetzen, die
sich jedoch bisher klinisch nur als Uberbriickungsmanahme zur Lebertransplantation
durchgesetzt haben. Eine weitere Option ist die Infusion von Zellen mit hepatozytaren
Eigenschaften, welche die Leberfunktion zeitweise oder sogar langfristig teilweise
wiederherstellen  sollen  (,,Hepatozytentransplantation).  Diese  Eingriffe  sind
minimalinvasiv und je nach Art der applizierten Zellen dienen sie dazu, entweder das
regenerative Potential der Leber (Applikation von mesenchymalen Stammzellen, MSC)

oder direkt die Leberfunktion (Hepatozyten) zu unterstutzen.

1.1.7 Immunsuppression
Um sowohl akute als auch chronische AbstoBungsreaktionen nach einer

Lebertransplantation zu vermeiden, ist eine lebenslange immunsuppressive Therapie der
Transplantatempfanger unabdingbar. Die Immunsuppressiva lassen sich nach ihrer
unterschiedlichen immunologischen Wirkung in Kortikosteroide, Zytostatika, Calcineurin-
Inhibitoren, mTOR-Inhibitoren und polyklonale und monoklonale Antikorper unterteilen
(siehe Tabelle 2). Die hydrophoben Kortikosteroide binden an zytosolische Rezeptoren, die
in den Zellkern wandern und dort die Zytokingene (IL1, IL2, IL3, IL6) regulieren. Uber

diese Regulation wird die Reifung, Verteilung und Konzentration der Leukozyten
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beeinflusst [23]. Das zu den Zytostatika zahlende Mycophenolat hingegen ist ein selektiver
Inhibitor der losin-Monophosphat-Dehydrogenase, blockiert somit die Purinsynthese und
inhibiert dadurch den Zellzyklus von T- und B- Lymphozyten in der S-Phase [24].
Azathioprin, ebenfalls ein Zytostatikum wird zu 6-Mercaptopurin (Nukleosid-Analogon)
metabolisiert, das mit der DNA interferiert und deren Synthese blockiert [25]. Cyclosporin
A, ein Calcineurin-Inhibitor, der aus dem Pilz Tolypocladium inflatum isoliert wird, ist ein
lipophiles, cyclisches Peptid aus 11 Aminoséauren, welches mit hoher Affinitat an die im
Zytoplasma vorkommenden Cyclophiline bindet. Dieser Komplex wiederum bindet
spezifisch kompetitiv an Calcineurin. Calcineurin ist eine Serin-Threonin-Phosphatase in
T-Lymphozyten. Die Bindung des Calcineurins inhibiert die Transkription wvon
verschiedenen Zytokinen, darunter auch die von IL-2, so dass die Proliferation und
Aktivierung der T-Lymphozyten selektiv blockiert wird [26].

Inhibitoren des mammalian target of Rapamycin (mTOR) wie Sirolimus (Rapamycin) und
Everolimus sind im Vergleich zu den Calcineurin-Inhibitoren weniger nephrotoxisch [27].
Sie formen einen Proteinkomplex, welcher mit hoher Affinitdt an mTOR, eine Serin-
Threonin-Kinase mit zentraler Bedeutung in verschiedenen intrazelluldaren Signalwegen,
bindet. Diese beeinflussen das Zellwachstum, die Proliferation, den zelluldren
Metabolismus sowie auch die Autophagie und Angiogenese. Die T- und B-
Zellproliferation wird dadurch effektiv eingeschrénkt. \Von der Inhibition der Proliferation
sind aber auch Fibroblasten, Endothelzellen, Hepatozyten und Zellen der glatten
Muskulatur betroffen [28]. Des Weiteren werden mono- und polyklonale Antikorper zur
immunsuppressiven Therapie eingesetzt. Dabei bindet der monoklonale Antikorper Okt3
an das fur T-Zellen spezifische Oberflachenmolekul CD3, wodurch es zur Komplement-
vermittelten Depletion der T-Zellen kommt. Basiliximab und Daclizumab sind
monoklonale, humanisierte Antikorper, die an CD25, den IL-2 Rezeptor auf aktivierten T-

Zellen, binden und somit den IL-2 Signalweg inhibieren [23].



Tab. 2 Klassifikation der Immunsuppressiva Quelle: Ryutaro Hirose [29]
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Kortikosteroide| Zytostatika Calcineurin mTOR Antikoérper
Inhibitoren Inhibitoren
Medikament | Methylprednisolon | Azathioprin Cyclosporin A Sirolimus Okt3
lymphotoxisch, be- + inhibiert Clacineurin inhibiert mTOR mit [+ Depletion CD3+
IL-1 Produktion eintrachtigt und blockiert damit der Folge von T-Zellen im
Wirkung der Makrophagen| DNA die IL2 abhangige T- Zellzyklusarrest peripheren Blut
inhibiert Replikation Zell Proliferation
Medikament Mycophenolat Tacrolimus Everolimus Basiliximab und
Daclizumab
+ inhibiertdie |* inhibiert Clacineurin inhibiert mTOR mit |+ blockieren IL-2
Purinsynthese| und blockiert damit der Folge von Rezeptor
die IL2 abhangige T- Zellzyklusarrest
Wirkung Zell Proliferation

Um maximale immunsuppressive Effekte zu erzielen und gleichermaRen die Toxizitét zu
minimieren, wird eine Standardimmunsuppression nach Transplantation solider Organe
verwendet, die aus einer Kombinationstherapie mit einem Kortikosteroidpréparat, einem
Zytostatikum besteht  [29].

Langzeiterfahrungen liegen zur Zelltherapie bei Lebererkrankungen nicht vor. Daher wird

und einem  Calcineurin-Inhibitor Entsprechende

klinisch h&ufig die Kombinationstherapie wie bei der Organtransplantation angewendet.

1.1.8 Zelltransplantation bei Lebererkrankungen
Die Zelltransplantation als alternative Option zur Lebertransplantation riickt immer mehr

in den klinischen Focus und soll in den nachsten Abschnitten néher betrachtet werden.

1.1.9 Hepatozytentransplantation
Die Leberparenchymzelle (Hepatozyt) ist die kleinste funktionelle Einheit der Leber und

kann somit alle Stoffwechselprozesse wie die Leber als Ganzes ausfiihren. Daher stellt die
Hepatozytentransplantation als Funktionsersatz eine Alternative zur Lebertransplantation
dar. Die Hepatozyten werden aus einem nicht fur die Organtransplantation frei gegebenen
Spenderorgan durch Kollagenase-Perfusion isoliert und dem Empfanger Uber die
Portalvene (Vena portae) in die Leber infundiert. Ein syngenes Tiermodell zur
Hepatozytentransplantation wurde bereits 1998 von Laconi beschrieben [30]. Tiere des
Empfangerstamms (F344 Fischer-Ratten) sind aufgrund einer spontanen Mutation flr die
Dipeptidylpeptidase 1V (DPPIV bzw. CD26), eine auf der apikalen Seite der Hepatozyten
Uber die Portalvene in die Lebern dieser Tiere

F344-Wildtypstammes

lokalisierte Protease, defizient.

transplantierte Hepatozyten eines lassen sich durch die
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enzymatische Hydrolyse des Substrats Gly-Pro-4-methoxy--Naphtylamid zu Glycyl-
Prolin und 4-methoxy-R3-Naphtylamid nachweisen. Das Diazoniumsalz Fast Blue bindet
durch eine Diazokopplung an 4-methoxy-R-Naphtylamid, welches die DPPIV-positiven
Zellen des Spendertieres im negativem Empféangerparenchym rot farbt [31]. Eine effiziente
Repopularisierung des Empféngerparenchyms durch Spenderhepatozyten lasst sich nur
durch 2 MalRnahmen zur Pra-Konditionierung der Empfangerleber erreichen. 1.) Die
Empfangertiere werden mit Retrorsin vorbehandelt. Retrorsin ist ein Pyrrolizidinalkaloid
des Jakobs-Greiskrautes (Senecio jacobaea) mit hepatotoxischen Eigenschaften [32]. Es
inhibiert die Proliferationsfahigkeit der Hepatozyten in der Empfangerleber. 2.) Zum
Zeitpunkt der Hepatozytentransplantation wird mit einer partiellen Hepatektomie ein
Proliferationsreiz gesetzt. Nur so erhalten die Spenderzellen einen Wachstumsvorteil
gegenliber den Hepatozyten des Empfangerparenchyms [30]. Weitere Tiermodelle zur
Hepatozytentransplantation bei verschiedensten metabolischen Lebererkrankungen wie
z.B. Wilson’s disease [33], Crigler-Najjar Syndrom (Typl) [34] und Tyrosindmie Typl
[35] sind in der Literatur beschrieben.

Die erste erfolgreiche klinische Hepatozytentransplantation wurde von Ira Fox und Steve
Strom bei einer 12-j&hrigen Patientin mit Crigler-Najjar-Syndrom durchgeftihrt [36]. Ein
Vorteil der Hepatozytentransplantation gegentber der Leberorgantransplantation ist, dass
die Hepatozyten aus einem Spenderorgan entweder fiir wiederholte Infusionen bei einem
oder auch fir mehrere Empfénger genutzt werden kodnnen. Weiterhin ist die
Hepatozytentransplantation minimal invasiv und mit geringeren immunologischen
Komplikationen verbunden. Bereits 1967 wurde das immunologische Phanomen der
portalvendsen Akzeptanz von Cantor et al. beschrieben [37]. So besteht die Mdglichkeit,
dass die allogenen Spenderhepatozyten durch die Applikation (ber die Portalvene
immunologisch besser akzeptiert werden und eine, oft mit Nebenwirkungen verbundene,
immunsuppressive Behandlung im Anschluss an die Transplantation nicht mehr notwendig
ist.

Allerdings konnte sich die Hepatozytentransplantation trotz ihrer langen pré-klinischen
erfolgsversprechenden Geschichte bis heute klinisch nicht durchsetzen. Auf Grund des
unter 1.1.6 beschriebenen Defizits an Spenderorganen zur Lebertransplantation stehen
auch praktisch keine Organe zur Hepatozytenisolierung zur Verfligung. Die
Spenderorgane, welche nicht fiir die Organtransplantation zugeteilt werden, weisen in der
Regel massive Schadigungen auf, so dass aus diesen nur geringe Mengen an Hepatozyten

in schlechter Qualitat zu isolieren sind. Daher wird weiter intensiv nach alternativen
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Zellressourcen gesucht. Die Mdoglichkeit, Hepatozyten in vitro aus Stammzellen zu
generieren, stellt daher heute eine vielversprechende Alternative zur Isolierung von

priméren Hepatozyten aus Spenderorganen dar.

1.1.10 Transplantation von mesenchymalen Stammzellen
Stammzellen lassen sich nach ihrem Differenzierungspotential in totipotente, pluripotente

und multipotente Zellen klassifizieren. Als totipotent gelten Eizellen, aus ihnen kann ein
kompletter Organismus entstehen. Die embryonale Stammzelle wird als pluripotent
klassifiziert und besitzt die Fahigkeit, alle Gewebetypen zu bilden. Das
Differenzierungspotential einer adulten Stammzelle ist multipotent, d.h. es kénnen nur
noch spezifische Gewebetypen regeneriert werden. Viele adulte Gewebe, darunter das
Knochenmark, das Fettgewebe [38] und die Synovialfliissigkeit [39] beherbergen ein
Reservoir an adulten Stammzellen zur Erneuerung des Gewebes auf Grund von
Alterungsprozessen oder Traumata [40]. Die adulten Stammzellen werden in
hamatopoetische Stammzellen (HSC) und in mesenchymale Stammzellen (MSC)
unterteilt. Als plastikadhérente Zelle mit fibroblastenartigem Phé&notyp und kolonieartigem
Wachstum in der Zellkultur wurde die mesenchymale Stammzelle erstmals 1976 durch
Friedenstein et al. beschrieben [41]. Sie zeichnet sich durch ein charakteristisches Set an
Oberflachenmolekiilen aus. So sind sie fir die hamatopoetischen Marker CD14, CD45 und
CD34 negativ und fir die mesenchymalen Marker CD44, CD29, CD90, CD71, CD105 und
CD166 positiv [42-45]. Weitere wesentliche Eigenschaften von mesenchymalen
Stammzellen sind ihre anti-inflammatorische und immunmodulative Wirkung [46-47],
sowie ihre antiapoptotische und proproliferative Wirkung auf das Leberparenchym [48].
Viele l6sliche Faktoren, darunter TGFR (Transforming Growth Factor (), HGF
(Hepatocyte Growth Factor), PGE, (Prostaglandin E2) und IDO (2,3-Dioxygenase),
konnten als mdogliche Kandidaten fir die immunsuppressive Aktivitdt von MSC
identifiziert werden [49]. Mesenchymale Stammzellen sind aus dem Knochenmark sowie
aus dem Fett- und Nabelschnurgewebe leicht und praktisch unbegrenzt verfiigbar. Ihre
oben beschriebenen Wirkungen und ihr Potential, in vitro in verschiedene Gewebetypen
differenzieren zu konnen, bieten vielféltige therapeutische Anwendungsmdglichkeiten, die
heute in der Tat klinisch in Form von zahlreichen Phase I-Studien erprobt werden
(www.clinicaltrials.gov). Dabei stellte sich heraus, dass sich mesenchymale Stammzellen
eher fur die klinische Anwendung in Bezug auf Leberzellersatz -eignen, als
hamatopoetische oder embryonale Stammzellen. Die Gewinnung und Verwendung von

embryonalen Stammzellen ist nicht nur ethisch sehr kontrovers diskutiert, auch neigen
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diese Zellen zu Teratombildung. Hdmatopoetische Stammzellen neigen zur Zellfusion mit
dem Empfangerlebergewebe, so dass die funktionelle Rekonstruktion der Empféangerleber
nicht oder nur schlecht erfolgt [50-52].

Das multilineage Differenzierungspotential von MSC aus verschiedensten tierischen und
humanen Geweben, wurde nicht nur in vitro sondern auch in vivo beschrieben [40,53-54].
Die hepatogene Differenzierung von MSC aus Knochenmark, Nabelschnurblut und
Fettgewebe unter bestimmten in vitro Wachstumsbedingungen, konnte fiir Ratte und Maus
[55-56], sowie flr humane MSC [57-63] gezeigt werden. Dabei existiert eine Vielzahl von
Protokollen zur hepatozytdaren Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen.
Darunter befinden sich auch mehrstufige Protokolle, welche zuerst eine Behandlung der
Zellen mit Wachstumsfaktoren der BMP- oder der Fibroblastenwachstumsfaktor-Familie
vorsehen und im Anschluss zur hepatozytdren Reifung IL6-Typ-Zytokine wie
Onkostatin M vorsehen [59,62,64]. In unserer Arbeitsgruppe wird ein einstufiges
Differenzierungsprotokoll verwendet, bei welchem die mesenchymalen Stammzellen mit
hepatotropen Wachstumsfaktoren wie EGF (Epidermal Growth Factor) und HGF
(Hepatocyte Growth Factor) behandelt werden [63,65]. Es gibt aber auch Kombinationen
beider Techniken [57]. Nach der Transplantation der hepatozytdr differenzierten MSC
konnte die funktionelle Langzeitintegration der Zellen ins Wirtsparenchym nachgewiesen
werden [65-66]. Fur humane ,,hepatocyte-like” Zellen aus dem Fettgewebe konnte neben
der funktionellen Integration auch die Verbesserung eines CCly-induzierten akuten
Leberschadens in Nude Mé&usen belegt werden [64]. Interessanterweise konnte fur
undifferenzierte MSC gezeigt werden, dass diese Uber 16sliche, parakrine Faktoren wirken
[48] und nicht oder nur in sehr geringem Umfang das Wirtsparenchym wie die
,.-hepatocyte-like* Zellen besiedeln. So waren undifferenzierte MSC in der Lage ein durch
D-Galactosamin ausgeldstes fulminantes Leberversagen bei der Ratte zu verhindern [67].
Zusammenfassend lassen sich also MSC in Leberzellen differenzieren [68-69]. Die in vitro
generierten Leberzellen konnten an Stelle von aus Spenderorganen isolierten priméaren
Hepatozyten Anwendung in der klinischen Hepatozytentransplantation finden und somit

helfen, das unter 1.1.6 beschriebene Defizit an Spenderorganen auszugleichen.

1.1.11 Groldtiermodell
Die Leberanatomie der Ratte [70] weicht erheblich von der Leberanatomie des Menschen

ab, so werden 7 Leberlappen Uber einzelne GefdRe separat mit Blut versorgt. Die

Leberanatomie des Schweines ist der des Menschen sehr &hnlich, hinsichtlich Aufteilung
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und Blutversorgung der einzelnen Leberlappen. Um die Applikation von mesenchymalen
Stammzellen als klinische Therapieform bei akuten und chronischen Lebererkrankungen
zu etablieren, ist es daher zur besseren Ubertragbarkeit auf den Menschen zwingend
notwendig, ihre bereits in verschiedenen Kleintiermodellen nachgewiesene Wirksamkeit
hinsichtlich anti-apoptotischer und pro-proliferativer Eigenschaften am GrofBtiermodell zu
testen. Die Isolierung und Charakterisierung und vor allem die hepatogene Differenzierung
von porcinen MSC ist in der Literatur kaum beschrieben. Diese in vitro Vorarbeiten sind
zwingend notwendig um ein Groldtiermodell der MSC-Transplantation zu etablieren. Die
Ubertragbarkeit der Kleintierversuche auf das GroRtier ist das Bindeglied, welches vom
Paul-Ehrlich-Institut gefordert wird, um eine klinische Studie mit hinreichender Sicherheit
fir den Patienten zu initiieren und somit die MSC-Applikation als Therapieform im

Klinischen Alltag bei akuten und chronischen Leberversagen zu etablieren.
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2 Zentrale Fragestellungen der Arbeit

Zur Kléarung der zukunftigen Kklinischen Tauglichkeit von Hepatozyten- oder MSC-
Transplantation sollten drei wesentliche Fragestellungen, ndmlich zum immunologischen
Verhalten, zur Wirksamkeit bei akuten und chronischen Leberschéddigungen und zur

Machbarkeit im dem Menschen mdglichst nahen Groftiermodell geklart werden.

(1.) Erzeugt die portalvendse Applikation von allogenen Hepatozyten im Rattenmodell
immunologische Toleranz oder kommt es zur AbstoRung der allogenen Hepatozyten?
Welche ist die effektivste immunsuppressive Strategie bei eventuell auftretenden

Abstollungsreaktionen nach Hepatozytentransplantation?

(2.) Nach Etablierung von akuten und chronischen Leberschddigungsmodellen in der Ratte
und der Maus sollten differenzierte mesenchymale Stammzellen als Ersatz fur die
Hepatozytentransplantation systemisch appliziert werden. Es stellt sich die Frage, ob die
systemisch applizierten Zellen in die akut bzw. chronisch geschadigten Leberbereiche
migrieren und ins Parenchym integrieren? Wie wirken die Stammzellen sich auf das

geschédigte Gewebe aus?

(3.) Lassen sich porcine mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe und Knochenmark
isolieren und hepatogen differenzieren? Durch die funktionelle Charakterisierung nach der
Differenzierung sollte die geeignete Stammzellquelle fur ein praklinisches Grof3tiermodell

zum Leberversagen nach ausgedehnter Teilresektion identifiziert werden
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3 Material und Methoden
Die in der Arbeit verwendeten Materialien und Gerate werden nicht gesondert, sondern bei

ihrer Verwendung zu den beschriebenen Methoden aufgefiihrt.

3.1 Zellkulturarbeiten

3.1.1 Zellisolierung

3.1.1.1 Hepatozytenisolierung aus der Ratte
Als Hepatozytenspender wurden 6-8 Wochen alte, 200-250g schwere F344-Fischer Ratten

(syngenes Modell) oder Dark Agouti Ratten (allogenes Modell) verwendet. Die Isolierung
der Spenderhepatozyten erfolgte durch eine modifizierte 2- Schritte-Kollagenase-Perfusion
der Leber nach Seglen et al. [71]. Alle verwendeten Medien wurden vor Gebrauch steril
filtriert (0,2um). Dabei wurden die Sinusoide der Leber zundchst mit einem Pré-
Perfusionspuffer (PPP: 120 mM NaCl; 4,8 mM KCI; 1,2 mM MgSOyq; 1,2 mM KH,POy;
24,4 mM NaHCOjs; 0,25 mM EGTA; pH 7,35; mit Carbogen begast) blutleer gespilt und
durch Komplexierung zweiwertiger lonen (EGTA) die Zell-Zell-Verbindungen gelockert.
Im zweiten Schritt wurden die Hepatozyten durch die Perfusion mit dem
kollagenasehaltigen Perfusionspuffer (CPP: 120 mM NaCl; 4,8 mM KCI; 1,2 mM MgSOy;
1,2 mM KH2POy; 24,4 mM NaHCOg3; 15 mM Hepes; 4 mM CaCl,; pH 7,35; mit Carbogen
begast; 0,12U/ml Kollagenase (NB4G von Serva, Heidelberg)) aus dem
Bindegewebsgerdst der Leber gelost.

Die Einleitung der Narkose der Spendertiere erfolgte durch intraperitoneale (i.p.) Injektion
von 700 ul je kg Korpergewicht Phentobarbital-Natrium (Narcoren® (Merial GmbH,
Hallbergmoos)). Nach Applikation (i.p.) von 1 ml Heparin (Heparin-Natrium 25000
I.E./5ml (Ratiopharm GmbH, UIm)) je kg Korpergewicht wurde das Spendertier auf dem
OP-Tisch fixiert. Nach Desinfektion des OP-Feldes mit Ethanol (70 %) erfolgte die
Eroffnung der Abdominalhthle entlang der Linea alba bis zum Sternum. Sowohl der
Magen als auch die Darmschlingen wurden nach rechts exponiert und die nun freiliegende
Vena portae wurde lose ligiert (3-0, PET Faden, geflochten, beschichtet (Catgut GmbH,
Markneukirchen)) und mit einer Venenverweilkaniile (Opriva® 22G (smiths medical,
Lancashire, UK)) punktiert. Durch das Zuziehen der Ligatur wurde die Kantle fest
eingebunden und Uber einen Adapter der erste Pra-Perfusionspuffer (PPP) eingeleitet.

Sofort wurde die Vena cava inferior punktiert, wodurch das AbflieRen des Blutes und des
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Puffers aus dem Gefalisystem ermdglicht wurde. Die Perfusion erfolgte mit einer Flussrate
von 20-25 ml/min. Nach 8-10 Minuten wurde der kollagenasehaltige Perfusionspuffer
(CPP) eingeleitet und die Perfusion so lange fortgesetzt, bis durch den Kollagenaseverdau
Desintegrationsfelder auf der Leber zu erkennen waren. Nach der Hepatektomie erfolgte
die weitere Aufarbeitung der Hepatozyten unter sterilen Bedingungen und standiger
Kihlung.

Im Waschpuffer (20 mM Hepes; 120 mM NacCl; 4,8 mM KCI; 1,2 mM MgSOQOy; 1,2 mM
KH,POy; 0,4% BSA; 0,005% DNase) wurde die Capsula fibrosa mit einer Kantle (25G
(BD, Heidelberg)) eroffnet und die Leber am Zwerchfellansatz mit einer Pinzette gefasst.
Durch  vorsichtiges Schwenken losten sich die Hepatozyten sowie die
Nichtparenchymzellen (NPCs) aus der Leberkapsel. Nach Filtration der Zellsuspension
durch eine sterile Mullkompresse (10x10 cm (Fuhrmann GmbH, Much)) wurden die
Hepatozyten (Pellet) von den NPCs (Uberstand) durch 5-miniitige Zentrifugation (75 x g)
separiert. Die so isolierten Spenderhepatozyten wurden noch zwei Mal mit Waschpuffer
gewaschen und nach Bestimmung von Zellzahl und Vitalitdt zur Transplantation
aliquotiert. Dazu wurden jeweils 7,5 x 10° vitale Hepatozyten in 500 pl PBS (Biochrom
AG, Berlin) aufgenommen. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe eines
Haemacytometers (Fuchs-Rosenthal (Roth, Karlsruhe)). Die Vitalitatsfarbung wurde mit
Trypanblau (0,4 % Trypan Blue solution (Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen)) durchgefihrt.

3.1.1.2 Hepatozytenisolierung aus dem Schwein
Zur Isolierung primdrer porciner Hepatozyten wurden Tiere der urologischen

Endoskopiekurse des Medizinisch Experimentellen Zentrums der Universitat Leipzig
(MEZ) verwendet. Zur Pramedikation der Schweine (deutsche Landrasse, weiblich, 20-
30kg) wurde Ketamin (15 mg/kgKG), Atropin (0,01 mg/kgKkG) sowie Midazolam
(0,5 mg/kgKG) intramuskulér appliziert. Nach Intubation der Tiere erfolgte die weitere
Inhalationsnarkose mit 1,5 Vol-% Isofluran  (Baxter Deutschland GmbH,
UnterschlieBheim). Vor der Leberentnahme wurde das Versuchstier durch Applikation von
25.000 L.E. (Heparin-Natrium, Ratiopharm GmbH, Ulm) heparinisiert. Im Anschluss
erfolgte die Euthanasie der Tiere durch eine i.v. Bolusinjektion von 2 g Thiopental und
50 ml 1 M KCI Lésung. Unmittelbar nach Herzstillstand wurde der Bauchraum erdffnet
und die komplette Leber entnommen. Der Lobus caudatus wurde abgetrennt, ein
Lebergefall mit einer Glasolive kanuliert. Das Resektat wurde unter Verwendung einer
Peristaltikpumpe (ISM834, Idex Health and Science, Wertheim-Mondfeld) mit einer
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Flussrate von 28 ml/min mit eiskaltem Leibovitz's L-15 Medium (PAA Laboratories
GmbH, Colbe) blutfrei gespult. Der Lobus caudatus wurde in ein steriles Gefal} gegeben
und auf Eis ins Labor verbracht, wo die weitere Isolierung der Hepatozyten im Wasserbad
(37 °C) erfolgte.

Das Resektat wurde mit einer Flussrate von 28 ml/min fur 50 min mit Puffer 1 (142 mM
NaCl; 6,7 mM KCI; 10 mM Hepes; 1 mM Glucose; 1 mM EGTA; pH 7,35; mit Carbogen
begast) und anschlieRend fur zirka 50 min mit Puffer 2 (Hepes 25 mM; 123 mM NacCl;
6,7 mM KCI; 6,7 mM CaCl,; Glucose 5 mM; pH 7,35; mit Carbogen begast; 142,8U/ml
Kollagenase (Typ | von Worthington Biochemical Corporation, USA) perfundiert. Der
Lobus caudatus wurde durch die Perfusion mit Puffer 2 unvollstandig verdaut und deshalb
mit einer Schere aufgeschnitten. Die durch den Verdau mobilisierten Hepatozyten wurden
in einem Becherglas mit eiskaltem Waschpuffer (siehe 3.1.1.1) aus der Leberkapsel
geschdttelt. Alle weiteren Schritte zur Hepatozytenisolation erfolgten wie unter 3.1.1.1
beschrieben.

3.1.1.3 Isolierung von mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe der Ratte
Als Spender von mesenchymalen Stammzellen (rMSC) wurden 12-24 Wochen alte, 300-

350 g schwere F344-Fischer Ratten verwendet. Nach Einleitung der Narkose, Fixierung
des Spendertieres auf dem OP-Tisch und Desinfektion des OP-Feldes mit Ethanol (70 %)
erfolgte die Erdffnung der Abdominalhdhle entlang der Linea alba. Das peritoneale
Fettgewebe wurde entnommen und in 20 ml Zellkulturmedium (DMEM-HG (PAA
Laboratories GmbH, Cdlbe)) tberfiihrt. Das Fettgewebe wurde mechanisch zerkleinert und
die Gewebesuspension mit 0,2 Units/ml Kollagenase (NB4G Serva, Heidelberg)
supplementiert. Das Gewebe wurde fur 25-30 min bei 37 °C schittelnd inkubiert. Nach
Zugabe von 5 ml inaktiviertem fetalen Kalberserum (FKS (GIBCO®-invitrogen™-Life
Technologies GmbH, Darmstadt)) wurde das nun verdaute Gewebe Uber ein Nylonnetz
(Maschengole: 80um (Th. Geyer GmbH, Berlin)) filtriert und anschlie3end fir 7 min bei
4°C und 200 x g zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde 2-mal mit PBS
gewaschen und anschlieBend auf einen Dichtegradienten (Biocoll, p=1,077 g/ml
(Biochrom AG, Berlin)) geschichtet. Die Zentrifugation erfolgte ohne Bremse bei 4 °C und
250 x g fir 20 min. Die Fraktion der mononukleéren Zellen, welche sich in der Interphase
des Gradienten befand, wurde mit einer sterilen Pasteurpipette abgenommen und 2-mal mit
PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Aussaat der Zellen in Zellkulturflaschen

(75 cm? (TPP®, Trasadingen Schweiz)) in EM6F Medium (Zusammensetzung siehe
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3.1.2.1). Die mesenchymalen Stammzellen adhé&rieren im Gegensatz zu anderen in der
mononukledren Zellfraktion enthaltenen Zellen am Boden der Zellkulturflasche. 24 h nach
der Aussaat erfolgte der erste Medienwechsel und wurde im folgenden Kulturverlauf alle
4-5 Tage wiederholt, wodurch alle nicht-adhdrenten, flottierenden Zellen entfernt und
mesenchymale Stammzellen nahezu in Reinkultur angereichert wurden. Bei einer
Konfluenz von 90 % erfolgte die Analyse der MSC (siehe 3.1.3.1) mittels
Durchflusszytometrie. Nach anschlielender Kryokonservierung mit inaktiviertem FKS
unter Zusatz von 7,5% DMSO (Roth, Karlsruhe) verblieben die Zellen in flussigem

Stickstoff bis zum Versuch.

3.1.1.4 Isolierung humaner MSC aus dem Knochenmark
Die Isolierung humaner MSC aus dem Knochenmark erfolgte auf die gleiche Weise. Die

Entnahme des Knochenmarks aus dem Femur erfolgte wahrend der Implantation eines
kinstlichen Huft- bzw. Kniegelenkes in der Klinik und Poliklinik fur Orthopadie am
Universitatsklinikum Halle. Die Zustimmung der Patienten fur diese Entnahme und das
Einverstdndnis der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Martin-Luther-
Universitét lagen vor. Das Knochenmark wurde in einer Citrat-Monovette® (Sarstedt AG

& Co., Numbrecht) gesammelt und bis zur weiteren Aufarbeitung auf Eis gelagert.

3.1.1.5 Isolierung porciner MSC aus dem Fettgewebe und Knochenmark
Fettgewebe sowie Knochenmark aus dem Femur adulter Landrasseschweine wurden von

Dr. med. A. Reske aus der Klinik und Poliklinik fur Anésthesiologie und Intensivtherapie
des Universitatsklinikums Leipzig im Rahmen eines Forschungsvorhabens der Gruppe zur
Verfligung gestellt. Isoliert wurden die porcinen MSC wie unter 3.1.1.3 beschrieben.

3.1.2 Zellkultivierung

3121 MSC
Nach Isolierung und Charakterisierung wurden die MSC auf mit Fibronektin (Sigma-

Aldrich GmbH, Miinchen) beschichteten Zellkulturplatten (60,1 cm? (TPP®, Trasadingen,
Schweiz)) in einer Dichte von 200-400 Zellen je cm? im Erhaltungskulturmedium EM6F
ausplattiert (60 % D-MEM (Biochrom AG, Berlin); 40 % MCDB201 (Sigma-Aldrich
GmbH, Miinchen), 42 mM Natriumhydrogencarbonat; 0,1 mM Ascorbinsdure; 1 nM
Dexamethason; 37,8 nM Selensdure; 16,75 UM Linolsdaure; 860 nM Insulin; 62,5 mM
Transferrin; 15 % inaktiviertes FKS und 1% Penicillin/Streptomycin; pH 7,2). Die
Kultivierung in EMG6F erfolgte bis zu einer Konfluenz von 90 %. Dann wurden die bis
dahin als undifferenziert geltenden MSC geerntet oder weiter zur Differenzierung in

verschiedene Zelltypen kultiviert (siehe 3.1.4).
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3.1.2.2 Porcine Hepatozyten
Nach Isolierung der primdren porcinen Hepatozyten wurden diese auf mit Kollagen

beschichteten Zellkulturplatten (TPP®, Trasadingen, Schweiz) in einer Dichte von 124.000
Zellen je cm? in Williams Medium E supplementiert mit 2,5 % FKS (AppliChem GmbH,
Darmstadt) ausplattiert. Nach 2 Stunden Inkubationszeit, in denen die vitalen Hepatozyten
auf der Zellkulturschale haften, erfolgte ein weiterer Medienwechsel mit dem
Erhaltungsmedium Williams E (supplementiert mit 0,2 nM HGF; 3,3 nM EGF; 1%
Penicillin/Streptomycin). Im weiteren Kulturverlauf erfolgte der Medienwechsel im 2-

tagigen Turnus.

3.1.3 Durchflusszytometrische Analysen

3.1.3.1 Charakterisierung der auf MSC spezifisch exprimierten Oberflachenmolekile
Zur Charakterisierung der Oberflachenmolekiile CD29, CD44 und CD45 wurden die MSC

nach der Isolierung bis zu einer Konfluenz von 90 % in EM6F kultiviert und schlieflich
mit Trypsin-EDTA (c.c.oro GmbH, Oberdorla) fir 5 min bei 37 °C wvon der
Zellkulturschale geldst. Anschlielend wurden die Zellen zwei Mal in FACS-Puffer (1 %
inaktiviertes FKS in PBS) gewaschen. Jeweils 200.000 Zellen wurden in speziell fur
FACS-Analysen ausgelegte Réhrchen (Falcon™ (BD, Heidelberg)) tiberfiihrt und mit den
spezifischen Antikorpern (siehe. Tab. 3) sowie einer Isotypkontrolle (Simultest™Control
(BD, Heidelberg)) in einer Verdinnung von 1:20 fir 30 min bei Raumtemperatur (RT)
schiittelnd inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen 3-mal mit FACS-Puffer gewaschen
und in 200 pl FACS-Puffer aufgenommen. Die so vorbereiteten Zellen wurden an das
IZKF Leipzig zur durchflusszytometrischen Analyse weitergegeben (LSR 11 (BD,
Heidelberg)). Der prozentuale Anteil der fur das respektive Antigen positiven Zellen wurde

mittels einer Software ausgewertet (Software: FACS Diva v.6.1.3 (BD, Heidelberg)).
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Tab. 3. FACS-Antikorper

Antigen Speziesspezifitdt Wirt Markierung Hersteller
cD29 Ratte Hamster FITC BD, Heidelberg
cD44 Ratte Maus FITC BD, Heidelberg
cD45 Ratte Maus PE BD, Heidelberg
cDi14 Schwein Maus FITC antikoerper online
cD45 Schwein Maus PE Pierce, Bonn,
cD44 Schwein Ratte FITC Abcam, Cambridge, UK
cD90 Human/Schwein Maus FITC BD, Heidelberg
CcD105 Schwein Maus FITC Abcam, Cambridge, UK
cD29 Schwein Maus FITC BD, Heidelberg

3.1.3.2 Quantifizierung der Repopularisierung des Empféngerleberparenchyms durch
Spenderhepatozyten
Zur Bestimmung der Repopularisierungsrate des Empféngerleberparenchyms durch

Spenderhepatozyten wurden die Hepatozyten aus der Empféngerleber an Tag 5 bzw. 3
Wochen nach der Transplantation isoliert (siehe 3.1.1.1). Nach der Isolierung wurden die
Hepatozyten zwei Mal in FACS-Puffer gewaschen und jeweils 200.000 Zellen in FACS-
Rohrchen uberfuhrt. Zur Detektion der Spenderhepatozyten wurden die Zellen mit einem
fur CD26 (PE mouse anti-rat CD26 von BD Pharmingen™, Heidelberg) spezifischen
Antikdrper in einer Verdinnung von 1:75 fur 30 min bei RT schittelnd inkubiert. Ebenso
wurde auch eine Isotypkontrolle mitgefuhrt. Im Anschluss wurden die Zellen 3-mal mit
FACS-Puffer gewaschen und in 500 pl des gleichen Puffers aufgenommen. Die so
vorbereiteten Hepatozyten wurden durchflusszytometrisch vermessen (FACSCalibur™
(BD, Heidelberg)) und der prozentuale Anteil (Software: WinMDI 2.9) CD26-positiver
Hepatozyten in der Gesamtzellfraktion bestimmt.

3.1.4 Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen

3.1.4.1 Adipogene Differenzierung
Zur adipogenen Differenzierung wurden die MSC bis zu einer Konfluenz von 90 % in

EMG6F kultiviert (siehe 3.1.2.1). 24 h nach Zugabe von 25 pM Azacytidin (Sigma-Aldrich
GmbH, Munchen) erfolgte die weitere Kultivierung der Zellen in ADM (DMEM; 50 uM
Dexamethason; 1,72 mM Insulin; 100 pM Indomethacin; 500 pM 3-Isobutyl-1-
methylxanthin; 5 pM  Rosiglitazon; 10% inaktiviertes FKS und 1%

Penicillin/Streptomycin).
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3.1.4.2 Osteogene Differenzierung
Zur osteogenen Differenzierung wurden die MSC bis zu einer Konfluenz von 90 % in

EMGF kultiviert (siehe 3.1.2.1). 24 h nach Zugabe von 25 pM Azacytidin erfolgte die
weitere Kultivierung der Zellen in ODM (DMEM; 1 uM Dexamethason; 200 pM
Ascorbinsdure; 10 mM  Glycerin-2-phosphate; 10 % inaktiviertes FKS; 1%

Penicillin/Streptomycin)

3.1.4.3 Hepatogene Differenzierung
Zur hepatogenen Differenzierung wurden die MSC bis zu einer Konfluenz von 90 % in

EMG6F kultiviert (siehe 3.1.2.1). 24 h nach Zugabe von 25 pM Azacytidin erfolgte die
weitere Kultivierung der Zellen in HGM (DMEM; 0,1 uM Dexamethason; 11,1 mM
Galaktose; 0,6 mM Ornithin; 0,26 mM Prolin; 9,98 mM Hepes; 2,5 mM Nicotinamid; 0,99
mM Glutamin; 0,39 uM Zinkchlorid; 0,46 uM Zinksulfat; 0,12 uM Kupfersulfat; 0,16 uM
Mangansulfat; 0,2 nM HGF; 3,3 nM EGF; 0,2% Albumin; 0,00019 % ITS; 2,5%
inaktiviertes FKS; 1 % Penicillin/Streptomycin). Fir die hepatogene Differenzierung der
humanen MSC aus dem Knochenmark wurde statt HGM HHMM verwendet (50 % HGM
(siehe oben)) und 50% MEM (von PAA Laboratories GmbH, Cdlbe); 50 nM
Dexamethason; 5,55 mM Galaktose; 0,3 mM Ornithin; 0,13 mM Prolin; 4,99 mM Hepes;
1,25 mM Nicotinamid; 0,5 mM Glutamin; 0,195 uM Zinkchlorid; 0,23 uM Zinksulfat;
0,06 uM Kupfersulfat; 0,08 uM Mangansulfat; 0,2 nM HGF; 3,3 nM EGF; 0,1 %
Albumin; 0,00005 % ITS; 430 nM Insulin ; 2,5 % inaktiviertes FKS; 0,05 % Gentamycin
und 0,5 % Penicillin/Streptomycin)

3.1.5 Funktionsassays

3.1.5.1 Cytochrom P 450-Aktivitat
Cytochrome der P450-Familie (CYP) gehdren zu den Hamproteinen und kommen

hauptsachlich in der Leber vor, wo sie eine zentrale Rolle bei der Biotransformation von

Arzneimitteln spielen.

3.1.5.1.1 Enzymaktivitat des CYP1A1 (EROD=Ethoxyresorufin-O-deethylase)
Ethoxyresorufin wird vom Cytochrom CYP1Al durch oxidative Dealkalierung zum

fluoreszierenden Resorufin umgesetzt. Diese Fluoreszenz kann am Fluoreszenzphotometer
vermessen werden (544nm, 590nm) und dient als MaR fiir die Enzymaktivitat bezogen auf
pmol/10.000 Zellen x h. Zur Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitat des CYP1Al
wurde sowohl 3,3’-Methylene-bis(4-hydroxycoumarin) (Dicumerol, Sigma-Aldrich,
Steinheim) als auch O’-Ethoxyresorufin (Resorufinethylether, Sigma-Aldrich, Steinheim)

in einer finalen Konzentration von je 10 uM zur Zellkultur zugesetzt. Nach 2-stundiger



Material und Methoden

Inkubation der Zellkulturplatte bei 37°C, wurden 75ul des Uberstandes entnommen und
mit 25 pl Enzymgemisch (167 Teile 10,1M Natriumacetatpuffer pH 4,5: 1 Teil R-
Glucoronidase/Acrylsulfase Losung (Merk, Darmstadt) versetzt und fir 2 h bei 37°C
schuttelnd inkubiert. Durch Zugabe von 2 Teilen Ethanol (96 %) erfolgte das Abstoppen
der Enzymreaktion. Nach Durchmischen der Probe wurde diese bei 4°C und 1500 x g
zentrifugiert und der Uberstand in einer schwarzen 96-well Platte im Doppelansatz
fotometrisch vermessen (590 nm). Die Aktivitat des CYP1A1l wurde mit Hilfe einer
Resorufin-Standardreihe (0-2uM) ermittelt und auf 10.000 Zellen je Stunde bezogen
(pmol/10.000 Zellen x h).

3.1.5.1.2 Enzymaktivitat des CYP2B1 (PROD=Pentoxyresorufin-O-deethylase)
Das Cytochrom CYP2B1 hingegen metabolisiert nicht Ethoxyresorufin sondern

Pentylresorufin. Deshalb wurde zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat des CYP2B1
das unter 3.1.5.1.1 beschriebene Protokoll verwendet, als Substrat aber wurde zur
Zellkultur O'-Pentylresorufin (Resorufinpentylether, Sigma-Aldrich, Steinheim) anstatt des

O’-Ethoxyresorufin zugesetzt.

3.1.5.2 Harnstoffsynthese
Die Harnstoffsynthese als funktionelles Merkmal von Hepatozyten findet im periportalen

Bereich der Leber statt, wobei alle Stickstoffverbindungen wie zum Beispiel Ammoniak
im Harnstoffzyklus detoxifiziert werden und letztlich als Harnstoff mit dem Urin Uber die
Niere ausgeschieden wird. Die Bestimmung der Harnstoffsyntheserate der kultivierten
Zellen erfolgte im Uberstand des Kulturmediums nach einer Methode von Crocker et. al
[72]. Dabei reagiert Diacetylmonoxim mit Harnstoff zu Hydroxylamin und bildet einen
roten Farbstoff, welcher direkt proportional zur Harnstoffkonzentration ist. Die
Farbstoffmenge, die der Harnstoffmenge proportional ist, wurde fotometrisch bei einer
Wellenldnge von 540 nm vermessen und auf 10.000 Zellen je 24 h Kulturzeit bezogen mit
Hilfe einer Harnstoffstandardreihe (0-6,25 pg/ml) berechnet. Dazu wurden 40 pl des
Kulturiiberstandes mit 1,25 ml Reaktionslésung bei 95 °C flr 10 min schittelnd inkubiert.
Vor der Messung wurden die Proben fir 10 min auf Eis abgekdhit.

Die Reaktionslosung bestand zu gleichen Teilen aus Mixed Acid reagent (20 %-iger
Schwefelsdure und 44,3 uM Eisen(lll)-chlorid-Hexahydrat gelost in 40 %-iger ortho-

Phosphorsaure), Mixed Colour reagent (2 % Diacetylmonoxim) und ddH,O.
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3.2 Molekularbiologische Arbeiten

3.2.1 RNA Isolierung

Zur Isolierung von RNA aus kultivierten Zellen wurden 750 pl QIAzol® (Qiagen, Hilden)
auf die Zellkulturplatte (60,1 cm? (TPP®, Trasadingen Schweiz)) gegeben, die Zellen mit
einem Zellschaber (TPP®, Trasadingen Schweiz) von der Platte geldst und schliellich in
QIAzol® resuspendiert. Nach Zugabe von 150 pl Chloroform (Merck, Darmstadt) und
ausreichender Durchmischung, wurde die Probe fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach der
Zentrifugation fr 15 min bei 4 °C und 11.500 x g wurde die wéssrige Phase in ein neues
Reaktionsgefal tberfiihrt und die RNA durch Zugabe von 500 pl Isopropanol fiir 30 min
bei -20 °C geféallt. Nach erneuter Zentrifugation bei 4 °C fur 10 min und 11.500 x g wurde
das RNA-Pellet zwei Mal mit Ethanol (70 %) gewaschen, an der Luft getrocknet und
schliellich in 30-50 pul DEPC-Wasser (Roth, Karlsruhe) aufgenommen.

3.2.2 cDNA-Synthese
Um eventuelle Verunreinigungen der RNA mit genomischer DNA zu vermeiden wurde

vor der cONA-Synthese ein DNase-Verdau durchgefiihrt. Dazu wurde pro pg RNA 1 Unit
DNase (RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Mannheim)) eingesetzt und fiir 30 min bei
37 °C verdaut. Danach wurde die DNase durch Zugabe von 1 pl Stopp-Losung (RQ1
DNase Stopp Solution (Promega, Mannheim)) bei 65°C fur 10 min inaktiviert.
Im Anschluss wurden 2 pg RNA mit dem First Strand cDNA Synthese Kit (Revert-
Aid™Premium (Fermentas, St. Leon-Rot)) nach Herstellerangaben umgeschrieben und die
entstandene cDNA in der PCR eingesetzt.

3.2.3 PCR
Fur einen PCR-Ansatz von 20 pl wurden 2 pl 10 x Taq Puffer mit 1,3 pul dNTP Mix (10

mM), 0,2 ul Tag DNA-Polymerase (rekombinant, 5 Units je ul) (alles Fermentas, St. Leon-
Rot) sowie jeweils 1,3 ul forward und reverse Primer, 3 pul cDNA (s.3.2.2) und 10,9 pl
ddH,O gemischt. Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt: Nach einer
initialen Denaturierungsphase von 4 min bei 95 °C erfolgte eine Denaturierungsphase von
30 s bei 95°C. Die Annealing-Phase firr die Primer betrug 40 s, die anschlieRende
Synthesephase erfolgte fir 1.30 min bei 72 °C und die Nachsynthese bei 72 °C fir 5 min.
Es wurden maximal 36 Zyklen durchlaufen. Die verwendeten Primer und deren PCR-
Spezifika sind in Tabelle 4. angegeben.
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Tab. 4. Primer und PCR Bedingungen

Primer

Sequenz
5'=33°

Annealing
Temperatur in °C

Elongationszeit in s | Gréfie des
PCR-

Produktes in

bp

LPL_fwd ATGGAGAGCAAAGCCCTGCTC 63 45 350
LPL_rev CTGGATAATGTTGCTGGGCCC
ON_fwd ATGAGGGCCTGGATCTTCTTTCTC 63 45 320
ON_rev CAAAGAAGTGGCAGGAAGAGTCGA
Transferrin_fwd GTGGCCTTTGTCAAGCA 52 45 565
Transferrin_rev CTCCATCCAAGCTCATG
Albumin_fwd AAACGCCGTTCTGGTTCGATAC 60 45 400
Albumin_rev GGGCTTGTGTTTCACCAGCTC
CD26_fwd ATAGTAGCTAGCTTTGATGGCA 53 45 398
CD26_rev CAGCTCTGCTCATGACTGTTG
AFP_fwd CCTGACAGGGAAGATGGTGAGC 59 45 400

AFP_rev

GCACTTCTCCAAGAGGCCAGAG

Cyclophilin_fwd

GCTGATGGCGAGCCCTTGGGTC

Cyclophilin_rev

ACCGATGCCATTATGGCGTGTG

57

30

188

3.3 Histologische und Immunhistologische Arbeiten

3.3.1 Anfertigung von Kryoschnitten

Kryokonservierte Leberproben wurden mit einem Kryostaten (SLEE Technik GmbH,
Mainz) in 5 pm dicke Schnitte aufgearbeitet und auf silanisierte (Silan (Sigma-Aldrich
GmbH, Minchen)) Objekttrager (Roth, Karlsruhe) aufgebracht. Die Objekttrager konnten
bis zur weiteren Féarbung bei -80 °C aufbewahrt werden. In Vorbereitung auf Farbungen
am Kryoschnitt wurden die Leberschnitte auf dem Objekttrager bei -20 °C in Aceton fiir 5
min fixiert und im Anschluss fur 5 min in Ethanol (96 %) gewaschen.

Nach Abschluss der jeweiligen Farbungen der Kryoschnitte wurden die Préparate mit
Glyceringelatine (Merck Millipore GmbH, Schwalbach) eingedeckt und mikroskopisch
(Primo Vert (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Goéttingen)) ausgewertet.

3.3.2 Anfertigung von Paraffinschnitten
Nach Entnahme des Lebergewebes wurde dieses fur 24 h bei 4 °C in Formalin (4 %

Roti®Histofix (Roth, Karlsruhe)) fixiert, anschlieRend in Paraffinbléckchen eingebettet und
mit einem Mikrotom (Microm HM 325 (Thermo Scientific GmbH, Schwerte)) in 1 pm
dicken Schnitten auf silanisierte Objekttrager aufgebracht. Die Objekttrager konnten bis

zur weiteren Farbung ungekunhlt aufbewahrt werden.

In Vorbereitung auf Farbungen am Paraffinschnitt wurde das Lebergewebe zuné&chst

wieder entparaffiniert. Dazu wurden die Schnitte fir jeweils 2 min in folgende Béader der
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absteigenden Alkoholreihe getaucht: Xylol I, Xylol 11, Ethanol (96 %) I, Ethanol (96 %) II,
Ethanol (80 %), Ethanol (70 %), Ethanol (50 %) und ddH,O.

Zur immunhistochemischen Detektion spezifischer Proteine am Paraffinschnitt erfolgte
nach der Entparaffinierung die Demaskierung der Proteine. Dazu wurden die Schnitte fur
45 min in Demaskierungspuffer im Dampfkochtopf inkubiert. Der Demaskierungspuffer
(pH 6,0) bestehend aus 4,5 ml Zitronensdure (100 mM (Merck Millipore GmbH,
Schwalbach)), 20,5 ml Natriumcitrat (10 mM (Merck Millipore GmbH, Schwalbach)) und
245 ml ddH,O wurde kurz vor Gebrauch frisch hergestellt.

Nach Abschluss der Farbung wurden die Schnitte zum Eindecken wieder entwéssert und
verblieben dazu nur ganz kurz in folgenden Bédern der aufsteigenden Alkoholreihe:
ddH,0, Ethanol (50 %), Ethanol (70 %), Ethanol (80 %), Ethanol (96 %) I, Ethanol (96 %)
I, dann fir je 2 min in Isopropanol, Xylol I und Xylol II. Im Anschluss wurden die
Préaparate mit Entellan (Merck Millipore GmbH, Schwalbach) eingedeckt und

mikroskopisch dokumentiert.

3.3.3 Zyto- und Histochemie

3.3.3.1 CD26-Nachweis an Kryoschnitten
Der enzymatische Nachweis von CD26 wurde an Kryoschnitten durchgefuhrt. Die

Fixierung des Lebergewebes auf dem Objekttrager erfolgte wie unter 3.3.1 beschrieben.
Nach dem Lufttrocknen der Schnitte wurden diese mit Substratldsung fur 20 min bei RT
inkubiert. Zur Herstellung der Substratlosung wurden 0,5 mg Gly-pro-methoxy-R-
naphylamid (Sigma-Aldrich GmbH, Minchen), 1 mg Fast Blue (Sigma-Aldrich GmbH,
Minchen) und 5,8 mg NaCl (Roth, Karlsruhe) in 1 ml 100 mM Tris-Maleat-Puffer pH 6,5
(Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen)) eingewogen und gut gemischt. Das membranstandige
Enzym CD26 setzt das Substrat zu einem unldslichen roten Farbkomplex um, welcher
nicht diffundieren kann. Nach der Reaktion wurden die Schnitte fur 5 min in PBS
gewaschen, anschlieBend zur Kernfarbung 40 s in Hamalaun (Merck Millipore GmbH,
Schwalbach) inkubiert und fir 5 min in Leitungswasser gebldut. Nach 10-minitiger
Fixierung in 10 % Formalin wurden die Préparate wie unter 3.3.1 beschrieben eingedeckt

und analysiert.
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3.3.3.2 PAS-Nachweis von Glykogen in kultivierten Zellen
Nach 21 Tagen Differenzierung wurde die Einlagerung von Glykogen in den hepatogen

differenzierten MSC mittels PAS (Periodic Acid Schiff)-Reaktion nachgewiesen. Dabei
katalysiert die Periodsaure die Oxidation von Glykolen zu Aldehydgruppen. Diese binden
die fuchsinschwefelige Séure des Schiffschen-Reagenz. Das entstehende Chromogen
besitzt eine magenta-rote Farbe.

Die Zellen wurden auf der Kulturschale mit einem 1:1 Methanol/Aceton-Gemisch bei -
20 °C fur 5 min fixiert. Im Anschluss wurden die Zellen auf der Kulturschale zwei Mal mit
ddH,O gespult und fir 10 min mit 1 % Periodsdure (Roth, Karlsruhe) inkubiert. Nach
zweimaligem Spilen mit ddH,O erfolgte nun die Inkubation mit Schiffs-Reagenz (Roth,
Karlsruhe) fir 15 min. Nach erneutem Spulen mit ddH,O wurde die Férbung

mikroskopisch analysiert und dokumentiert.

3.3.3.3 Nachweis von Lipiden in kultivierten Zellen mit Sudan 111
Nach 8 Tagen Differenzierung wurden Lipideinlagerungen in den adipogen differenzierten

MSC mittels einer Sudan-I11-Farbung nachgewiesen.

Dazu wurden die Zellen auf der Kulturschale mit PBS gespilt. Im Anschluss wurde eine
filtrierte Sudan Ill1-Lésung (Roth, Karlsruhe) fir 20 min auf die Zellen gegeben. Nach
erneutem Spulen mit PBS wurde die orangene Féarbung der Lipidtropfchen mikroskopisch

analysiert und dokumentiert.

3.3.3.4 Nachweis der alkalischen Phosphatase mit BCIP in der Zellkultur
Nach 8 Tagen Differenzierung wurde die Aktivitat der alkalischen Phosphatase in den

osteogen differenzierten MSC durch die Inkubation mit dem Substrat BCIP nachgewiesen.
Dabei spaltet die alkalische Phosphatase enzymatisch die Phosphatgruppe ab, wodurch ein
Chromogen mit blauer Farbe entsteht.

Dazu wurden die Zellen auf der Kulturschale in einem 1:1 Methanol/Aceton Gemisch bei
-20 °C fiur 5 min fixiert. Im Anschluss wurden die Zellen auf der Kulturschale zwei Mal
mit ddH,O gespilt und fur 10 min mit BCIP-Losung (BCIP®/NBT solution (Sigma-
Aldrich GmbH, Minchen)) inkubiert. Nach erneutem Spilen mit ddH,O erfolgte die
Analyse und Dokumentation der Farbung am Mikroskop.

3.3.3.5 HE-Farbung an Paraffinschnitten
Nach der Vorbereitung der Paraffinschnitte wie unter 3.3.2 beschrieben wurden die

Schnitte fiir 30 s in Hadmalaun inkubiert und anschlieBend 5 min in Leitungswasser gebléut.
Nach dem Blauen erfolgte die Inkubation der Schnitte fur 5 min mit Eosin (Merck
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Millipore GmbH, Schwalbach). Die Schnitte wurden entwassert (siehe 3.3.2) und mit

Entellan eingedeckt.

3.3.3.6  Sirius red-Farbung an Paraffinschnitten
Sirius red farbt die Bindegewebsfasern (Kollagen) im Leberparenchym rot an. Nach der

Vorbereitung der Paraffinschnitte wie unter 3.3.2 beschrieben wurden die Schnitte 60 min
in einer Sirius Red-L6sung inkubiert. Zur Herstellung der Sirius Red-L6dsung wurden 0,1 g
Direct red 80 (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe) in 100 ml wassriger 1,2 %-iger
Pikrinsdure (AppliChem-BioChemica, Darmstadt) vollstdndig geldst. Im Anschluss
wurden die Schnitte mit 0,5 %-iger Essigsaure (Merck Millipore GmbH, Schwalbach)
gewaschen, wie unter 3.3.2 entwadssert und eingedeckt. Mit Hilfe von ImageJ (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, Maryland USA) wurde die Rotfarbung im
Leberschnitt quantitativ erfasst und der Anteil an Kollagenfasern im Leberparenchym in

Pixel Kollagen/Pixel gesamt bestimmt.

3.3.4 Immunzyto- und histochemie

3.3.4.1 Nachweis von Kupfferzellen mittels anti-His-36 Farbung in isolierten NPCs
Isolierte NPCs (siene 3.1.1.1) wurden auf Deckgléschen in 12 well-Zellkulturplatten

ausgesat und in HGM ohne HGF (Zusammensetzung siehe 3.1.4.3) kultiviert. 24 h nach
Einsaat wurden die Kupfferzellen fur die anschlieBende Objekttrager-basierte
zytometrische Analyse detektiert. Dazu wurde das Kultivierungsmedium abgesaugt. Die
Deckglaschen wurden 15 min in PBS gewaschen und anschliel3end in einem 1:1 Gemisch
aus Methanol/Aceton (beides Sigma-Aldrich GmbH, Minchen) bei -20 °C fir 20 min
fixiert. Nach drei Waschschritten in PBS erfolgte die Inkubation der NPCs mit
Blockierungslésung, bestehend aus 5 % BSA (paesel+lorei, Duisburg) und 0,5 % Tween
(AppliChem GmbH, Darmstadt) gel6st in PBS, fur 90 min bei RT. Der primdre Antikorper
(His36 14-0660-82 (eBioscience, Frankfurt)) wurde 1:300 in PBS mit 1 % BSA verdunnt
und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur auf den Zellen belassen. Nach dem Waschen der
Deckglaschen in PBS mit 1% BSA wurde der 1:400 in PBS mit 1% BSA verdinnte
sekundare Antikorper (Goat-Anti-Mouse FITC 115-096-020 (Dianova GmbH, Hamburg))
fur 60 min auf den Zellen belassen. Nach erneutem Waschen in PBS mit 1 % BSA wurden
die Deckglaschen mit DAPI Mounting ProLong® Gold (Invitrogen™-Life Technologies
GmbH, Darmstadt) auf Objekttrager aufgebracht. Die anschlieBende Quantifizierung der
Kupfferzellen durch Objekttrager-basierte Zytometrie wurde von Frau Dr. Anja Mittag im

Translationalen Zentrum fur Regenerative Medizin (TRM) Leipzig durchgefiihrt.
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3.3.4.2 Nachweis von Endothelien mittels OX-43 Farbung an Kryoschnitten
Nach Fixierung der Leberschnitte (siehe 3.3.1) wurden die Objekttrager 3-mal 5 min mit

50 mM Tris (Roth, Karlsruhe) gewaschen. Die Blockierungslésung bestehend aus 5 %
BSA in 50 mM Tris wurde fur 20 min bei RT auf den Schnitten belassen. Die Inkubation
mit dem primaren Antikorper (Mouse-Anti-Rat Ox-43 MCA276GA 1:100 (Serotec,
Puchheim)) erfolgte tber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Nach erneutem
Waschen mit 50 mM Tris wurden die Schnitte fir 60 min mit dem sekundaren Antikorper
(Goat-Anti-Mouse FITC 115-096-020 1: 200 (Dianova GmbH, Hamburg)) inkubiert. Nach
dem abschlieenden Waschen in 50 mM Tris wurden die Préparate mit DAPI Mounting

ProLong® Gold eingedeckt und mikroskopisch analysiert und dokumentiert.

3.3.4.3 GS-Farbung an Paraffinschnitten
Die Glutaminsynthetase (GS) wird in der Leber in 2-3 Hepatozytenschichten um die

Verzweigungen der Vena centralis herum (perivents) exprimiert. Die Detektion der GS
erlaubt also die eindeutige perivendse Zuordnung von Hepatozyten im Leberparenchym.
Nach der wie unter 3.3.2 beschriebenen Demaskierung wurden die Schnitte fir 30 min in
Eiswasser abgekihlt und im Anschluss fur 30 min mit einer Mischung aus 20 ml 30 %-
igem H,0O; (Roth, Karlsruhe) und 180 ml Methanol bei 4 °C inkubiert. Nach dem Waschen
der Schnitte in PBS flir 5 min wurden die Schnitte mit einer BSA-Blockierungslosung (5 %
BSA + 0,5 % Tween (AppliChem GmbH, Darmstadt) in PBS) fiir 60 min in einer feuchten
Kammer bei RT inkubiert. Der primére Antikorper (GS 610518 (BD, Heidelberg)) wurde
1:1000 mit 1 % BSA in PBS verdiinnt und tiber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer
auf dem Schnitt inkubiert. Die Schnitte wurden 3-mal fir 5 min in PBS gewaschen.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem 1:200 in PBS verdinnten sekundéaren
Antikorper (Goat-Anti-Mouse HPR 554002 (BD, Heidelberg)) fiir 60 min bei RT in einer
feuchten Kammer. Die Schnitte wurden erneut 3-mal fir 5 min mit PBS gewaschen und
mit DAB-L6sung (Thermo Scientific GmbH, Niedderau) nach Herstellerangaben fur 10-15
min inkubiert. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hamalaun fir 30 s und
anschlieBendem Bldauen in Leitungswasser. Die Praparate wurden wie unter 3.3.2.

beschrieben eingedeckt und ausgewertet.

3.3.4.4 GS-/AIF Doppelfarbung an Paraffinschnitten
In apoptotischen Zellen wird das Protein ,,Apoptose-induzierender Faktor” (AIF)

exprimiert, so dass die Detektion des AIF im Leberparenchym apoptotische Zellen anzeigt.
Bei gleichzeitiger Anfarbung der GS kann die perivendse oder periportale Zuordnung

getroffen werden. Nach der Demaskierung wie unter 3.3.2 beschrieben wurden die Schnitte
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fir 30 min in Eiswasser abgekuhlt und im Anschluss fur 30 min mit 3 % H,0; bei 4 °C
inkubiert. Nach dem Waschen der Schnitte in PBS fiir 5 min wurden diese mit einer BSA-
Blockierungslosung (5% BSA + 0,5% Tween in PBS) fur 60 min in einer feuchten
Kammer bei RT inkubiert. Der primare Antikdrper (AIF 04-430 (Millipore GmbH,
Schwalbach)) wurde 1:600 mit 1 % BSA in PBS verdunnt und die Schnitte damit Gber
Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Schnitte wurden 3-mal fir 5 min
in PBS gewaschen und anschlielend erfolgte die Inkubation mit dem 1:200 in PBS
verdunnten sekundéren Antikorper (Donkey Anti-Rabbit HRP (Dianova, Hamburg)) fur 60
min bei RT in einer feuchten Kammer. Die Schnitte wurden erneut 3-mal fir 5 min mit
PBS gewaschen und mit DAB-L6sung nach Herstellerangaben fur 10-15 min inkubiert.
Nach dem Waschen der Objekttrager mit ddH,O wurden die Schnitte fiir 60 min bei
Raumtemperatur mit M.O.M. Block (MKB-2213 (Biozol, Eching)) inkubiert. Nach
erneutem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem zweiten primaren Antikorper
(GS 610518 (BD, Heidelberg)) in einer Verdinnung von 1:1000 Gber Nacht bei 4 °C in
einer feuchten Kammer. Die Schnitte wurden 3-mal fir 5 min in PBS gewaschen und
anschlieBend mit dem 1:200 in PBS verdinnten zweiten sekundédren Antikorper (Goat-
Anti-Mouse HPR 554002 (BD, Heidelberg)) fur 60 min bei RT in einer feuchten Kammer
inkubiert und danach erneut 3-mal fiir 5 min mit PBS gewaschen. Im Anschluss wurde fur
2 min Histogreen Detektionslosung (Kit E-109 (Linaris, Dossenheim)) auf die Schnitte
gegeben. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hamalaun. Vor dem Eindecken mit
Entellan wurden die Objekttrdger 3-mal mit PBS gewaschen, in ddH,O gespiilt und kurz in
Ethanol, anschlieRend in Xylol geschwenkt.

3.3.45 Nachweis apoptotischer Zellen mit der TUNEL-Methode auf Paraffinschnitten
Der Nachweis apoptotischer Hepatozyten im Leberparenchym erfolgte auf

Paraffinschnitten mit dem TUNEL (terminal transferase dUTP nick end labeling) -Assay,
der nach Herstellerangaben mit dem ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Kit
(Merck Millipore GmbH, Schwalbach) durchgefiihrt wurde. Das Prinzip beruht auf der
Markierung von DNA-Bruchstiicken apoptotischer Zellkerne mit dUTP-Nukleotiden durch
die Terminale Transferase. Mit Hilfe von ImageJ wurde der prozentuale Anteil der
TUNEL-positiven, apoptotischen Zellen an der Gesamtzahl der Hepatozyten auf dem
Paraffinschnitt quantitativ erfasst.

3.3.4.6  Nachweis proliferierender Hepatozyten mittels Ki67-Farbung auf Paraffinschnitten
Das Protein Ki67 ist wahrend aller Phasen der Mitose im Zellkern detektierbar, so dass

sein Nachweis die quantitative Erfassung proliferierender Zellen im Leberparenchym



Material und Methoden

erlaubt. Nach der Demaskierung wie unter 3.3.2 beschrieben wurden die Schnitte fir 30
min in Eiswasser abgekihlt und danach fir 30 min mit 3 % H,0O, bei 4 °C inkubiert. Nach
Waschen der Schnitte in PBS fiur 5 min wurden die Schnitte mit einer BSA-
Blockierungslosung (5 % BSA + 0,5% Tween) in PBS) fur 90 min in einer feuchten
Kammer bei RT inkubiert, worauf erneut mit einer Avidin- und Biotin-
Blockierungslosung (Vector-Kit SP-2001 (Linaris, Dossenheim)) fir je 20 min inkubiert
wurde. Der 1:200 mit 1 % BSA in PBS verdunnte primére Antikorper (Ki-67 ab66155
(abcam, Cambridge UK)) wurde tUber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer auf die
Schnitte gegeben und anschlieRend 3-mal fir 5 min in PBS gewaschen. Die Inkubation mit
dem 1:200 verdiinnten sekundéren Antikorper (Biotin-SP-conjugated affiniPure Goat Anit-
Rabbit IgG 111-065-003 (Dianova, Hamburg)) wurde fir 60 min bei RT in einer feuchten
Kammer durchgefiihrt. Danach wurde erneut 3-mal fir 5 Min mit PBS gewaschen und mit
ABC-Reagenz (Vector-Kit PK-6100 (Linaris, Dossenheim)) fir 30 min inkubiert. Nach 2-
minutiger Inkubation mit Histogreen Detektionslosung (Kit E-109 von Linaris,
Dossenheim) wurden die Objekttrager 3-mal mit PBS gewaschen, in ddH,O gespiilt, kurz
in Ethanol, dann in Xylol geschwenkt und anschlieBend mit Entellan (von Merck Millipore
GmbH, Schwalbach) eingedeckt.

3.3.4.7 Nachweis proliferierender Hepatozyten mittels PCNA-Farbung auf
Paraffinschnitten
Das Protein Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) ist wéhrend der DNA-Replikation

(S-Phase des Zellzyklus) im Zellkern nachweisbar, so dass seine Quantifizierung eine
Aussage Uber den Anteil proliferierender Hepatozyten im Leberparenchym erlaubt. Nach
der Demaskierung wie unter 3.3.2 beschrieben wurden die Schnitte fir 30 min in
Eiswasser abgekuhlt und danach fur 30 min mit 3% H,0O, bei 4 °C inkubiert. Nach
Waschen der Schnitte in PBS fur 5 min wurden diese mit einer BSA-Blockierungslosung
(5 % BSA + 0,5 % Tween in PBS) fur 60 min in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert.
Im Anschluss erfolgte die Blockierung mit einer Avidin- und Biotin- Blockierungslésung
(Vector-Kit SP-2001 Linaris, Dossenheim) fir je 30 min. Der 1:250 mit 1 % BSA in PBS
verdunnte primére Antikorper (PCNA GTX20029 (Gene Tex Inc. Irvine, USA)) wurde
uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer auf die Schnitte gegeben, dann 3 Mal fir 5
min in PBS gewaschen und anschlieBend mit dem 1:200 in PBS mit 1 % Horse Serum
verdunnten sekundaren Antikorper (Horse-Anti-Mouse Biotin  (Vector, Linaris,
Dossenheim)) fir 60 min bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Schnitte wurden

erneut 3 Mal fir 5 min mit PBS gewaschen und mit ABC-Reagenz fur 30 min inkubiert.
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Nach der anschlieBenden 10-15-minttigen Inkubation in DAB-LOsung wurden alle
Zellkerne durch die Inkubation der Schnitte fir 30 s in Hamalaun und anschlieRendem
Blauen in Leitungswasser gefarbt und wie unter 3.3.2 beschrieben, entwassert und

eingedeckt.

3.3.4.8 Nachweis humaner Zellen mittels HepPar1-Farbung auf Paraffinschnitten
Unter Verwendung des fiir das humane Antigen HepParl spezifischen Antikorpers lassen

sich selektiv. humane Zelltransplantate in dem fir das Antigen negativen
Mausleberparenchym nachweisen. Nach der Demaskierung wie unter 3.3.2 beschrieben
wurden die Schnitte fir 30 min in Eiswasser abgekuhlt und dann fir 30 min mit einer
Mischung aus 20 ml 30 % H,0, und 180 ml Methanol bei 4 °C fixiert. Nach dem Waschen
der Schnitte in PBS fur 5 min wurden diese mit einer BSA-Blockierungslésung fir 60 min
in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert. Der 1:50 mit 1 % BSA in PBS verdinnte
primére Antikorper (HepParl M7158 (Dako Deutschland GmbH, Hamburg)) wurde tber
Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer auf die Schnitte gegeben, anschlielend 3 Mal fiir
5 min in PBS gewaschen und danach mit dem 1:200 in PBS verdunnten sekundéren
Antikorper (Goat-Anti-Mouse HPR 554002 (BD, Heidelberg)) fur 60 min bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Schnitte wurden erneut 3 Mal
fiir 5 min mit PBS gewaschen und mit DAB-LGsung nach Herstellerangaben fur 10-15 min
behandelt. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hamalaun fir 30 s und
anschlieBendem Bldauen in Leitungswasser. Die Praparate wurden wie unter 3.3.2.

beschrieben eingedeckt und ausgewertet.

3.4 Tierexperimentelle Arbeiten
Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden unter strenger Einhaltung der im

Tierschutzgesetz verankerten Richtlinien durchgefihrt und durch die zusténdige
Landesbehorde genehmigt (TV Nummern: 203.6.1-42205-2-673 MLU, 203.6.1-42205-2-
905 MLU, 203.6.1-42205-2-981 MLU, 203.6.1-42205-2-732 MLU, 203.6.1-42205-2-1032
MLU). Die Versuchstierhaltung erfolgte unter 12 h Tag-Nacht- Rhythmus bei konstanter

Temperatur von 25 °C und Fitterung einer Standarddiat fir Nager.
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3.4.1 Zelltransplantation

3.4.1.1 Hepatozytentransplantation in der Ratte

Nach Einleitung der Narkose mit 2 Vol.-% Isofluran (Baxter Deutschland GmbH,
UnterschlieBheim) und einer Sauerstoffflussrate von 2 I/min, erfolgte die Rasur und
Desinfektion (Betaisodona® Lésung (Mundipharma GmbH, Limburg)) des Abdomens.
Nach der Préparation der abdominalen Muskulatur wurde die Abdominalhdhle mit einer
Schere und einer chirurgischen Pinzette zirka 5 cm er6ffnet. Nach Fixierung des Retraktors
(Abb. 2 (1) 1) wurde der linke laterale Leberlappen proximal ligiert (3-0, PET Faden,
geflochten, beschichtet (Catgut GmbH, Markneukirchen)) und resiziert (1/3 partielle
Hepatektomie) (Abb. 2 (1) 1I+11l.). Die Darmschlingen wurden aus der Bauchhéhle
gezogen, um so die Vena portae zugénglich zu machen. Nun erfolgte die Transplantation
der Hepatozyten (7,5 x 10° mit einer 1 ml Spritze und einer 25G Kaniile (beides BD,
Heidelberg). Die Zellen wurden langsam und gleichmalig tUber einen Zeitraum von 2 min
iiber die Vena portae (Abb. 2 (2) IV) infundiert. Nach der Infusion erfolgte die Blutstillung
an der Vena portae mit oxidierter regenerierter Zellulose (TABOTAMP®
(Johnson&Johnson Medical GmbH, Norderstedt)). Nach Zuriickverlagerung der
Darmschlingen in die Bauchhohle wurde diese mit einer Naht (3-0 USP PGA-Faden
geflochten und resorbierbar, DS 19 (Catgut GmbH, Markneukirchen)) verschlossen und
die Narkose ausgeleitet.

Abb.2 Transplantation von Hepatozyten in die Rattenleber
@ zeigt die 1/3 Hepatektomie und @ zeigt die Injektion der Hepatozyten in die Portalvene. |
Retraktor; Il linker lateraler Leberlappen; Il 3-0 Ligatur; IV Vena portae

3.4.1.2 Stammzelltransplantation in der Maus
Die Vorbereitung des Tieres erfolgte wie unter 3.4.1.1 beschrieben. Die Abdominalhohle

wurde entlang der Linea alba mit einem 1 cm langen Schnitt er6ffnet und der linke laterale
Leberlappen wurde ligiert und resiziert. Nach Verschluss der Abdominalhdhle mit einer 3-
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0 Naht (PGA-Faden geflochten und resorbierbar, DS 16 (Catgut GmbH, Markneukirchen))
erfolgte erneut die Erdéffnung der Abdominalhdhle mit einem 0,5 cm langen Schnitt
unterhalb des linken Rippenbogens. Mit Hilfe einer Pinzette wurde die Milz am
Fettgewebe aus der Abdominalhéhle gezogen und median mit einer Ligatur (3-0, PET
Faden, geflochten, beschichtet (Catgut GmbH, Markneukirchen)) ligiert (Abb. 3 (1) I1.)
Zur Injektion der Zellen wurde mit einer 1 ml Spritze und einer 29G Kaniile der apikale
Pol der Milz (Abb. 3 (1) 1) punktiert und mit der Ligatur so fixiert, dass ein Verrutschen
der Kaniile verhindert wurde. Die Zellen (1 x 10° 14 Tage hepatogen differenzierte
hMSC) wurden nun langsam und gleichmdaRig tber einen Zeitraum von zirka 2 min
injiziert. Nach der Injektion wurde die Kanule langsam aus der Milz entfernt und dabei die
Ligatur fest zugezogen, um eine Blutung aus dem Milzpol zu vermeiden (Abb. 3 (2)). Die
Zellen konnten nun aus der Vena lienalis tiber die Vena portae in die Leber abflieRen. Die
Milz wurde anschlieBend mit Hilfe eines Wattestdbchens wieder zurlick in die
Abdominalhthle verlagert. Mit einer Naht (3-0 USP PGA-Faden geflochten und
resorbierbar, DS 16 (Catgut GmbH, Markneukirchen) wurde diese dann wieder

verschlossen und die Narkose langsam ausgeleitet.

Abb.3 Transplantation von hMSCs in die Milz der Maus
@ zeigt die Ligation der Milz und @ zeigt die Injektion der hMSCs in den apikalen Pol der Milz. |
Apikaler Milzpol; Il 3-0 Ligatur

3.4.1.3 Systemische Stammzelltransplantation in der Ratte
Nach Einleitung der Narkose mit 2 Vol.-% Isofluran (Baxter Deutschland GmbH,

UnterschlieBheim) und einer Sauerstoffflussrate von 2 I/min erfolgte zur systemischen
Applikation der Stammzellen Uber die Schwanzvene die Desinfektion der Schwanzwurzel
der Ratte mit 70 %-igem Ethanol. Nach Punktion der Schwanzvene mit einer 26G Kaniile
(BD, Heidelberg) wurden die Zellen (1,5 x 10°, 14 Tage hepatogen differenzierte rMSC)

langsam Uber die Kanule infundiert.
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3.4.2 Vorbehandlung der Empfangertiere

3.4.2.1 Retrorsin
Retrorsin hemmt die Proliferation der Hepatozyten im Wirtsparenchym nachhaltig und

verschafft so transplantierten Zellen einen Proliferationsvorteil [30]. Vier und sechs
Wochen vor der Hepatozytentransplantation erhielten die CD26-negativen F344-Fischer
Empfanger-Ratten jeweils eine Retrorsininjektion (Sigma-Aldrich GmbH, Minchen) von
30 mg/kg i.p.

3.4.2.2 Propranolol
Der R-Rezeptorantagonist Propranolol hemmt transient die Proliferation der Hepatozyten

im Wirtsleberparenchym, so dass fur transplantierte Zellen ein initialer Wachstumsvorteil
geschaffen wird [73]. Dieses Verfahren wurde bei den Versuchen zur akuten
Leberschadigung der Mausleber durch Paracetamol angewendet. Drei Tage vor der
Paracetamolintoxikation erhielten die Pfp/Rag2”" Mause 60 mg/ kg Korpergewicht
Propranololhydrochlorid (Merck Millipore GmbH, Schwalbach), welches uber das

Trinkwasser verabreicht wurde.

3.4.3 Immunsuppression

3.4.3.1 Behandlung mit Cyclosporin A
Die Immunsuppression mit Cyclosporin A (Sandimmun® (Novartis Pharma GmbH,

Nirnberg)) wurde direkt nach der allogenen Hepatozytentransplantation begonnen und
dann téglich bis zum Tag der Leberentnahme mit einer i.p. Injektion von 7,5 mg/ kg
Kaorpergewicht fortgesetzt. Der Blutspiegel an Cyclosporin A in den immunsupprimierten

Tieren betrug zwischen 1500-2000 ng/ml.

3.4.3.2 Behandlung mit Mycophenolat
Die Immunsuppression mit Mycophenolat (CellCept® (Roche, Grenzach-Wyhlen)) wurde

direkt nach der allogenen Hepatozytentransplantation begonnen und dann bis zum Tag der
Leberentnahme mit einer téglichen i.p. Injektion von 7,5 mg/ kg Korpergewicht

fortgesetzt.

3.4.3.3 Behandlung mit Gadoliniumchlorid
Zur Depletion der leberresidenten Makrophagen (Kupfferzellen) wurde 24 Stunden vor der

allogenen Hepatozytentransplantation den Empféangertieren 12 mg/kg Korpergewicht
Gadoliniumchlorid-Lésung (Sigma-Aldrich GmbH, Minchen) Uber die Schwanzvene

appliziert.
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3.4.4 Akute Leberschadigung durch Paracetamolintoxikation
Bei den Pfp/Rag2” Mausen wurde der akute Leberschaden 24 h vor der Transplantation

der hMSC durch eine einmalige Injektion von 735 mg Paracetamol (Sigma-Aldrich GmbH,
Minchen) je kg Kdrpergewicht i.p. erzeugt.

Die CD26-negativen F344-Fischer-Ratten bekamen 3-mal je 4 g Paracetamol (Sigma-
Aldrich GmbH, Miinchen) je kg Korpergewicht oral verabreicht. 6 h nach der letzten
Paracetamolgabe erfolgte die Transplantation von 1,5 x 10° rMSC (14 Tage hepatogen

differenziert) systemisch tber die Schwanzvene.

3.4.5 Chronischen Leberschadigung durch CCl,-Inhalation
Uber 12 Wochen erfolgte 3 Mal wochentlich die  Applikation von

Tetrachlorkohlenwasserstoff (CCl, (Sigma-Aldrich GmbH, Minchen)) fur 2 min durch
Inhalation. Zusétzlich erhielten die Tiere 0,35 mg/l Phenobarbital (Sigma-Aldrich GmbH,
Minchen) Uber das Trinkwasser. Die Gabe von CCl, und Phenobarbital fiihrte bereits nach
12 Wochen zu einer histologisch nachweisbaren, fibrotischen Veranderung der

Leberarchitektur.

3.4.6 Blutentnahme und Aufarbeitung der Proben zur Bestimmung der
Laborparameter
Die Bestimmung von AST, ALT, Albumin und Bilirubin erfolgte im Blutserum durch das

Zentrallaboratorium des Universitatsklinikums Halle (UKH). Zur Blutentnahme wurde die
Vena cava inferior oder die Vena jugularis punktiert und das Blut in eine Serum-
Monovette® (Sarstedt AG & Co., Niimbrecht) gezogen. Die so gewonnenen Blutproben
konnten bis zu 24 h bei 4°C gelagert werden. Zur Abtrennung der zelluléren
Blutbestandteile erfolgte eine Zentrifugation der Proben bei 3000 x g fiir 5 min.

Die Bestimmung des INR im Citratblut und die Bestimmung des Cyclosporin A-Spiegels
im EGTA-Vollblut erfolgten ebenfalls durch das Zentrallaboratorium des UKH. Dazu

wurde das Blut in die entsprechenden = Monovetten®  aufgenommen.
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4 Ergebnisse
Der Klinische Erfolg der Hepatozytentransplantation scheitert unter anderem an der

schlechten Repopularisierung der Empfangerleber durch die Spenderhepatozyten. Daher
wurden zundchst im Rattenmodell Mdglichkeiten zur Verbesserung der Effizienz der
Hepatozytentransplantation getestet. Eine Mdoglichkeit besteht in der Verbesserung der
immunsuppressiven Strategie zur Verringerung eventueller AbstoRungsreaktionen. Im 2.
Abschnitt wurden dann alternative Zellressourcen untersucht, um den Mangel an
Spenderlebern zur Isolierung von Hepatozyten abzumildern. Dazu wurde die
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in Hepatozyten-ahnliche Zellen
untersucht. Zur Ubertragbarkeit auf ein der menschlichen Situation néheren

GroRtiermodell wurden auch Stammzellen aus dem Schwein getestet.

4.1 Vergleich der zeitabhangigen Integration syngener und allogener
Hepatozyten nach Transplantation im Rattenmodell
Zunéchst wurde die zeitabhéngige Integration von portalvends applizierten syngenen (von

genetisch identischen Individuen stammend) und allogenen Hepatozyten (von genetisch
verschiedenen Individuen stammend) verglichen. Dabei stand im Fokus unserer
Betrachtung, ob allogene Hepatozyten trotz Applikation Uber die Portalvene abgestoRen
werden und wenn ja, wann diese AbstoRung erfolgt. Zum Uberblick ist der Versuchsablauf
in Abb. 4 schematisch dargestellt. 6 Wochen und 4 Wochen vor allogener bzw. syngener
Hepatozytentransplantation erfolgte die VVorbehandlung der Empfangertiere mit Retrorsin.
Zum Transplantationszeitpunkt (0 h) erfolgte zusatzlich eine 1/3 Hepatektomie. Die
Lebern der Empfangertiere wurden 4 h, 16 h, 24 h, 5 Tage und 3 Wochen nach der

Transplantation histologisch ausgewertet.

T l
\\ syngene vs. allogene
] Hepatozyten
" . Retrorsin Transplantation :
“_ 30 mg/kg i.p. 1/3PH Entnahmezeitpunkte
Alter: 8 Wochen 6w 4w Oh 4h 16h 24h 5d 3w
DPPIV/

Abb.4 Ubersicht zum Versuchsverlauf der allogenen/syngenen Hepatozytentransplantation

8 Wochen alte Empfangertiere (DPPIV'/') wurden 6 und 4 Wochen vor der Transplantation mit Retrorsin (30
mg/kg i.p.) vorbehandelt. Nach einer 1/3 Hepatektomie (PH) erfolgte die portalvendse Applikation von
7,5 x 10° allogenen bzw. syngenen Hepatozyten. Nach 4 h, 16 h, 24 h, 5 d und 3 w erfolgte die Leberentnahme
und die histologische Auswertung.
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Bereits vier Stunden nach der portalventsen Injektion der syngenen, primaren Wildtyp-
Spenderhepatozyten (CD26-positiv) konnten diese erstmals im Leberparenchym des
Empfangertieres nachgewiesen werden (Abb. 5A). Zunéchst befanden sich die
Spenderzellen in den Portalgefalen oder in deren unmittelbarer Nahe. 16 h und 24 h nach
der Zellinjektion waren einzelne Spenderzellen im Empfangerparenchym detektierbar. Zu
diesen Zeitpunkten scheinen die Spenderhepatozyten noch nicht vollstdndig im
Empfangerparenchym integriert zu sein, da die diffuse CD26-Farbung auf eine Verteilung
auf der gesamten Zelloberflache hinweist. 5 Tage nach der Transplantation waren bereits
kleine (1-3 Zellen), im Parenchym integrierte Cluster von Spenderhepatozyten zu sehen.
Die Expression von CD26 war nun membranstandig auf der apikalen Seite der
Spenderhepatozyten lokalisiert. Das deutet darauf hin, dass die Spenderzellen funktionelle
Kontakte mit den benachbarten Hepatozyten des Wirtsparenchyms ausbilden. 3 Wochen
nach der Hepatozyteninjektion waren die Cluster auf eine Gréflie von 5-8 Spenderzellen
angewachsen (Abb. 5 A).

Nach der Transplantation von allogenen Spenderhepatozyten (Abb. 5 B) unterscheidet sich
die Verteilung und Integration der Zellen bis zum Tag 5 nach Spenderzellinjektion nicht
von dem syngenen Transplantationsmodell. Auch hier persistierten bis zum Tag 5 nach
Transplantation deutlich parenchymal integrierte Cluster allogener Zellen. Hingegen 3
Wochen nach der Zelltransplantation konnten keine allogenen Spenderzellen mehr im
Leberparenchym der Empféngertiere  nachgewiesen werden. Die allogenen
Spenderhepatozyten wurden also im Zeitraum von 5 Tagen bis 3 Wochen nach der
Transplantation aus dem Empféngerparenchym eliminiert, so dass eine immunsuppressive

Therapie zur langfristigen Persistenz allogener Hepatozyten erfolgen muss.
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Abb.5 Vergleich der Transplantation syngener (A) und allogener (B) Hepatozyten
Gezeigt ist der enzymatische CD26-Nachweis der transplantierten
Spenderhepatozyten (rot) im CD26-negativen Empfangerparenchym 4 h, 16 h, 24
h, 5 d und 3 Wochen (w) nach der Transplantation. Die Applikation der syngenen
(A) sowie allogenen (B) Hepatozyten (7,5 x 10° ) erfolgte lber die Portalvene.
Zellkerne des Empfangerparenchyms sind mit Hamalaun (blau) angefarbt. Die
Pfeile weisen auf die Spenderhepatozyten. Gezeigt sind reprasentative Bilder aus
jeweils 3 Tieren. (VergréRerung: 100x)
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4.2 Immunsuppression nach allogener Hepatozytentransplantation

4.2.1 Lebermakrophagen sind notwendig aber nicht ausschlieRlich an der
AbstoRung beteiligt
Dass die leberresidenten Makrophagen (Kupfferzellen) an der Eliminierung syngener

transplantierter Hepatozyten aus den Sinusoiden beteiligt sind, wurde von Joseph et. al
gezeigt [74]. Um eine bessere Akzeptanz der allogenen Spenderzellen im
Empféangerparenchym zu erzielen, wurde deshalb zundchst untersucht, inwieweit die
Kupfferzellen an der AbstoRung beteiligt sind. Experimentell konnen Kupfferzellen durch
Gadoliniumchlorid eliminiert werden [75]. Daher wurden die Empfangertiere 24 h vor der
Transplantation mit einer einmaligen intravendsen Injektion von Gadoliniumchlorid
(GdCl3) vorbehandelt und die Integration allogener Hepatozyten 3 Wochen nach
Transplantation untersucht (Abb. 6).

Abb.6 AbstoBung allogener Hepatozyten nach Kupferzelldepletion

Transplantierte Spenderhepatozyten (rot) wurden durch den enzymatischen Nachweis des CD26 im
ansonsten negativen Empfangerparenchym 3 Wochen nach allogener Hepatozytentransplantation in
Kryoschnitten detektiert. (A) zeigt einen Leberschnitt aus einer unbehandelten Leber und (B) einen Schnitt
aus der Leber eines Tieres, das einmalig mit GdCl; (12mg/kg) Uber die Schwanzvene zur Depletion der
Kupfferzellen behandelt wurde. In (C) ist eine syngene Kontrolle gezeigt. Die Applikation der allogenen
Hepatozyten (7,5 x 10° ) erfolgte Uber die Portalvene. Zellkerne des Empfangerparenchyms sind mit
Hamalaun (blau) angefarbt. Die Pfeile weisen auf die Spenderhepatozyten. Gezeigt sind reprasentative Bilder
aus jeweils 3 Tieren. (VergroRerung: 100x)

Die Behandlung mit GdCls fuhrte nicht zu einer verbesserten Transplantatakzeptanz.
3 Wochen nach der Transplantation waren keine allogenen Spenderhepatozyten im
Empfangerleberparenchym nachweisbar (Abb. 6 B). Dies kdnnte darauf zurtick zu fiihren
sein, dass die Gadoliniumchlorid-Behandlung nicht zur Depletion der Kupfferzellen fihrte.
Um dies auszuschlieBen, wurde 3 Wochen nach Transplantation die Nichtparenchym-
zellfraktion der Leber isoliert und die Kupfferzellen mittels Objekttrager-basierter

zytometrischer Analyse nachgewiesen (Abb.7). In Empfangern ohne Gadoliniumchlorid-
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Behandlung konnten zirka 20 % Kupfferzellen innerhalb der Nichtparenchymzellfraktion
detektiert werden (Abb. 7 A, B).

Im Gegensatz dazu wurden in Empfangern nach Gadoliniumchlorid-Behandlung nur noch
zirka 1 % Kupfferzellen in der Nicht-Parenchymzellfraktion detektiert (Abb. 7 C). Die
Depletion der Kupfferzellen durch Gadoliniumchlorid war somit weitgehend erfolgreich,
so dass davon ausgegangen werden kann, dass noch andere Immunzellen an der AbstoRung

der allogenen Hepatozyten beteiligt sind.

Uberlagerung
Dot plot Histogramm c Dot plot Histogramm
Primary Primary Primary Primary
= = 19,8 % = § 1,2%
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Abb.7 Objekttrager-basierte zytometrische Analyse von Kupfferzellen in Lebern aus Tieren ohne (A, B) und
mit GdCl;-Behandlung (C)

In (A) wurden Kupfferzellen der nichtparenchymalen Leberzellfraktion immuncytochemisch detektiert
(priméarer Antikérper: His36 mouse anti rat 1:300; sekundarer Antikorper: FITC goat anti mouse 1:400).
Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. Die fur die quantitative Analyse durch das Zytometer erfaBten FITC-
positiven Zellen sind rot umrahmt. (B) und (C) zeigen die quantitative Objekttrdager-basierte Analyse
(Histogramm und Dot plot) der Nicht-Parenchymzellfraktion der Leber. (n=6)

4.2.2 Beteiligung von T- und B-Zellen an der Absto3ung von
Hepatozytentransplantaten
Um die Beteiligung von T-Zellen an der Abstoflung von Hepatozytentransplantaten zu

untersuchen, wurden zwei in der klinischen Anwendung ubliche Immunsuppressiva

getestet: Cyclosporin A, welches als Calcineurininhibitor die Aktivierung von T-Zellen
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unterdriickt und ein Inhibitor der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase, das Mycophenolat.
Mycophenolat inhibiert als Zytostatikum die Proliferation von T- und B- Zellen.

Der Versuchsablauf ist in Abb. 8 schematisch dargestellt. Zum Zeitpunkt 0 h wurden nach
Retrorsinbehandlung und 1/3 Hepatektomie allogene Hepatozyten (DPPIV*"*) in 8 Wochen
alte DPPIV" F344 Fischer-Ratten portalvends transplantiert. Dabei wurden eine
Versuchsgruppe bis zum Entnahmezeitpunkt mit Cyclosporin und eine weitere

Versuchsgruppe mit Mycophenolat immunsupprimiert.

S Hepatozyten-
Transplantation
M A™ Retrorsin DPPIV** :
" . Entnahmezeitpunkt
A
Y 30 mg/kg i.p. 1/3PH
Alter: 8 Wochen 6w 4w 0h 3w
DPPIV-*
| i.p. Cyclosporin 7,5 mg/kg/d >
[ ip. Mycophenolat 7,5 mgikg/d >

Abb.8 Ubersicht zum Versuchsverlauf der allogenen Hepatozytentransplantation mit Immunsupression

8 Wochen alte Empféangertiere (DPPIV"/") wurden 6 und 4 Wochen vor der Transplantation mit Retrorsin (30
mg/kg i.p.) vorbehandelt. Nach einer 1/3 Hepatektomie (PH) erfolgte die portalventse Applikation von
7,5x106 allogenen Hepatozyten. Nach 3 wochiger, taglicher Immunsuppression mit Mycophenolat oder
Cyclosporin erfolgte die Leberentnahme bzw. histologische Auswertung.

Abb.9 Transplantation allogener Hepatozyten mit Mycophenolat- oder Cyclosporin-Behandlung

als Immunsupression

Transplantierte Spenderhepatozyten (rot) wurden durch den enzymatischen Nachweis des CD26 im
ansonsten negativen Empfangerparenchym 3 Wochen nach allogener Hepatozytentransplantation in
Kryoschnitten detektiert. (A) zeigt einen Leberschnitt eines Tieres unter taglicher Immunsupression mit
Mycophenolat (7,5 mg/kg, i.p.) und (B) zeigt einen Leberschnitt eines Tieres unter taglicher Immunsupression
mit Cyclosporin (7,5mg/kg, i.p.). In (C) ist eine syngene und in (D) ist eine allogene Kontrolle ohne
Immunsupression gezeigt. Die Applikation der allogenen bzw. syngenen Hepatozyten (7,5 x 10° ) erfolgte liber
die Portalvene. Zellkerne des Empfangerparenchyms sind mit Himalaun (blau) angefarbt. Die Pfeile weisen
auf die Spenderhepatozyten. Gezeigt sind reprasentative Bilder aus jeweils 3 Tieren. (VergroRerung: 100x)

Die tagliche Behandlung der Empfangertiere mit Mycophenolat ergab, dass zwar allogene
Spenderzellen 3 Wochen nach der Transplantation im Empfangerparenchym persistierten,
die ClustergroRe jedoch nicht wie im syngenen Transplantationsmodell auf 5-8

Spenderzellen angewachsen war (Vergleiche Abb. 9 A mit Abb. 9 C). Mycophenolat
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verhindert somit zwar die AbstolRung der allogenen Spenderhepatozyten, beeintrachtigt
aber aufgrund seiner zytostatischen Wirkung zugleich deren Ausbreitung im
Empfangerparenchym.

3 Wochen nach allogener Hepatozytentransplantation bei téglicher Behandlung mit
Cyclosporin A konnten Cluster von 5-8 Spenderzellen im Empfangerparenchym
nachgewiesen werden (Abb. 9 B). Die Immunsuppression mit Cyclosporin verhinderte
somit effektiv die AbstoRung der allogenen Hepatozyten. Daraus kann geschlossen
werden, dass erwartungsgemal T- und B-Zellen an der AbstoBungsreaktion beteiligt
waren. Zusatzlich ist festzustellen, dass in Gegenwart von Cyclosporin A wesentlich mehr
Cluster allogener Spenderzellen im Leberparenchym persistierten als nach syngener
Hepatozytentransplantation ohne Immunsuppression (Vergleiche Abb. 9 B mit Abb. 9 C).
Dies weist darauf hin, dass Cyclosporin A die Repopularisierung verbesserte. Sollte diese
Hypothese richtig sein, dann misste dies auch im syngenen Transplantationsmodell der
Fall sein.

4.3 Verbesserung der Repopularisierung des Empféangerparenchyms durch
Cyclosporin A im syngenen Transplantationsmodell
Um zu untersuchen, ob Cyclosporin A die Integrationsrate von transplantierten

Hepatozyten generell erhdht, wurden F344 CD26-negative Empfangerratten unmittelbar
nach der Transplantation syngener Hepatozyten aus Wildtyp-Ratten mit Cyclosporin A
behandelt und mit Empfangern ohne Cyclosporinbehandlung verglichen.

Auch im syngenen Transplantationsmodell konnten 5 Tage nach Transplantation
wesentlich mehr Spenderzellcluster in Empfangern mit Cyclosporinbehandlung (Abb. 10
A) detektiert werden als in Empféngern ohne Cyclosporinbehandlung (Abb. 10 C). So
betrug die mittels FACS quantifizierte Repopularisierungsrate mit syngenen Hepatozyten
nach 5 Tagen mit Cyclosporin A 1% (Abb. 10 B). Im Gegensatz dazu betrug die
Repopularisierungsrate in Empfangern ohne Behandlung nur 0,5 % (Abb. 10 D).
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Abb.10 Quantifizierung der Repopularisierungsrate des Empfangerparenchyms durch syngene
Spenderhepatozyten

In (A) sind Kryoschnitte aus Lebern von Empféangertieren, welche mit Cyclosporin A (7,5 mg/kg/d) behandelt
wurden, und in (C) aus Lebern von unbehandelten Tieren 5 Tage und 3 Wochen nach
Hepatozytentransplantation gezeigt. Spenderhepatozyten (rot) wurden enzymatisch durch die CD26-Aktivitat
nachgewiesen. Die Zellkerne wurden mit Hamalaun (blau) visualisiert. Die Pfeile weisen auf Cluster von
Spenderhepatozyten. (VergroRerung: 100x) (B) und (D) zeigen die mittels Durchflusszytometrie bestimmten
Dot plots der quantitativen Analyse der Spenderhepatozyten im Empfangerparenchym (n=3) 5 Tage und 3
Wochen nach Zelltransplantation.

3 Wochen nach der Transplantation war die Repopularisierungsrate mit syngenen
Spenderhepatozyten nach Cyclosporinbehandlung zehnfach héher als in Empféangertieren
ohne Behandlung (Vergleiche Abb. 10 A und B mit Abb. 10 C und D). Um
auszuschlielen, dass diese Erhohung der Repopularisierungsrate selbst im syngenen
Transplantationsmodell auf durch Cyclosporin A unterdriickte immunologische Effekte
zurlickzufuhren war, wurde die Cyclosporin Behandlung nach 5 Tagen abgebrochen und
die Repopularisierung 3 Wochen nach der Transplantation im Vergleich zu bis dahin
ununterbrochen behandelten Tieren bestimmt. Die Repopularisierungsrate war in
Empfangerlebern mit durchgehender Cyclosporin Behandlung nicht unterschiedlich von
Empfangerlebern aus Tieren nach Abbruch der Behandlung.

Die Verbesserung der Repopularisierungsrate durch Cyclosporin A kénnte zwei Ursachen
haben. (1) Cyclosporin A stimuliert die Proliferation der Spenderhepatozyten im
Wirtsparenchym. Dagegen spricht die Tatsache, dass die Zellcluster in behandelten und
unbehandelten Tieren gleich groR waren. (2) Cyclosporin A verbessert den Ubertritt der
Spenderzellen ins Wirtsparenchym, so dass mehr voneinander unabhangige Cluster
entstehen konnen. Der Ubertritt der Spenderzellen ins Parenchym wird im Wesentlichen
durch die Endothelzellbarriere bestimmt. In friiheren Versuchen anderer Gruppen wurde
gezeigt, dass nach Zerstorung der Endothelien eine Verbesserung der Repopularisierung

erreicht werden konnte [76]. Daher wurde die Hypothese, dass Cyclosporin unabhéngig
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von seiner immunsuppressiven Wirkung den Ubertritt der Spenderzellen ber die
Endothelbarriere beglnstigt, untersucht. Dazu wurden in Lebern aus behandelten und
unbehandelten Empféangertieren die sinusoidalen Endothelien immunhistochemisch anhand

der Expression des Oberflachenproteins Ox-43 angefarbt (Abb. 11).

DAPI Ox-43 Uberlagerung

A ---
| ---

Abb.11 Visualisierung von Leberendothelien aus unbehandelten Tieren (A) und nach Behandlung mit
Cyclosporin A (B) mittels immunhistochemischer Detektion des Markers Ox-43

Gezeigt ist die Endothelzellfarbung (priméarer Antikorper: mouse anti rat Ox-43 (1:00) und sekundarer
Antikorper: FITC anti mouse (1:200)) in Lebern aus Empfangertieren 3 Wochen nach der Transplantation von
Hepatozyten. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). (VergroRerung 100 x) Cyclosporin A wurde
taglich (7,5 mg/kg) verabreicht. In behandelten Tieren (B) ist eine deutlich verminderte Detektion von Ox-43
sichtbar. Gezeigt sind reprédsentative Bilder aus jeweils 3 Tieren.

3 Wochen nach Hepatozytentransplantation waren in Lebern aus mit Cyclosporin A
behandelten Tieren deutlich geringere Immunfluoreszenzsignale von Ox-43 (Abb. 11 B) zu
erkennen als in Empfangern ohne Cyclosporinbehandlung (Abb. 11 A). Vorausgesetzt,
dass die Expression von Ox-43 durch Cyclosporin A nicht vermindert wurde, kdnnte
Cyclosporin A also zur Offnung der Endothelien fiihren, so dass mehr Spenderhepatozyten

ins Parenchym Ubertreten und somit die Repopularisierung verbessert werden kann.

Zusammenfassend  lasst  sich  sagen, dass die  Immunsuppression  nach

Hepatozytentransplantation durch nicht zytostatisch wirkende Immunsupressiva erfolgen
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sollte. Dariiber hinaus konnten Verfahren, die den Ubertritt der transplantierten Zellen (iber
das Endothel erleichtern, die Effizienz der Hepatozytentransplantation verbessern.
Cyclosporin A, das Klinisch haufig zur Immunsuppression nach Organtransplantation

angewendet wird, kénnte hier Mittel der Wahl sein.

4.4 lsolierung und Charakterisierung mesenchymaler Stammzellen aus dem
Fettgewebe der Ratte als Alternative zu Hepatozyten fur die
Transplantation

Aufgrund des Mangels an Spenderorganen stehen priméare Hepatozyten als Zellquelle fur

die Hepatozytentransplantation nur unzureichend zur Verfugung. Daher wurden im
Rahmen dieser Arbeit neue Zellquellen erschlossen und hinsichtlich ihrer zellul&ren
Eigenschaften und therapeutischen Anwendbarkeit im Tiermodell untersucht. Adulte,
mesenchymale Stammzellen (MSC) scheinen besonders gut geeignet zu sein, da sie im
Vergleich zu embryonalen Stammzellen weniger ethische Bedenken hervorrufen, im
Vergleich zu induzierten pluripotenten Stammzellen geringere Sicherheitsrisiken bergen
(Tumorbildung) und gut verfligbar sind [69]. In der vorliegenden Arbeit wurden die MSC
der Ratte untersucht, da verschiedene Modelle fur Lebererkrankungen zur Verfligung

standen, in denen die therapeutische Wirksamkeit der Zellen untersucht werden konnte.

Die MSC wurden aus dem viszeralen Fettgewebe der Ratte (rMSC) isoliert und im
undifferenzierten Zustand mittels FACS-Analyse auf das Vorhandensein von
stammzellspezifischen Markern Uberprift (Abb. 12).

Es musste sich auf eine Auswahl beschrankt werden, da fir die Ratte nur wenige
Antikorper fur die Analyse kommerziell zur Verfugung standen. Es konnte gezeigt werden,
dass die rMSC das fir mesenchymale Stammzellen charakteristische Oberflachenmolekiil
CD44 zu zirka 40 % auf ihrer Oberflache exprimierten (Abb. 12 CD44). Das ebenfalls fir
MSC charakteristische Oberflaichenmolekil CD29 wurde nahezu zu 100 % auf der
Oberflache exprimiert (Abb. 12 CD29). Im Gegensatz dazu exprimierten nur zirka 2 % der
isolierten rIMSC das hamatopoetische Oberflachenmolekil CD45 (Abb. 12 CD45). Die hier
isolierte Zellfraktion enthielt demnach Uberwiegend mesenchymale Stammzellen mit
geringer Kontamination an hdmatopoetischen Zellen.
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Abb.12 DurchfluBzytometrische Analyse von rMSCs

Gezeigt ist jeweils in (A) der Dot plot, in (B) das Histogramm und in (C) die statistische
Auswertung (n=3) der durchfluRzytometrischen Analyse flr die Oberflichenmolekiile CD44,
CD29, CD45 sowie die Isotypkontrolle in undifferenzierten, mesenchymalen Stamzellen
(rMSCs) aus dem visceralen Fettgewebe der Ratte. Mit der Isotypkontrolle wurde die
Eigenfluoreszenz der rMSC ausgeschlossen.
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Ein weiteres charakteristisches Merkmal mesenchymaler Stammzellen ist ihre multiple
Differenzierungsfahigkeit, die gemdl Definition mindestens drei verschiedene
Entwicklungslinien aufweisen soll [77]. Hier wurden osteogene, adipogene und

hepatogene Differenzierung untersucht.

Nach 8 Tagen Kultur der rMSC im adipogenen Differenzierungsmedium konnten in den
rMSC mit Sudan Il fir Adipozyten typische Lipidansammlungen detektiert werden
(Abb. 13 A). Des Weiteren konnte mittels semi-quantitativer RT-PCR die mRNA der in
Adipozyten exprimierten Lipoproteinlipase (LPL) nachgewiesen werden (Abb. 13C, oben).
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Abb. 13 Adipogene (A) und osteogene (B) Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen aus dem
visceralen Fettgewebe der Ratte

In (A) sind nach 8 Tagen adipogener Differenzierung mittels Sudan llI-Farbung typische Fettablagerung
sichbar gemacht worden (rot). In (B) ist nach 8 Tagen (8d) osteogener Differenzierung die alkalische
Phosphatase cytochemisch mittels BCIP nachgewiesen. (C) zeigt das Vorhandensein der mRNA von in
Adipozyten (LPL: Lipoproteinlipase) und Osteozyten (ON: Osteonectin) spezifisch exprimierten Genen. Cyclo:
Cyclophilin (Ladungskontrolle), nd: undiffernziert. (VergrofRerung: 100x)

Nach 8 Tagen Kultur der rMSC im osteogenen Differenzierungsmedium konnte die flr
Osteozyten spezifische, alkalische Phosphatase zytochemisch in der Zellkultur
nachgewiesen werden (Abb. 13B). Weiterhin exprimierten die 8 Tage osteogen
differenzierten rMSC das in Osteozyten spezifisch exprimierte Osteonectin (ON)

(Abb. 13C, Mitte).

21 Tage nach hepatogener Differenzierung der rMSC konnte die Einlagerung von
Glykogen mittels der PAS-Reaktion nachgewiesen werden (Abb. 14 B). Auch konnte
mittels semiquantitativer RT-PCR ein Anstieg der Expression hepatozytenspezifischer
Gene wie Transferrin, CD26 und Albumin im Verlauf der Differenzierung belegt werden.

Die Transkriptmenge der mRNA des Alphafetoproteins, welches nur in f6talen
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Hepatozyten und Tumorzellen gebildet wird, nimmt im WVerlauf der hepatogenen
Differenzierung der rMSC ab und ist an Tag 21 der Differenzierung nicht mehr
nachweisbar (Abb. 14 C). Die geringe Expression einiger der untersuchten
hepatozytenspezifischen Gene in undifferenzierten rMSC konnte auf eine gewisse

hepatozytéare Pragung der MSC aus dem Fettgewebe hinweisen.

Transferrin

CD26

Albumin

AFP

Cyclophilin .

nd 7d 14d 21d

Abb.14 Hepatogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen aus dem visceralen Fettgewebe der
Ratte

In (A) sind undifferenzierte rMSC im Phasenkontrastmikroskop dargestellt. Sie weisen die typische
spindelférmige Gestalt mesenchymaler Stammzellen auf. In (B) wurden die Zellen nach 21 Tagen hepatogener
Differenzierung mittels PAS-Farbung, die Poysaccharide wie z.B. das in Hepatozyten vorkommende Glykogen
erfasst, sichtbar gemacht. (C) zeigt die Expression von flir Hepatozyten typischen mRNA-Spezies in
undifferenzierten (nd) und fiir 7, 14, und 21 Tage in hepatogenem Differenzierungsmedium kultivierten rMSC.
AFP: Alphafetoprotein, RH: primare Rattenhepatozyten (Vergleichskontrolle), Cyclophilin: Ladungskontrolle

Zusammenfassend lassen sich also mesenchymale Stammzellen aus dem visceralen
Fettgewebe der Ratten isolieren. Diese erfullen wesentliche mesenchymale
Stammzellkriterien wie Plastikadheréanz, die Expression mesenchymaler Marker und
multiples Differenzierungspotential. Die Zellen wurden anschliefend hinsichtlich ihres
therapeutischen Potentials bei Lebererkrankungen in Tiermodellen der akuten
(Paracetamol-induziertes toxisches Leberversagen) und chronischen (CCly-induzierte

Zirrhose) Leberschadigung untersucht.
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4.5 Applikation von mesenchymalen Stammzellen bei akuter
Leberschadigung

4.5.1 Wirkung von rMSC auf die durch Paracetamol induzierte akute
Leberschadigung in der Ratte
Die Metabolisierung von Paracetamol in perivenésen Hepatozyten fiihrt zur Bildung

toxischer Endprodukte, die schlielich zum Zelluntergang fiihren. In der vorliegenden
Arbeit wurde CD26-negativen F344 Fischer-Ratten Paracetamol verabreicht. Dieses
Tiermodell wurde gewahlt, um transplantierte Stammzellen aus Wildtyp-Spendertieren
mittels des enzymatischen CD26-Nachweises im Empfangerparenchym identifizieren zu
konnen.

In Abb. 15 ist der Versuchsablauf schematisch dargestellt. 7 Wochen alte, ca. 130g
schwere DPPIV'" F344 Fischer-Ratten wurden nach 24 h Nahrungskarenz 3-mal mit
Paracetamol (4 g/kg KG) oral behandelt. 6 h nach der letzten Paracetamolgabe erfolgte die
Applikation der DPPIV*"* rMSC bzw. der PBS (Kontrollgruppe) tber die Schwanzvene.
Zu den Zeitpunkten 18 h und 24 h nach letzter Paracetamolgabe erfolgte die Entnahme und

histologische Auswertung des Lebergewebes.

o Hungern 18h 6h 6h
5 ,‘\—_ /‘\ N ,I\ /h\
I.‘ ] \ e \ \ / N\
| - |
Alt1er: 7 V\é%c:g—]» 24 h 1. 2 3. MSC (DPPIV**)
30g oder PBS
T T Applikation (Schwanzvene )
| Paracetamol (4 g/kg KG) | | Entnahme 18h nach Paracetamol Gabe >
Entnahme 24h nach Paracetamol Gabe

Abb.15 Ubersicht zum Versuchsverlauf zur Applikation von hMSC bei akuter Leberschidigung im
Rattenmodell

Nach 24h Nahrungskarenz erfolgte die dreimalige orale Gabe von Paracetamol (4g/kg KG). 6 h nach der
letzten Paracetamolgabe erfolgte die zentralventse Applikation von PBS (Kontrollgruppe) oder MSC
(Versuchsgruppe). Jeweils 18 h und 24 h nach der letzten Paracetamolgabe erfolgte die Leberentnahme bzw.
die anschliefende histologische Auswertung.

Periventse Bereiche wurden im Leberparenchym immunhistochemisch durch die Farbung
der Glutaminsynthetase identifiziert, die in 1-2 Zellschichten um die Verzweigungen der
Vena centralis (CV) herum exprimiert wird. Mittels Co-Lokalisation des AIF (Apoptosis
Inducing Factor) war nach Paracetamolbehandlung in den perivendsen Bereichen des
Leberparenchyms die fortschreitende Apoptose der Hepatozyten nachzuweisen (Abb. 16

A, GS+AIF). In der HE-Farbung zeichneten sich deutliche Nekrosen der perivendsen
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Hepatozyten anhand der geringeren Einlagerung von Eosin ins Zytoplasma ab (blassrosa
gefarbt). Mit der TUNEL-Nachweismethode konnte in Parallelschnitten in diesen
Bereichen umfangreiche Apoptose der Hepatozyten nachgewiesen und so die Ergebnisse
der AIF-Farbung bestatigt werden (Abb. 16 A, HE und TUNEL). Die Histologie der mit
PBS behandelten Tiere zeigte hingegen erwartungsgemaR eine intakte Leberarchitektur
ohne Apoptose und Nekrosen (Abb. 16. B).

Die Leberschadigung durch Paracetamol war auch im Blutserum durch den Anstieg der
Aspartataminotransferase (AST) um das Vierhundertfache und den Anstieg der
Alaninaminotransferase (ALT) um das Zweihundertfache nachweisbar (Vergleiche Abb.

16 A mit B, Transaminasen).

Transaminasen
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Abb.16 Durch Paracetamol induzierter akuter Leberschaden in der Ratte

6 h nach der letzten Gabe von Paracetamol (A) oder von PBS als Losungsmittelkontrolle (B) wurden die
Lebern entnommen und fir die (Immun)histochemie an Paraffinschnitten aufgearbeitet. Gezeigt sind AIF
(braun) als Apoptosemarker und GS (grin) zur Identifizierung perivenéser Hepatozyten in
Doppelfarbungen. In Parallelschnitten wurden nekrotische Bereiche durch HE- und TUNEL-Farbung
nachgewiesen. Verdanderungen der Transaminasen AST (Aspartataminotransferase) und ALT
(Alaninaminotransferase) wurden im Serum enzymatisch bestimmt (umol/Ixs) (oben = nach
Paracetamolbehandlung; unten = Kontrolle, nach PBS Gabe). PV: Portalvene; CV: Zentralvene; AIF:
Apoptosis Inducing Factor; GS: Glutaminsynthetase. Gezeigt sind reprasentative Bilder aus jeweils 3 Tieren.

Um die Wirkung von rMSC auf die akute Leberschadigung zu untersuchen, wurden
hepatozytar differenzierte rMSC systemisch Uber die Schwanzvene appliziert. Diese
Applikationsmethode wurde gewahlt, um gleichzeitig die in der Literatur beschriebene
Fahigkeit von MSC, in geschadigte Gewebe einzuwandern, (,,homing*) zu untersuchen
[78].

5 Tage nach Injektion von 1,5 x 10° rMSC iiber die Schwanzvene waren Stammzellen im

geschadigten Lebergewebe zu finden. Der histochemische Nachweis CD26-positiver
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rMSC im CD26-negativen Empfangerleberparenchym weist auf die Wanderung
(,,homing*) der Stammzellen hin (Abb. 17 A). In Kontrolllebern nach Injektion von PBS
anstelle von Zellen konnten erwartungsgemal? keine Stammzellen im Leberparenchym
nachgewiesen werden (Abb. 17 B). Die Applikation von rMSC hatte keine signifikanten
Auswirkungen auf die Veranderungen der Serumtransaminasen AST und ALT (nicht

gezeigt).

FRO, X
M O

Abb.17 ,,Homing“ von rMSC in die nach Paracetamolbehandlung akut geschadigte Rattenleber
6 h nach der letzten Gabe von Paracetamol wurden 1,5 x 10° hepatogen differenzierte rMSC
(14d) (A) oder PBS als Losungsmittelkontrolle (B) Gber die Schwanzvene verabreicht. 5 Tage
danach wurden die Lebern entnommen und fiir den histochemischen Nachweis des CD 26 (rot)
an Kryoschnitten aufgearbeitet. Die Pfeile weisen auf die CD26-positiven transplantierten
Zellen. Gezeigt sind reprasentative Bilder aus jeweils 3 Tieren. (VergroRerung: 100x)

Aus der Literatur ist bekannt, dass mesenchymale Stammzellen pro-proliferative Wirkung
besitzen, und somit die Regeneration des geschadigten Gewebes unterstiitzen kodnnen.
Deshalb wurde die Proliferationsrate in Lebern von mit Paracetamol behandelten Ratten
bestimmt. Es wurden die Raten nach Applikation von rMSC mit der Applikation von PBS
6, 18 und 24 h nach der letzten Gabe von Paracetamol verglichen. Die basale
Proliferationsrate betrug im Leberparenchym 6 h nach der letzten Paracetamolgabe 8-10 %
(Abb. 18 C). 18 h nach PBS-Applikation unterschied sich die Proliferationsrate im
Leberparenchym nicht signifikant von der basalen Rate (Abb. 18 C). Zu diesem Zeitpunkt
war die Proliferationsrate durch die Gabe von rMSC signifikant von 10 % auf 35 % erhoht
(n=3; p<0,001; t-Test) (Abb. 18 B vs. A (18 h) und C). 24 h nach rMSC-Applikation war
die Proliferationsrate immer noch erhoht im Vergleich zur basalen Rate des
Leberparenchyms, unterschied sich aber nicht signifikant von der Proliferationsrate nach
PBS-Applikation (Abb. 18 B vs. A und C).
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Abb.18 Proliferationsraten im Rattenleberparenchym nach Paracetamolintoxikation
1,5 x 10° hepatogen differenzierte (14 d) rMSC (B) oder PBS als
Losungsmittelkontrolle (A) wurden 6h nach letzter Paracetamolgabe (iber die
Schwanzvene appliziert. Die Lebern wurden 6, 18 und 24 h nach der letzten
Paracetamolgabe entnommen und fiir den immunhistochemischen Nachweis von
Ki67 als Proliferationsmarker aufgearbeitet. (C) zeigt die quantitative Analyse (n=3),
die durch mikroskopische Auszahlung aller Zellkerne in einem mikroskopischen Feld
erfolgte. Die Proliferationsrate ist als Prozent Ki67-positiver Kerne an der
Gesamtanzahl gezéhlter Kerne ausgedriickt. Die Pfeile weisen auf die Ki67-positiven
Zellkerne.

Neben der pro-proliferativen Wirkung wird in der Literatur auch eine anti-apoptotische
Wirkung der Stammzellen diskutiert. Daher wurde untersucht, ob 18 h nach der
Zellapplikation die Apoptoserate im durch Paracetamol geschadigten Lebergewebe durch
die rMSC ebenfalls beeinflusst war. Dazu wurden 1,5 x 10° hepatozytar differenzierte
rMSC 6 h nach letzter Paracetamolgabe uber die Schwanzvene appliziert und die
Apoptoserate 18 h nach der letzten Paracetamolgabe mittels des TUNEL-Assays bestimmt.
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Im Vergleich zu Tieren, welchen PBS als Ldsungsmittelkontrolle injiziert wurde, war die
Apoptoserate in Tieren, die rMSC appliziert bekamen, signifikant erniedrigt (n=3; p<0,05;
t-Test). Sie betrug nur zirka 5 % im Vergleich zu 25 % in Kontrolltieren (Abb. 19).
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Abb.19 Apoptoserate im Rattenleberparenchym nach Paracetamolintoxikation
1,5 x 10° hepatogen differenzierte (14 d) rMSC (B) oder PBS als Lésungsmittelkontrolle (A)
wurden 6 h nach letzter Paracetamolgabe Uiber die Schwanzvene appliziert. Die Lebern wurden
18 h nach der letzten Paracetamolgabe entnommen und fir den TUNEL-Assay zum Nachweis
apoptotischer Zellen aufgearbeitet. (C) zeigt die quantitative Analyse (n=3), die durch
mikroskopische Auszdhlung aller Zellkerne in einem mikroskopischen Feld erfolgte. Die
Apoptoserate ist als Prozent TUNEL-positiver Zellkerne an der Gesamtanzahl gezahlter Kerne
ausgedriickt. Die Pfeile weisen auf die TUNEL positiven Zellen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass systemisch applizierte rMSC in akut durch

Paracetamol geschadigtes Lebergewebe einwandern, ein Prozess, der als ,,Homing“
bezeichnet wird. In der geschadigten Leber wirken rMSC pro-proliferativ und anti-

apoptotisch und unterstiitzen so die Regeneration des geschadigten Gewebes.
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4.5.2 Wirkung von humanen MSC (hMSC) auf die durch Paracetamol induzierte
akute Leberschadigung in der Maus

In der Arbeitsgruppe ist die hepatogene Differenzierung humaner mesenchymaler
Stammzellen (hMSC) aus Knochenmark etabliert. Es sollte daher in einem xenogenen
Transplantationsmodell in der immundefizienten Maus nachgewiesen werden, dass
humane MSC (hMSC) wie die oben beschriebenen MSC der Ratte (rMSC) gleichermalien
regeneratives Potential bei akuten Leberschadigungen aufweisen. In Abb. 20 ist der
Versuchsablauf zum besseren Verstandnis schematisch dargestellt. 8-12 Wochen alte
Pfp/Rag2” Mause wurden zwei Tage vor Versuchsbeginn mit Propranolol vorbehandelt.
Zum Zeitpunkt 0 Tage erfolgte die Intoxikation mit Paracetamol, ein Tag spater erhielt die
Kontrollgruppe PBS und die Versuchsgruppe hMSC (1 x 10° hepatozytar differenziert
(14 d)) Uber die Milz appliziert. Zusatzlich wurde zum Transplantationszeitpunkt eine 1/3
Hepatektomie (1/3 HT) durchgefuhrt. Zu den Zeitpunkten 1 Tag, 2 Tage, 3 Tage und 4

Tage nach Paracetamol-Applikation erfolgte die Analyse des entnommenen Lebergewebes.

Propranolol Paracetamol 1/3 HT Leberentnahme Zeitpunkte
60mg/kg KG 735mg/kg KG )
oral i.p. hMS5C

oder PBS iiber Milz

1 l | I l |
T T T T I T &

Alter: 8-12Wochen

-2d 0d 1d,+3h 2d 3d 4d

Abb.20 Ubersicht zum Versuchsverlauf zur Applikation von hMSC bei akuter Leberschidigung im
Mausmodell

Nach 2 tagiger Propranololbehandlung (60mg/kg KG) erfolgte die Behandlung mit Paracetamol (735mg/kg
KG) und die Transplantation von PBS bzw. hMSC (1x106) Uber die Milz. Die Lebern wurden 1d+3h, 2d
sowie 3 d und 4 d nach Paracetamolbehandlung entnommen.

Zunéchst wurde die Verteilung der humanen Stammzellen in den Lebern der mit
Paracetamol behandelten M&use untersucht. Spenderzellen konnten durch den Nachweis
von HepParl mit einem fur das humane Protein spezifischen Antikérper nachgewiesen
werden. 3 h nach der Transplantation wurden die Lebern entnommen und in
Parallelschnitten eine HE-Farbung durchgefiihrt sowie die Glutaminsynthetase in
perivendsen Bereichen des Leberparenchyms wund HepParl in den hMSC
immunhistochemisch nachgewiesen. Nach Injektion der Spenderzellen in einen Empfanger

ohne akute Leberschédigung (PBS) waren die Zelltransplantate in periportalen Bereichen
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des Leberparenchyms zu finden (Abb. 21 A). Das entspricht vertffentlichten Daten der
Gruppe Yicheng [79]. Nach der Behandlung mit Paracetamol waren die Spenderzellen
jedoch in periventsen Bereichen des Parenchyms nachweisbar (Abb. 21 B). Anders als in
ungeschadigten Lebern zeigten die hMSC also offensichtlich in den akut geschédigten

Lebern die Neigung, in perivendse, zerstorte Gewebebereiche einzuwandern.

Abb.21 Verteilung von transplantierten hMSC im Mausleberparenchym nach Paracetamolintoxikation
3 h nach der Zelltransplantation wurden die Lebern entnommen und in 3 aufeinanderfolgenden Schnitten
die HE-Farbung durchgefiihrt, sowie die Glutaminsynthetase (GS) in perivendsen Leberbereichen (braun)
und HepParl in humanen Spender-MSC (braun) nachgewiesen. Leberschnitte aus Tieren (A) ohne und (B)
mit Paracetamolbehandlung. HepParl-positive hMSC sind von einer gestrichelten Linie umgeben. PV:
Portalvene; CV: Zentalvene. Gezeigt sind reprasentative Bilder aus jeweils 3 Tieren. (VergroRerung 100 x)

Wie im Rattenmodell wurde die Wirkung der transplantierten hMSC auf Proliferation und
Apoptose untersucht. Die Proliferationsrate wurde mittels immunhistochemischen
Nachweises von PCNA und die Apoptoserate mittels TUNEL-Test nachgewiesen.

Die Proliferationsrate in Lebern aus mit hMSC behandelten Tieren war 3 und 4 Tage nach
Paracetamolbehandlung im Vergleich zu Kontrolltieren, die PBS statt Zellen erhalten
hatten, signifikant erhoht (n=3, p<0,05; t-Test) (Abb. 22 A).

Der Verlauf der Apoptoserate war uneinheitlich. Sie war in den Versuchstieren mit hMSC-
Applikation 3 h nach Zellgabe im Vergleich zu Kontrolltieren erniedrigt. Zwei Tage nach
Paracetamolbehandlung hingegen stieg sie signifikant (n=3 p < 0,05; t-Test) von zirka 2 %
auf 10 % an. Drei Tage nach der Paracetamolbehandlung war die Apoptoserate in Lebern
nach Zelltransplantation (mit 3 %) signifikant (n=3, p<0,05; t-Test) geringer als in Lebern
aus mit PBS behandelten Kontrolltieren (7%) (Abb. 22 C und D).
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Uber die Milz applizierte hMSC in akut durch
Paracetamol geschadigtes Lebergewebe einwandern, sie sind nicht wie in ungeschadigten
Lebern in periportalen Bereichen zu finden, sie wandern direkt in die durch Paracetamol
geschadigten perivendsen Bereiche der Leber ein und wirken dort pro-proliferativ und anti-

apoptotisch und unterstiitzen so die Regeneration des geschadigten Gewebes.
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Abb.22 Proliferations- und Apoptoserate im Mausleberparenchym nach Paracetamolintoxikation

24 h nach Paracetamolgabe (1) wurden 1 x 10° hepatogen differenzierte (14 d) hMSC oder PBS als
Losungsmittelkontrolle (ZhMSC) Gber die Milz appliziert. Die Lebern wurden 3 h (1+3h Tage), 24 h (2 Tage),
48 h (3 Tage) und 72 h (4 Tage) nach der Zellgabe entnommen und fiir den imunhistochemischen Nachweis
des Proliferationsmarkers PCNA (A und B) sowie flir den TUNEL-Assay zum Nachweis apoptotischer Zellen
(C und D) aufgearbeitet. (A) und (C) zeigen die quantitative Analyse, die durch mikroskopische Auszdhlung
aller Zellkerne in einem mikroskopischen Feld erfolgte. Die Raten sind als Prozent positiver Zellkerne an der
Gesamtanzahl gezdhlter Kerne ausgedriickt. Insgesamt wurden jeweils 10 Schnitte aus je 3 Tieren
ausgezahlt. VergrofRerung: 100 x

4.6 Applikation von mesenchymalen Stammzellen (rMSC) bei chronischer

Leberschadigung im Rattenmodell
Nachdem in unterschiedlichen Tiermodellen der akuten Leberschadigung das

regenerationsfordernde Potential von MSC sowohl der Ratte als auch des Menschen

gezeigt wurde, wurde in weiteren Tiermodellen die Wirkung von MSC auf chronische
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Lebererkrankungen untersucht. Ein hdufig verwendetes und etabliertes Modell ist die
Induktion der Leberzirrhose in der Ratte durch Behandlung mit Tetrachlorkohlenstoff
(CCly). In der vorliegenden Arbeit wurde dazu wiederum das Modell der CD26-defizienten
(DPPIV') Ratte ausgewahlt, da transplantierte Spenderzellen einfach histochemisch auf
Kryoschnitten im Empfangerparenchym nachgewiesen werden kénnen. Abb. 23 stellt den
Versuchsablauf schematisch dar. 5 Wochen alte DPPIV?" F344 Fischer-Ratten wurden fiir
12 Wochen mit CCl, und Phenobarbital behandelt. Zum Zeitpunkt O erfolgte bei einer

+/+

Versuchsgruppe die Applikation von DPPIV™" rMSC uber die Schwanzvene. Die zweite
Versuchsgruppe bekam als Kontrolle PBS (ber die Schwanzvene injiziert. Zu den
Zeitpunkten 5 Tage, 3 Wochen und 10 Wochen nach Zell- bzw. PBS-Applikation erfolgte

die Analyse des Blutserums und der Leberproben.

Py, CCl Inhalation+Phenobarbital
Oh 5d 3w 10w
ApA™ K—%
“-.-
Alter: 5 V\7 h | | >
er: ochen
7 12w MSC (DPPIV**) Entnahmezeitpunkte
120 g DPPIV
oder PBS
Applikation (Schwanzvene)

Abb.23 Ubersicht des Versuchsverlaufs der Applikation von rMSC bei chronischer Leberschidigung im
Rattenmodell

Nach 12 Wochen CCl,- und Phenobarbitalbehandlung erfolgte die Applikation von rMSC bzw. PBS zum
Zeitpunkt 0 h. Zu den Entnahmezeitpunkten 5 Tage (5 d), 3 Wochen (3 w) und 10 Wochen (10 w) erfolgte die
Analyse der Blutserumwerte und der Leberproben.

Die CCls-Behandlung verursachte in den CD26-negativen F344 Fischer-Ratten einen
chronischen Leberschaden, der deutlich am fibrotischen Umbau des Leberparenchyms zu
erkennen war (Abb. 24). Typisch sind die entstandenen Regeneratknoten (Pseudolobuli),
die in den HE-Farbungen an Tag 5 (Abb. 24, 5d), 3 Wochen (Abb. 24, 3w) und 10 Wochen
(Abb. 24, 10w) nach Abschluss der CCl4-Behandlung gut zu erkennen waren. Diese sind
durch Kollagensepten abgetrennt, die durch Sirius red-Farbung wahrend desselben
Zeitraums darstellbar waren (Abb. 24, Sirius red). Wie im Modell des akuten
Leberversagens wurden hepatozytér differenzierte (14 d) rMSC nach Beendigung der
CCl4-Behandlung (0 h) Uber die Schwanzvene systemisch appliziert. Zu allen untersuchten
Zeitpunkten konnten CD26-positive Spender-rMSC im CD26-negativen
Empfangerparenchym nachgewiesen werden. Dabei kam es zur Einwanderung
(,,Homing*) der rMSC in die Regeneratknoten der fibrotisch veranderten Leber. Die Grole

der Spenderzellcluster wuchs in diesem Zeitraum von 1-3 Spenderzellen am Tag 5 auf 5-8
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Spenderzellen nach 10 Wochen an (Abb. 24 A-C, CD26). Kontrollen ohne Zellapplikation
wurden durchgefihrt, sind hier aber nicht gezeigt, da sich Veranderungen lediglich in der
Darstellung der Kollagenfasern ergab, welche spéater gezeigt wird (Abb. 27).

HE Sirius red CD26 Enzymnachweis

Abb.24 ,,Homing“ von rMSC in die nach CCl;-Behandlung chronisch geschadigte Rattenleber

In der HE-Farbung (links) sind deutlich die Regeneratknoten am 5. Tag (A), 3 Wochen (B) und 10 Wochen (C)
nach Transplantation von rMSC zu erkennen. Die Sirus red-Farbung (Mitte) zeigt am Paraffinschnitt die die
Knoten umgebenden Kollagenfasern. Die am Tag 0 Uber die Schwanzvene applizierten hepatozytar
differenzierten (14 d) rMSC wurden 5 Tage und 3 bzw. 10 Wochen nach Zelltransplantation anhand des
enzymatischen CD26-Nachweises (rot) am Kryoschnitt dargestellt. Gezeigt sind reprasentative Bilder aus
jeweils 3 Tieren. (VergréRerung 100 x)

Die histopathologischen Verénderungen der Leberarchitektur bewirken durch das
vermehrte Absterben von Hepatozyten einen teilweisen Funktionsverlust, der nicht durch
die Regeneration gesunder Hepatozyten ersetzt werden kann. Zu den Kklinischen
Parametern, die in der Zirrhose typischerweise verandert sind, z&hlen die Blutgerinnung
(INR), die bei Leberschadigung vermindert ist (=erhohter INR), das Bilirubin, das
normalerweise in der gesunden Leber glucuronidiert und tber die Galle ausgeschieden
wird, in der kranken Leber aber durch den Untergang von Hepatozyten unkonjugiert ins
Blut abgegeben wird und schlieRlich das Plasmaprotein Albumin, das bei einem

Leberschaden auf Grund zugrunde gehender Hepatozyten vermindert sezerniert wird. Der
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INR war gegenuber unbehandelten Tieren nach Abschluss der CCls-Behandlung drei- bis
vierfach erhoht (Abb. 25 A, 0d). Bereits 5 Tage nach rMSC- oder PBS-Injektion war der
INR-Wert wieder auf den Normwert von ca. 1 gesunken. Dabei unterschieden sich die
Werte zwischen rMSC- oder PBS-behandelten Tieren nicht signifikant (n=3, p > 0,05; t-
Test). Die Albuminmengen im Serum war zwar nach Abschluss der CCl;-Behandlung
aufgrund der Schadigung der Hepatozyten durch die Behandlung leicht erniedrigt,
erreichte aber bereits nach 5 Tagen wieder den Normwert von 35-40 g/l (Abb. 25 B). Die
Gesamt-Bilirubin-Werte wurden durch die CCl,- Behandlung leicht, aber nicht signifikant
erhoht und blieben durch die Behandlung mit rMSC unbeeinflusst (Abb. 25 C). Lediglich
10 Wochen nach Applikation der rMSC konnte ein erhohter Wert des gesamt-Bilirubins
gemessen werden. Dieser korrelierte mit dem Abfall des Albumins zum selben Zeitpunkt.
Dafur gibt es im Prinzip zwei Erklarungen. Im Falle der erhéhten renalen Ausscheidung
(Albuminurie) wirde der Abfall des Albumins, das im Blut zum Transport von lipophilen
Substanzen ben6tigt wird, sekunddar zum Anstieg des ebenfalls lipophilen Bilirubins
fihren. Als zweite Mdglichkeit wére erneut eine verminderte Konjugation als Folge einer
auftretenden Hepatozynschadigung anzunehmen. In diesem Fall wadre auch die
Albuminsynthese vermindert. Fiir beide Mdéglichkeiten gab es phanotypisch keine Evidenz,
so dass es fur dieses Ergebnis derzeit keine plausible Erklarung gibt. Eine
Nierenschadigung kann ausgeschlossen werden, da die veterinarpathologische
Untersuchung der Nieren keinen Befund ergab. Auch die HE-Féarbung zeigte zwar noch
Reste der Zirrhose, jedoch keine weitgehende Leberschadigung (Abb. 24, unten links).
Zusammenfassend kann man also sagen, dass durch das Absetzen der CCl,-Behandlung
bereits eine Verbesserung der klinisch erfassbaren Leberfunktion eintrat, die durch die

Transplantation von Stammzellen nicht weiter oder schneller verbessert wurde.
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Abb.25 Klinisch relevante Serumwerte in Ratten nach CCl,-induzierter Leberzirrhose

Vergleich der Serumwerte (A) INR, (B) Albumin und (C) Gesamt-Bilirubin nach Induktion der Leberzirrhose
durch CCl, (gepunktet, 0d). Zu diesem Zeitpunkt wurde die Behandlung mit CCl, abgebrochen und die Tiere
entweder mit hepatogen differenzierten rMSC (14d) (hellgrau) oder mit Lésungsmittel (PBS) behandelt
(dunkel grau) und 5 Tage, 3 Wochen und 10 Wochen nach Injektion weiter beobachtet. n=3

Eine Konsequenz aus dem Gewebeumbau bei Leberzirrhose ist die Minderdurchblutung
der Leber aufgrund des erhohten GefalRwiderstandes in der Leber (portale Hypertension).
Dadurch bilden sich Umgehungskreisldaufe, die wiederum eine Vergro3erung der Milz zur
Folge haben. Die VergroRerung der Milz, die anhand ihres Gewichtes quantitativ erfasst
werden kann, ist also ein indirektes MaRR zur Feststellung der Leberzirrhose und der
portalen Hypertension. Es konnte gezeigt werden, dass die CCls-Behandlung der
Versuchstiere zu einer VergrolRerung der Milz (Splenomegalie) fihrte. Im Vergleich betrug
das Milzgewicht unbehandelter Versuchstiere nur circa 0,8 g gegentber 1,4-1,6 g nach
Beendigung der CCl4-Behandlung (Abb. 26, 0d). 5 Tage nach der rMSC- bzw. PBS-
Applikation waren die Milzgewichte bereits wieder leicht erniedrigt, aber noch Uber den
Normwert erhoht. Es zeigte sich, dass nach Applikation von rMSC die Milzgewichte nach
5 Tagen und 3 Wochen signifikant (5d: n=3 p < 0,05; 3w: n=3 p < 0,05; t-Test) niedriger
waren als die Milzgewichte der Tiere ohne Stammzellbehandlung (PBS-Applikation).
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Abb.26 Milzgewichte in Ratten nach CCl;-induzierter Leberzirrhose als Indikator der portalen
Hypertension

Vergleich der Milzgewichte nach Induktion der Leberzirrhose durch CCl, (0 d) mit den Gewichten
nach der Transplantation von hepatogen differenzierten rMSC (14 d) (hellgrau) und mit
Losungsmittel (PBS) injizierten Ratten (dunkelgrau) 5 Tage, 3 Wochen und 10 Wochen nach
Injektion. Zum Vergleich: Das Milzgewicht einer gesunden Ratte betragt 0,8 £0,05 g. n=3

Die signifikante Gewichtsverringerung der Milz nach Stammzellapplikation lief} auf eine
Verbesserung der portalen Hypertension schlieen. Da diese ursachlich mit der ins
Lebergewebe eingelagerten Menge an Kollagen korreliert, wurde die Kollagenmenge
mittels quantitativer Auswertung von mit Sirius red geféarbten Gewebeschnitten erfasst.

Nach Beendigung der Behandlung mit CCl, wurden systemisch entweder hepatogen
differenzierte (14 d) rMSC (Abb. 27 B) oder PBS als Lésungsmittelkontrolle (Abb. 27 A)
in die Schwanzvene injiziert. Zu den Zeitpunkten O Tage, 5 Tage, 3 Wochen und 10
Wochen nach Applikation wurden die Lebern entnommen, Paraffinschnitte mit Sirius red
gefarbt und die Kollagenmenge mit Hilfe der Software Image J in Pixeln Kollagen je Pixel
gesamt quantifiziert. Nach Abschluss der CCls-Behandlung (0d) war die
Kollageneinlagerung erhoht. Danach fiel die Kollagenmenge in mit PBS behandelten
Lebern zwar tendenziell wieder ab, war aber zu keinem Zeitpunkt gegenuber dem
Zeitpunkt 0d signifikant erniedrigt. Demgegentber waren die Mengen in mit rMSC
behandelten Lebern mit Ausnahme des Zeitpunktes 3 Wochen signifikant gegentiber dem

Ausgangswert (0 d) erniedrigt. 5 Tage und 10 Wochen nach rMSC-Applikation war
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signifikant (p < 0,02; t-Test) weniger Kollagen im Leberparenchym bestimmbar als in
Lebern der mit PBS behandelten Kontrolltiere (Abb. 27 C).
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Abb.27 Quantifizierung des Leberkollagengehaltes nach CCl, induzierter chronischer Leberschadigung mit
(B) und ohne systemischer rMSC Applikation (A)

Gezeigt sind unter A und B die Sirus red-Farbungen am Paraffinschnitt zur Darstellung der Kollagenfasern. (C)
zeigt die quantitative Erfassung der fibrotischen Leberareale in Pixel Kollagen je Pixel gesamt. Dazu wurde die
Software Imagel) verwendet. Dargestellt sind jeweils die Zeitpunkte O Tage, 5 Tage, 3 Wochen und 10
Wochen nach rMSC Transplantation. n=3

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Stammzellbehandlung der Ratten mit
Leberzirrhose zwar zu keiner signifikant verbesserten Leberfunktion jedoch zu einer
signifikant verbesserten H&modynamik aufgrund verminderter Kollageneinlagerungen
fiihrte. Die Daten zeigen deutlich, dass die rMSC anti-fibrotisch wirkten.
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4.7 lIsolierung und Charakterisierung der hepatogenen
Differenzierungsfahigkeit von mesenchymalen Stammzellen aus dem
Schwein

Das Schwein bildet sowohl anatomisch als auch physiologisch die Situation beim

Menschen besser ab als Nager wie Maus und Ratte. Um die Ubertragbarkeit vom Nager-
auf das Schweinemodell zu zeigen, wurden im letzten Abschnitt der Arbeit mesenchymale
Stammzellen aus dem Knochenmark (pBM-MSC) und dem viszeralen- (pATvis-MSC),
bzw. subkutanen (pATsub-MSC) Fettgewebe des Schweines isoliert und charakterisiert
bzw. ihre hepatogenen Eigenschaften nach Differenzierung untersucht. Der Vergleich der
mesenchymalen Stammzellen aus unterschiedlichen Geweben sollte kléaren, ob sich porcine
MSC grundsétzlich in hepatozytenahnliche Zellen differenzieren lassen bzw. sich
hinsichtlich ihrer Differenzierungsfahigkeit unterscheiden. Aufgrund der gewonnenen
Erkenntnisse sollte entschieden werden, welcher MSC-Typ sich am besten fur spatere
Transplantationsexperiemente im Groldtiermodell eignete.

4.7.1 Durchflusszytometrische Analyse ausgewahlter Oberflachenmolekiile
Das in der Arbeitsgruppe fur MSC aus Nagern verwendete Protokoll wurde auf die

Isolierung von MSC des Schweins Ubertragen. Die gewonnenen Zellfraktionen aus dem
Knochenmark und aus dem viszeralen und subkutanen Fettgewebe wiesen neben der
Eigenschaft der Plastikadhdrenz als typischem Merkmal mesenchymaler Stammzellen
kaum Kontaminationen durch hdmatopoetische Zellen auf. Dies konnte durch die mittels
FACS durchgefuhrte Bestimmung der hamatopoetischen Oberflachenmolekile CD14
(pPBM-MSC: 5,16 + 3,46 %; pATsub-MSC: 0,66 + 0,49 %; pATvis-MSC: 1,20 + 0,23 %)
und CD45 (pBM-MSC: 0,60 + 0,10 %; pATsub-MSC: 2,36 + 0,66 %; pATvis-MSC: 4,33
*+ 0,66 %) gezeigt werden. Hingegen waren in allen 3 MSC-Typen die mesenchymalen
Oberflachenmolekiile CD44 (pBM-MSC: 99,9 + 0,01 %; pATsub-MSC: 95.16 + 0,66 %;
pATVis-MSC: 99,40 + 4,58 %), CD90 (pBM-MSC: 99,8 + 0,1 %; pATsub-MSC: 91,70 +
0,35 %; pATvis-MSC: 99,50 + 8,05 %), CD105 (pBM-MSC: 83,76 + 8,83 %; pATsub-
MSC: 71,13 £ 9,96 %; pATvis-MSC: 80,03 £ 13,20 %) und CD29 (pBM-MSC: 99,73 +
0,03 %; pATsub-MSC: 98,70 £ 0,08 %; pATvis-MSC: 99,76 + 0,96 %) hoch exprimiert
(Abb. 28). Multiples Differenzierungspotential ist eine weitere Eigenschaft von
Stammzellen. Dieses wurde mit porcinen MSC getestet, indem die Zellen unter
Kulturbedingung zur Foérderung adipogener, osteogener und hepatogener Eigenschaften

kultiviert wurden. Nach 21 Tagen hepatogener Differenzierung konnte fir CD105 eine
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signifikante (p < 0,05; t-Test) Verringerung der Expression in den 3 unterschiedlichen
MSC-Typen im Vergleich zu undifferenzierten MSC gezeigt werden (pBM-MSC: 12,4 +
12,00 %; pATsub-MSC: 11,66 + 5,72 %; pATvis-MSC: 6,30 + 3,96 %) (Abb. 28 A vs. B).

Alle anderen untersuchten mesenchymalen Marker blieben durch die Differenzierung

unverandert.
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Abb. 28 DurchfluBzytometrische Analyse von undifferenzierten (A)
und 21 Tagen hepatogen differenzierten (B) porcinen MSC

Die hamatopoetischen (CD14, CD45) und mesenchymalen (CD44,
CD90, CD105, CD29) Oberflachenmolekiile von porcinen MSC aus
dem subkutanen Fettgewebe (schwarz), dem viszeralen Fettgewebe
(weiB) und dem Knochenmark (grau) wurden durchflusszytometrisch
bestimmt und sind hier als % positive Zellen von der gesamt
Zellfraktion aufgetragen. Die Mittelwerte wurden aus 3 unabhéangigen
Zellpraparationen bestimmt.

4.7.2 Multiple Differenzierungsfahigkeit
Die multiple Differenzierungsfahigkeit stellt ein wesentliches Merkmal von

mesenchymalen Stammzellen dar. Hier wurden zuné&chst die adipogene und osteogene
Differenzierung getestet. Nach 7 Tagen adipogener Differenzierung konnten mittels
SUDAN Il Lipidakkumulationen sowohl in MSC aus viszeralem (Abb. 29 B) und
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subkutanem (Abb. 29 A) Fettgewebe als auch in MSC aus Knochenmark nachgewiesen
werden (Abb. 29 C). Nach 7 Tagen osteogener Differenzierung konnte ebenfalls in den
MSC aus allen 3 Geweben die Aktivitat der alkalischen Phosphatase mittels BCIP
nachgewiesen werden. Im Vergleich war die Aktivitat in porcinen MSC aus Knochenmark
am hochsten (Abb. 29 BCIP C vs. A und B).

Kontrolle A B C

Sudanlil

BCIP

Abb.29 Multiples Differenzierungspotential von porcinen MSC

Die MSC aus den unterschiedlichen Ursprungsgeweben subkutanes (A) und viszerales Fettgewebe (B) und
Knochenmark (C) wurden 7 Tage im adipogenen oder osteogenen Differenzierungsmedium kultiviert und die
Differenzierung in adipozytare bzw. osteozytdre Zellen mittels Sudan Il (Lipideinlagerungen) oder BCIP
(alkalische Phosphatase) nachgewiesen. Undifferenzierte porcine MSC wurden als Kontrolle verwendet.
Gezeigt sind reprasentative Bilder aus 3 unabhangigen Zellpraparationen.

4.7.3 Hepatozytare Differenzierung von MSC: Anderung der Zellmorphologie und
Glykogeneinlagerung
Die MSC aus allen drei Geweben é&nderten ihre Morphologie von spindelformig,

fibroblastenartig im undifferenzierten Zustand zu einer eher polygonalen Form nach 21
Tagen hepatogener Differenzierung (Abb. 30, 21d), die typisch fur primére porcine
Hepatozyten ist (Vergleiche Abb. 30 A-C mit D). Des Weiteren wiesen einige MSC nach
der hepatozytdren Differenzierung mehr als einen Zellkern auf. Auch das ist ein
wesentliches Merkmal von priméren Hepatozyten in der Kultur (Abb. 30 D).

Die Aufrechterhaltung der Glucosehomdostase bei unterschiedlichen
ernahrungsphysiologischen Bedingungen ist eine wichtige metabolische Funktion der
Leber. So synthetisieren und speichern die Hepatozyten bei hohem Glucoseangebot
Glykogen. Um diese wichtige hepatozelluléare Funktion an den hepatogen differenzierten
porcinen MSC qualitativ nachzuweisen, wurde eine PAS Farbung zur Detektion von
intrazellularen Polyglykanen wie Glykogen durchgefuhrt. Bereits am Tag 7 der

hepatogenen Differenzierung waren deutlich Glykogeneinlagerungen in den hepatozyten-
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ahnlichen Zellen aus den unterschiedlichen Ursprungsgeweben nachweisbar (Abb. 30 A, B
und C, 7d PAS). Die Intensitat der Glykogeneinlagerung in den hepatozytar differenzierten
Zellen entsprach der Glykogeneinlagerung von priméren porcinen Hepatozyten (Abb. 30
D, PAS) am Tag 2 der Kultur im Hepatozyten-Erhaltungsmedium. Dies ist ein deutlicher
Hinweis auf den Erwerb von hepatozytdren Funktionen der porcinen MSC aus den
verschiedenen Ursprungsgeweben nach der hepatogenen Differenzierung.
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Abb. 30 Vergleich der Zellmorphologie und der Glykogeneinlagerung von porcinen MSC aus subkutanem,
(A) und viszeralem Fettgewebe (B) sowie aus Knochenmark (C) nach hepatogener Differenzierung

Die porcinen MSC aus den unterschiedlichen Geweben wurden fiir 21 Tage hepatogen differenziert. Die
Phasenkontrastaufnahmen der Zellkultur (A, B und C, undiff und 21d) zeigen die Verdnderung der
Zellmorphologie von spindelférmig (undifferenziert) zu polygonal (21d differenziert). Nach 7 Tagen
hepatogener Differenzierung wurde Glykogen mittels der PAS-Reaktion (A, B und C, 7d PAS) nachgewiesen.
Zum Vergleich zeigt (D) 2 Tage kultivierte primare porcine Hepatozyten. Die groRen Kastchen (schwarz)
stellen VergroRerungen aus einem definierten Bereich der Zellkultur (kleine Kastchen) dar. Es wurden
reprasentative Bilder aus 3 unabhéangigen Zellpraparationen ausgewahilt.
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4.7.4 Harnstoffsynthese in hepatozytar differenzierten MSC
Die Detoxifikation von Ammoniak im Harnstoffzyklus ist eine exklusive Funktion der

Hepatozyten und benétigt ein ausgekligeltes enzymatisches Netzwerk um den
Metabolitfluss zwischen Zytosol und Mitochondrium zu gewahrleisten. Mit
fortschreitender hepatogener Differenzierung steigt die Harnstoffsyntheserate signifikant in
hepatozytar differenzierten MSC subkutanen Ursprungs von 0,18 = 0,17 nmol/10.000
Zellen x 24h am Tag 0 auf 1,32 £ 0,08 nmol/10.000 Zellen x 24 h an Tag 21 der
Differenzierung (p < 0,01; t-Test) (Abb. 31). Die Harnstoffsyntheserate unterscheidet sich
nicht signifikant von der in 9 Tage kultivierten primaren porcinen Hepatozyten (1,70 *
0,14 nmol/10.000 Zellen x 24 h).

Auch nach hepatogener Differenzierung von pBM-MSC stieg die Harnstoffsyntheserate
von 0,55 £ 0,15 nmol/10.000 Zellen x 24 h an Tag 0 auf 1,38 + 0,13 nmol/10.000 Zellen x
24 h nach 21 Tagen (p < 0.01; t-Test) (Abb. 31).

Zu jedem Kulturzeitpunkt war die Harnstoffsyntheserate von hepatocytér differenzierten
MSC aus dem subkutanen und viszeralen Fettgewebe vergleichbar mit der
Harnstoffsyntheserate in MSC aus Knochenmark. Lediglich am 21. Tag der hepatogenen
Differenzierung von pATvis-MSC war die Harnstoffsyntheserate signifikant geringer als
die in pATsub-MSC und in pPBM-MSC (Abb. 31).
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Abb. 31 Zeitabhangiger Anstieg der Harnstoffsyntheserate in hepatogen differenzierten porcinen MSC
Dargestellt ist die Harnstoffsyntheserate in nmol/10.000Zellen x 24 h in hepatogen differenzierten porcinen
MSC aus dem subkutanen Fettgewebe (pATsub-MSC, hellgrau), dem viszeralen Fettgewebe (pATvis-MSC,
grau) und dem Knochenmark (pBM-MSC, dunkelgrau) zu den 0d, 7 d, 14 d und 21 d der Differenzierung. Zum
Vergleich ist die Harnstoffsyntheserate von 9 Tage kultivierten, primaren porcinen Hepatozyten (PH) gezeigt
(gepunktet). Die Mittelwerte wurden aus 3 unabhéangigen Zellpraparationen bestimmt.

od 7d 14d 21d PH
Kultivierungsdauer
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475 Cytochrom P450 Aktivitat
Die Detoxifikation von Xenobiotika durch das Cytochrom P450-System ist eine

wesentliche funktionelle Eigenschaft von Hepatozyten. Im Nachfolgenden wurden die
CYP1A1- und CYP2B1-Aktivitaten in den porcinen MSC zu verschiedenen Zeitpunkten
der hepatogenen Differenzierung bestimmt und mit den Aktivitdten in primaren
kultivierten porcinen Hepatozyten verglichen.

EROD (CYP1A1-Aktivitit)

Mit zunehmender Kulturdauer unter hepatogenen Differenzierungsbedingungen stieg die
CYP1A1-Aktivitdt in MSC sowohl aus Fettgewebe als auch aus dem Knochenmark
signifikant an. Sie stieg in pPBM-MSC von 2,88 + 0,69 pmol/10.000 Zellen x h an Tag 0
auf 21,17 £ 1,32 pmol/10.000 Zellen x h am 21. Tag der Differenzierung (p < 0,001; T-
test). Dies entspricht in etwa der CYP1Al-Aktivitat in 3 Tage kultivierten, primdren
porcinen Hepatozyten (29,08 + 5,16 pmol/10.000 Zellen x h). Die CYP1Al Aktivitat
hepatogen differenzierter MSC aus dem Fettgewebe war nur halb so hoch wie die Aktivitat
in MSC aus Knochenmark. So stieg die Enzymaktivitat der pATsub-MSC von 0,15 + 0,84
pmol/10.000 Zellen x h an Tag 0 auf 9,91 = 0,53 pmol/10.000 Zellen x h am 21.
Differenzierungstag. Die CYP1A1-Aktivitadt der pATvis-MSC war noch etwas geringer
und lag bei 7,19 £ 0,81 pmol/10.000 Zellen x h am 21. Differenzierungstag (Abb. 32).
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Abb. 32 Zeitabhangiger Anstieg der CYP1A1-Aktivitat in hepatogen differenzierten, porcinen MSC
Dargestellt ist die CYP1A1-Aktivitdt (EROD) in pmol/10.000 Zellen x h in hepatogen differenzierten, porcinen
MSC aus dem subkutanen Fettgewebe (pATsub-MSC, hellgrau), dem viszeralen Fettgewebe (pATvis-MSC,
grau) und dem Knochenmark (pBM-MSC, dunkelgrau) zu den Zeitpunkten 0 d, 7 d, 14 d und 21 d der
Differenzierung. Zum Vergleich ist die CYP1A1l-Aktivitdit von 3 Tage kultivierten, primdren porcinen
Hepatozyten (PH) gezeigt (gepunktet). Die Mittelwerte wurden aus 3 unabhangigen Zellprdaparationen
bestimmt.

PROD (CYP2B1-Aktivitit)

Die CYP2B1-Aktivitat stieg wahrend der hepatozytaren Differenzierung der pBM-MSC
kontinuierlich an. So lag die Aktivitat in undifferenzierten pPBM-MSC bei 0,63 + 0,45
pmol/10.000 Zellen x h und nach 21 Tagen der hepatogenen Differenzierung bei 6,14 +
0,07 pmol/10.000 Zellen x h. Dies war vergleichbar mit der CYP2B1-Aktivitét in 3 Tage
kultivierten, priméaren porcinen Hepatozyten (6,85 + 3,36 pmol/10.000 Zellen x h).

Die CYP2B1-Aktivitat in pATsub-MSC war am siebten Differenzierungstag 3-mal héher
(4,26 = 1,64 pmol/10.000 Zellen x h) als im undifferenzierten Zustand (1,28 + 1,00
pmol/10.000 Zellen x h). Die Aktivitat blieb ebenfalls am 21. Differenzierungstag erhoht
und betrug 3,50 £ 0,68 pmol/10.000 Zellen x h. Die héchste CYP2B1-Aktivitét in pATvis-
MSC konnte am Tag 7 der hepatogenen Differenzierung gemessen werden und betrug hier

5,35 + 0,25 pmol/10.000 Zellen x h. Am Tag 21 der hepatogenen Differenzierung lag die
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Aktivitat nur noch bei 2,40 + 0,08 pmol/10.000 Zellen x h. Zu diesem Zeitpunkt war die
CYP2B1-Aktivitat in hepatogen differenzierten MSC aus dem Fettgewebe nur halb so
hoch wie die Aktivitat der MSC aus Knochenmark (Abb. 33).

Zusammenfassend bedeutet dies, dass MSC des Schweins sowohl aus dem Fettgewebe als
auch aus dem Knochenmark nach hepatogener Differenzierung wichtige funktionelle
hepatozytare Eigenschaften aufwiesen, die qualitativ und quantitativ mit denen kultivierter,

primérer porciner Hepatozyten vergleichbar waren.

12

10 |

OpATsub-MSC
OpATvis-MSC
mpBM-MSC
BPH

PROD-Aktivitat in pmol/10.000 Zellen x h
D

L

0d 7d 14d 21d
Kultivierungsdauer

Abb. 33 Zeitabhangiger Anstieg der CYP2B1-Aktivitat in hepatogen differenzierten, porcinen MSC
Dargestellt ist die CYP2B1-Aktivitdt (PROD) in pmol/10.000Zellen x h in hepatogen differenzierten, porcinen
MSC aus dem subkutanen Fettgewebe (pATsub-MSC, hellgrau), dem viszeralen Fettgewebe (pATvis-MSC,
grau) und dem Knochenmark (pBM-MSC, dunkelgrau) zu den Zeitpunkten 0 d, 7 d, 14 d und 21 der
Differenzierung. Zum Vergleich ist die CYP2B1-Aktivitat in 3 Tage kultivierten, primdren porcinen
Hepatozyten (PH) gezeigt (gepunktet). Die Mittelwerte wurden aus 3 unabhdngigen Zellpraparationen
bestimmt.
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5 Diskussion

5.1 Verbesserung der Effizienz der Hepatozytentransplantation durch
pharmakologische MaRnahmen

5.1.1 Selektive Immunsuppression bei Leberzelltransplantation

Die Transplantation von Organen erfordert eine lebenslange Immunsuppression welche mit
massiven Nebenwirkungen wie zum Beispiel Nephrotoxizitat assoziiert ist. Die
Hepatozytentransplantation als Alternative zur Lebertransplantation ist nicht nur minimal
invasiv sondern auch mit geringeren immunologischen Komplikationen verbunden. 1967
wurde das immunologische Phdnomen der portalventsen Akzeptanz [37] beschrieben. So
sollte die Mdglichkeit evaluiert werden, ob die allogenen Spenderhepatozyten durch die
Applikation Uber die Portalvene immunologisch besser akzeptiert werden und keine
beziehungsweise eine geringe immunsuppressive Behandlung im Anschluss an die
Transplantation erforderlich ist.

Bis zum Zeitpunkt 5 Tage nach allogener Hepatozytentransplantation konnten keine
Unterschiede hinsichtlich der Integration zwischen syngenen und allogenen Hepatozyten
beobachtet werden. 3 Wochen nach Transplantation syngener Hepatozyten betrug die
Repopularisierungsrate zirka 1 %, nach Transplantation allogener Hepatozyten waren
jedoch Kkeine Spenderzellen mehr nachweisbar. Dies weist daraufhin, dass eine
Abstollungsreaktion von portalvends applizierten Hepatozyten im Zeitraum von 5 Tagen
bis 3 Wochen stattfand, so dass die in der Literatur beschriebene Tolerogenitét portalvends
applizierter Zellen [37] in dieser Arbeit fir alloge Hepatozyten nicht bestatigt werden
konnte. Es stellte sich nunmehr die Frage, welches die geeignete immunsuppressive
Therapie nach allogener Hepatozytentransplantation ist. Aus der Literatur war bekannt,
dass offensichtlich leberresidente Makrophagen (Kupfferzellen) an der Eliminierung
syngen transplantierter Hepatozyten beteiligt sind. Die Behandlung mit Gadoliniumchlorid
schaltet die in den Sinusoiden lokalisierten Kupfferzellen aus, so dass weniger
transplantierte Hepatozyten aus den Sinusoiden eliminiert wurden und dadurch eine 2-fach
hohere Transplantationseffizienz erzielt werden konnte [74]. Im hier untersuchten Modell
der allogenen Hepatozytentransplantation konnte durch die Depletion der Kupfferzellen
mit Gadoliniumchlorid die AbstoRungsreaktion weder verlangsamt noch komplett
unterdrickt werden. Daher kann, anders als in der Literatur bisher beschrieben, eine

wesentliche Beteiligung der Kupfferzellen, ausgeschlossen werden. Die Depletion von
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Makrophagen und somit auch der Kupfferzellen in der Leber ist nur durch die intravendse
Applikation des Gadoliniumchlorid zu erreichen [75]. Um auszuschliel3en, dass die unter
Gadoliniumchloridbehandlung  weiterhin  beobachtete  AbstoBung der allogenen
Hepatozyten auf eine unzureichende Wirkung des Gadoliniumchlorid zuriickzuftihren war,
wurden die Kupfferzellen in der Leber durch die Objekttrager-basierte Zytometrie
analysiert. Es konnte nur noch ein geringer Anteil (1 %) an Kupfferzellen nachgewiesen
werden, so dass die Schlussfolgerung, dass diese nicht wesentlich an der AbstoRung
beteiligt waren, untermauert wurde (Abb. 7).

Der Zeitraum der AbstoRung allogen transplantierter Hepatozyten zwischen 5 Tagen und 3
Wochen, l&sst darauf schlieRen, dass T-Zellen daran beteiligt gewesen sein konnten. Und
tatsachlich konnte die AbstoBungsreaktion durch Cyclosporin A, das die Proliferation der
T-Zellen selektiv inhibiert, verhindert werden. Ein weiteres in der Klinik héaufig
verwendetes Immunsuppressivum, das Mycophenolat, konnte zwar die AbstolRung der
transplantierten Zellen verhindern, verhinderte aber ebenfalls die Ausbreitung der
Zellcluster. Mycophenolat wirkt als selektiver Inhibitor der losin-Monophosphat-
Dehydrogenase und blockiert dadurch die Purinsynthese in proliferierenden Zellen. Durch
diese nicht selektive Wirkung auf in der S-Phase des Zellzyklus befindliche Zellen wird
zwar die Proliferation von T- und B-Lymphozyten gehemmt. Allerdings erstreckt sich die
zytostatische Wirkung des Mycophenolat wahrscheinlich in gleicher Weise auch auf die
Proliferation der transplantierten Hepatozyten. Dies macht deutlich, dass die klinische
Richtlinie zum Einsatz von Immunsuppressiva nach Lebertransplantation [29] nicht ohne
Weiteres auf die Hepatozytentransplantation bertragen werden kann. Vielmehr ist der
Einsatz von Mycophenolat nach Zelltransplantation auf Grund der zytostatischen Wirkung
und der damit verbundenen Hemmung der Proliferation der Spenderhepatozyten ganzlich

ungeeignet.

5.1.2 Cyclosporin A verbessert die Repopularisierung des Empféangerparenchyms
durch die Spenderhepatozyten
Die Effizienz der Hepatozytentransplantation wurde von Laconi et. al im syngenen Modell

fir mannliche Empféngertiere 2 Wochen nach der Zelltransplantation zwischen 10-15%
beschrieben [30]. Im hier untersuchten Modell betrug diese jedoch nur etwa 1%. Diese
Diskrepanz ist wahrscheinlich durch das unterschiedliche AusmaR der Leberteilresektion
bedingt, die ja einen Regenerationsstimulus darstellt. Wéhrend bei Laconi eine 2/3

Hepatektomie durchgefihrt wurde, wurde in dieser Arbeit eine 1/3 Hepatektomie
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durchgefuhrt, die gegeniber der 2/3 Hepatektomie sicher einen schwécheren
Proliferationsreiz setzt. Die Abdnderung gegeniber dem von Laconi beschriebenen
Transplantationsmodell wurde vorgenommen, um die Klinischen Relevanz besser zu
simulieren, da hier eher weniger umfangreiche Resektionen Ublich sind. Technisch birgt
eine Hepatektomie mit geringerem Ausmall auch immer ein geringeres chirurgisches
Risiko und verbessert so Reproduzierbarkeit. Biologisch ist eine Repopularisierung von
1% der Lebermasse durchaus ausreichend, um den funktionellen Gewebeersatz zu
gewahrleisten und ausreichend metabolische Kapazitat zur Verfligung zu stellen [80-81].
Die hier erhobenen Daten stehen im Einklang mit verdffentlichten Ergebnissen von Kdnig
et.al., die 3 Wochen nach der Transplantation im syngenen Rattenmodell nach 1/3
Hepatektomie eine Repopularisierungsrate von zirka 1 % zeigten [82].

Im allogenen Transplantationsmodell zeigte sich nach der Behandlung mit Cyclosporin A,
dass im Vergleich zum syngenen Modell ohne Behandlung eine groRere Anzahl an
Clustern transplantierter Zellen im Empfangerparenchym auftraten (Abb. 9). Dies deutete
darauf hin, dass das Cyclosporin A unabhéngig von seiner immunsuppressiven Wirkung
die Integrationsrate transplantierter Hepatozyten verbesserte. Diese Hypothese wurde
dadurch bestétigt, dass nach Einsatz des Cyclosporins im syngenen Transplantationsmodell
ebenfalls eine 10-fach erhohte Integrationsrate der Spenderzellen beobachtet werden
konnte. Da im syngenen Transplantationsmodell nicht mit AbstoRungsreaktionen zu
rechnen ist, muss die Wirkung des Cyclosporin A auf andere Mechanismen zurlick zu
fUhren sein. So ist zum Beispiel denkbar, dass die lipophile Struktur des Cyclosporins die
Durchlassigkeit der Endothelzellbarriere beeinflusst und so den Ubertritt der
transplantierten Hepatozyten ins Leberparenchym erleichtert. Uber die chemische
Beeinflussung der Durchléssigkeit der Endothelzellbarriere im Zusammenhang mit
Leberzelltransplantation wurde auch von Malhi et. al berichtet. Das Zytostatikum
Cyclophosphamid flhrte zur Zerstérung der Endothelien und dadurch zu einer verbesserten
Hepatozytenintegration [76]. Die Beeintrdchtigung des Endotheliums nach Cyclosporin A-
Behandlung der Empfanger konnte in der vorliegenden Arbeit anhand der
immunhistochemischen Farbung mit dem Endothelzellmarker OX-46 gezeigt werden, die
eine deutliche Disintegration bzw. Rickbildung der Endothelien belegte (Abb. 11). Dass
Cyclosporin A neben seiner immunologischen Wirkung noch andere pharmakologische
Wirkungen besitzt, ist bereits bekannt. So befindet sich derzeit ein nicht immunologisch
wirksames Strukturanalogon (Valspodar, PSC833, Novartis) des Cyclosporins A in der

klinischen Testung, das als Modulator des MDR- (Multi Droug resistance) Transporters
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bei Karzinomzellen beschrieben wird [83] Daher kdnnte sich Cyclosporin A im klinischen
Alltag besonders gut eignen, die AbstoBungsreaktionen nach allogener
Hepatozytentransplantation zu verhindern, da es gleichzeitig aufgrund seiner anderen
pharmakologischen  Wirkungen die Transplantationseffizienz ~ signifikant erhoht.
Grundsatzlich wére es denkbar, die Empfanger von Hepatozytentransplantaten mit
geeigneten, auch nicht immunologisch wirksamen Pharmaka, die die Durchlassigkeit der
Endothelzellbarriere verbessern vorzubehandeln, um die Spenderzellintegrationsrate zu

verbessern.

5.2 Stammzellbasierte Hepatozytentransplantation bei akuter und chronischer
Leberschadigung
Angesichts anhaltender Organknappheit gewinnt die Entwicklung von Alternativen zur

Lebertransplantation bei akuten und chronischen Lebererkrankungen im Endstadium
zunehmend an Bedeutung. ,,.Die Zahl der Neuanmeldungen auf der Warteliste fir eine
Lebertransplantation hat in den vergangenen Jahren im Trend zugenommen, im Jahr 2011
sank sie auf 1.792. Die Zahl der Transplantationen sank ebenfalls auf 1.199. Die Kluft
zwischen der Zahl der angemeldeten Patientinnen und Patienten und der Zahl der
durchgefuhrten Transplantationen bleibt nach wie vor bestehen” (Zitat Dt. Stiftung
Organtransplantation). D.h. ein Drittel der Patientinnen und Patienten, die eine
Lebertransplantation bendtigen, stehen auf der Warteliste. 30-40% versterben ohne
Transplantation. Da nicht gentigend Organe fir die Transplantation zur Verfligung stehen,
stehen ebenfalls keine Organe zur Isolierung von Hepatozyten fur die
Hepatozytentransplantation bereit, die sich ja im Tiermodell als machbare Alternative
gezeigt hat. Mesenchymale Stammzellen (MSC) gelten heute als aussichtsreiche Option
zur Etablierung eines zelltherapeutischen Ansatzes bei Lebererkrankungen im Endstadium.
Sie sind leicht verfligbar, kénnen aus dem Knochenmark, Fett- oder auch Knorpelgewebe
isoliert werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass aus mesenchymalen

Stammzellen in vitro Hepatozyten generiert werden kénnen.

5.2.1 Therapeutisch nutzbare Eigenschaften der mesenchymalen Stammzellen
Wie bereits in der Literatur beschrieben, kénnen mesenchymale Stammzellen aus humanen

[57-58,66] Geweben und auch aus Geweben der Ratte [55] isoliert werden. Sie
exprimieren mesenchymale Oberflachenmarker aber keine hamatopoietischen und weisen
multiple Differenzierungsfahigkeit auf. Um die Identitat der in dieser Arbeit verwendeten

MSC aus Fettgewebe zu belegen, konnte gezeigt werden, dass die stammzelltypischen
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Oberflachenmolekiile CD44 und CD29, nicht aber der h&matopoietische Marker CD45
exprimiert wurden (Abb. 12). Weitere Marker konnten aufgrund fehlender
Rattenantigenspezifischer Antikdrper nicht nachgewiesen werden. Weiterhin konnte das
multilineage Differenzierungspotential [40] der aus Fettgewebe isolierten MSC anhand
ihrer Differenzierung in osteozytdre, adipozytére und hepatozytdre Zellen gezeigt werden
(Abb. 13 und 14). Somit konnten die nach dem hier angewandten Verfahren isolierten
Zellen aus dem Fettgewebe als mesenchymale Stammzellen gelten.

Mesenchymale Stammzellen besitzen die Fahigkeit, in entziindete bzw. geschadigte
Gewebe zu migrieren wie bereits aus der Literatur bekannt ist [78]. So konnte gezeigt
werden, dass nach Verletzung des Rilckenmarkes MSC, welche in die lumbale
Cerebrospinalflussigkeit injiziert wurden, zum Ort der Ruckenmarkslésion migrierten und
sich dort integrierten [84]. Auch wurde im Rattenmodell des akuten Nierenversagens,
welches mit tubuldren Nekrosen einhergeht, nachgewiesen, dass systemisch applizierte
MSC in die geschadigten Nierenregionen einwanderten [85]. Dieselbe Gruppe belegte
ebenfalls, dass fur die Migration und Integration systemisch applizierter MSC das
Oberflachenmolekil CD44 verantwortlich ist [85]. CD44 scheint also fir die
Migrationsfahigkeit der MSC eine wichtige Rolle zu spielen. Da dieses ebenfalls auf den in
dieser Arbeit verwendeten mesenchymalen Stammzellen exprimiert wird., liegt es also
nahe zu vermuten, dass die transplantierten Zellen gerade deshalb die Féahigkeit besitzen,
nach systemischer Applikation in geschadigte Leberbereiche zu migrieren. Und tatséchlich
wanderten in den beiden untersuchten Schadigungsmodellen der akut durch Paracetamol
(Abb. 17) und der chronisch durch CCls-Inhalation (Abb. 24) geschadigten Leber die tber
die Schwanzvene systemisch applizierten MSC in das geschadigte Leberparenchym ein
und integrierten sich dort im Gewebe. Wéhrend zu frihen Zeitpunkten nach der
Transplantation (5-7 Tage) nur einzelne ins Gewebe integrierte Zellen zu finden waren,
konnte im Modell der durch CCl, induzierten Leberzirrhose gezeigt werden, dass sich die
transplantierten Zellen 3 und 10 Wochen nach der Transplantation vermehrt hatten und im
Gewebe verblieben.

Histologische und klinische Parameter sowie die Proliferationsfahigkeit des
Empfangerlebergewebes waren aber auch schon zu den frihen Zeitpunkten verbessert
(Abb. 21 - 27). Da man davon ausgehen kann, dass bis zu 5 Tagen nach Transplantation
noch keine vollstandige Integration der Zellen ins Wirtsparenchym und somit kein

funktioneller Gewebeersatz erfolgt sein kann, kann vermutet werden, dass parakrine
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Faktoren die Regeneration des Lebergewebes positiv beeinflussten und somit die
gemessenen Parameter verbesserten.

Prominente Faktoren, welche von Stammzellen sezerniert werden, sind unter anderem der
vascular endothelial growth factor (VEGF), stem cell factor (SCF), hepatocyte growth
factor (HGF), insulin-like growth factor-1 und -2 (IGF-1, -2), stromal-derived factor-1
(SDF-1), allesamt Faktoren, die die Regeneration und Immunmodulation unterstiitzen [49].
Neben léslichen Faktoren, die eine unterstitzende Rolle bei der Regeneration von
geschadigten Organen durch Stammzellen spielen [86], kommunizieren MSC mit
Zielzellen im Empféangerparenchym auch uber den Austausch von Mikrovesikeln und
miRNA, die von den MSC abgegeben werden [87]. Die funktionelle Verbesserung des
Myocardgewebes durch die systemische Gabe von humanen mesenchymalen Stammzellen
wurde bereits in einem Herzinfarktmodell in der Maus durch Iso et. al gezeigt [88]. Hier
wurde eine deutliche Verbesserung der Myocardfunktion festgestellt, ohne dass eine hohe
Integration der MSC im Gewebe nachweisbar war. Fur die funktionelle Verbesserung
ausschlaggebend waren von den MSC sezernierte, parakrin wirkende Faktoren wie
Adrenomedullin, VEGF, HGF und IL-6 [88].

5.2.2 Pro-regenerative Wirkung mesenchymaler Stammzellen bei akuter
Lebrschadigung
In der Literatur ist beschrieben, dass sich Spenderzellen nach direkter Injektion in das

GefaRsystem der Leber in den periportalen Regionen des Leberparenchyms ansiedeln [79].
In der vorliegenden Untersuchung konnte dies in Kontrollmdusen ohne akute
Leberschadigung bestétigt werden. Jedoch nach Intoxikation mit Paracetamol waren die
Spenderzellen in perivendsen Bereichen des Parenchyms nachweisbar (Abb. 21). Dieser
uberraschende Befund konnte zwei Erklarungen haben: 1. Die durch Paracetamol
induzierte, perivends lokalisierte hepatische Nekrose wird von einer zentrilobuldren
mikrovaskuldren Stauung und Infiltration von Blutbestandteilen in den Dissé-Raum
begleitet, die durch die VergréRerung der Fenestrierung im Endothelium verursacht wird
[89]. Dadurch  wird der Einstrom der transplantierten Zellen in die perivendsen
Parenchymbereiche mechanisch beglnstigt. 2. Es ist aber auch denkbar, dass die Zellen
aktiv in die geschadigten Bereiche migrieren und dort das Fortschreiten der akuten
Leberschadigung Uber die oben beschriebenen parakrinen Effekte vermindern. Dafiir
spricht auch der zun&chst kontrovers erscheinende zeitliche Verlauf der Apoptoserate.
Kurz nach der Zellapplikation war die Apoptoserate im Vergleich zu Tieren ohne

Zellapplikation geringer. Die Apoptoserate stieg jedoch an Tag 2 wieder an und fiel an Tag
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3 nach Zelltransplantation wieder ab (Abb 22 C, D). Dies ist vermutlich auf die
Reorganisation des Leberparenchyms zurlckzufiihren. Der (berwiegende Teil der
transplantierten Zellen, welche in das geschadigte Parenchym eingewandert sind und dort
zundchst Uber parakrine Effekte den Progress der Leberschddigung hemmten, geht nach
einer gewissen Zeit zu Grunde und schafft somit Platz fur Hepatozyten, die durch die
Proliferation des Empféngerparenchyms gebildet werden. Diese Vermutung wird auch
durch den zeitlichen Verlauf der zur Apoptose komplementér verlaufenden
Proliferationsrate unterstiitzt (Abb. 22 A, B). Somit konnte sowohl im Ratten- als auch im
Mausmodell der akuten Lebersch&digung durch Paracetamol die die Leberregeneration
unterstiitzende Wirkung der MSC gezeigt werden. Diese beruhte auf 3 wesentlichen
Mechanismen: der pro-proliferativen und anti-apoptotischen Wirkung auf das
Wirtsparenchym und auf der Migration der MSC in die akut geschadigten Leberbereiche,
in denen parakrine Effekte die Schadensprogression verhinderten. Diese letztgenannte
Wirkung der MSC ist wahrscheinlich auf deren anti-inflammatorische Eigenschaften
zurlickzufuhren, die zur Hemmung der Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen,
der Stimulation der Sekretion von anti-inflammatorischen Zytokinen sowie zur Hemmung
der Infiltration von Entziindungszellen fihrt, eine in der Literatur beschriebene prominente
biologische Eigenschaft von MSC [90].

In der Literatur sind einige Rattenmodelle der akuten Leberschadigung durch Paracetamol
beschrieben. Diese verwenden unterschiedliche Intoxikationsregime von 1-2 g/kg

[91-93] bis 100-500 mg/kg [94-95]. Da Ratten gegenliber Paracetamolintoxikation aber
sehr resistent sind, wird in der Literatur auch diskutiert, ob ein Mausmodell, welches schon
bei geringerer Paracetamoldosis einen akuten Leberschaden entwickelt, der klinischen
Situation beim Menschen eher entspricht und daher dem Rattenmodell experimentell
vorzuziehen ist [96]. Mit dem in dieser Arbeit speziell entwickelten Intoxikationsregime
bei der Ratte konnte ein reproduzierbarer, stabiler, akuter Leberschaden erzeugt werden.
Dennoch wurden die Analysen zu den pro-proliferativen und anti-apoptotischen
Eigenschaften der MSC ebenfalls am xenogenen Mausmodell mit humanen MSC
durchgefuhrt. Wie im syngenen Rattenmodell konnten auch hier die protektiven
Eigenschaften der MSC auf das geschadigte Leberparenchym nachgewiesen werden. Einen
direkten Einfluss der transplantierten Zellen auf die Serumtransaminasen AST und ALT
als Mal? der Leberschéadigung konnte, anders als Salomone et.al berichten, nicht festgestellt
werden [97].
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5.2.3 Anti-fibrotische Wirkung mesenchymaler Stammzellen bei chronischer
Leberschadigung
Die Langzeitbehandlung von Ratten mit CCl, flhrt zur chronischen Leberschadigung in

Form der Leberzirrhose mit einhergehender Verschlechterung der Leberfunktion. Diese
spiegelt sich in einer Verschlechterung der Albuminsynthese und der Blutgerinnung sowie
einem Anstieg des Bilirubins im Serum wieder. Anders als in der Literatur beschrieben
wurden durch die MSC-Applikation keine signifikante Verbesserung der relevanten
Blutparameter, erreicht. Allerdings konnten die fur mesenchymale Stammzellen in der
Literatur beschriebene anti-fibrotische Wirkung bestatigt werden [98-99] . Die vermehrte
Bildung von Kollagen flhrt in der Leberzirrhose zum Gewebeumbau mit Bildung von
fibrotischen Septen, die in der Histologie deutlich zu erkennen sind (Abb. 24). 3 Wochen
nach MSC-Applikation waren die fibrotischen Leberareale signifikant kleiner als ohne
MSC-Applikation. Eine Konsequenz des Gewebeumbaus bei einer Leberzirrhose ist die
Minderdurchblutung der Leber aufgrund des erhohten Gefé&Rwiderstandes in der Leber
(portale Hypertension). Die dadurch gebildeten Umgehungskreisldufe haben wiederum
eine Vergrollerung der Milz zur Folge (Splenomegalie). Im hier benutzten Zirrhosemodell
konnte drei Wochen nach MSC-Applikation nicht nur eine Verbesserung der Fibrose
nachgewiesen werden, auch die Milzgewichte waren signifikant kleiner. Dies lasst
vermuten, dass sich die MSC positiv auf den portalen Blutdruck auswirkten. Eine
vaskulare Wirkung von MSC konnte auch durch Oliveira-Sales et. al gezeigt werden [100].
Die Applikation von mesenchymalen Stammzellen senkte den renovaskuldaren Druck und
verbesserte somit die Nierenfunktion und Gewebearchitektur im Modell der partiell
okkludierten Nierenarterie, ob die MSC in der Leber den Portaldruck auf dhnliche Weise
beeinflussten, kann nur durch eine direkte Portaldruckmessung nach Stammzellapplikation
evaluiert werden. Die Verringerung der Milzgewichte kann hier nur als indirektes Indiz
gewertet werden. Die Volumenzunahme der Milz geht auch mit einer Uberfunktion der
Milz einher, so dass zu viele Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten gespeichert und
abgebaut werden. Das fiihrt zu einem Mangel an Thrombozyten im Blut, der auch als
Thrombozytopenie bezeichnet wird [101]. Wéhrend des fibrotischen Umbaus des
Lebergewebes werden von aktivierten hepatischen Sternzellen extrazellulére
Matrixproteine synthetisiert und abgelagert, wodurch die fibrotischen Areale, die
uberwiegend aus Kollagen I-Fasern bestehen, entstehen. Thrombozyten kdnnen hepatische
Sternzellen HGF-vermittelt inaktivieren [102]. Denkbar ist also auch, dass die
mesenchymalen Sternzellen nicht direkt den portalvendsen Druck, sondern die

Thrombozyten zur HGF-Synthese stimulieren, beziehungsweise selbst HGF sezernieren,
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das die hepatischen Sternzellen und damit die fur die Fibrose typische vermehrte

Kollagensynthese hemmt.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass systemisch oder direkt hepatisch applizierte MSC
im durch Paracetamol akut geschadigten Lebergewebe anti-inflammatorisch und -
apoptotisch sowie pro-proliferativ wirken. Auf das chronisch fibrotisch verénderte
Lebergewebe wirkten die MSC anti-fibrotisch und verbesserten dadurch die fir die
Leberzirrhose kritische portale Hypertension. In beiden Fallen, also sowohl nach akuter als
auch nach chronischer Leberschadigung, bewirkten die MSC eine Unterstiitzung der

Leberregeneration.

5.3 Hepatozytare Differenzierung von porcinen mesenchymalen Stammzellen
Die Uberfiihrung der Erkenntnisse aus der Grundlagenforschung an Labortieren wie Maus

und Ratte in die klinische Anwendung setzt die préklinische Forschung an
GroRtiermodellen wie dem Schwein voraus. Das Vorkommen von mesenchymalen
Stammzellen in den verschiedensten Gewebetypen und Spezies wie Ratte [65,103-104],
Maus [105-107] und Mensch [66,108] ist hinreichend beschrieben. Aufgrund der
anatomischen und physiologischen Vergleichbarkeit des Schweins mit dem Menschen,
lage es nahe zu vermuten, dass auch Erkenntnisse zu MSC aus Schweinen vorliegen. Diese
sind zur Uberfilhrung der Zellen in die klinische Anwendung, insbesondere zur
Uberprifung der Sicherheit und Wirksamkeit sowie den moglichen Applikationswegen
notig. Deshalb ist es verwunderlich, dass porcine mesenchymale Stammzellen in der
Literatur erst wenig beschrieben sind [109-111]. Daher war es ein Ziel dieser Arbeit, MSC
aus Geweben des Schweins zu isolieren und hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit flr spatere

praklinische Studien am Schwein charakterisieren.

DefinitionsgeméR sind Minimalkriterien, die mesenchymale Stammzellen erfiillen mussen,
die Fahigkeit, auf Plastik-Kulturunterlagen zu wachsen, die Fahigkeit zur Differenzierung
in  mindestens 2 andere Zelltypen sowie die Expression mesenchymaler
Oberflachenmolekiile (z.B. CD44, CD29 und CD105) und das Fehlen von
hamatopoetischen Oberflachenmolekiillen (z.B. CD34, CD45). In der hier vorgelegten
Arbeit zur Charakterisierung von porcinen MSC konnte gezeigt werden, das sowohl MSC
aus Fettgewebe verschiedenen Ursprungs (viszeral, subkutan) als auch aus dem
Knochenmark diese Minimalkriterien erfiillen. Dies ist in Ubereinstimmung mit Daten von

porcinen Knochenmarkszellen wie durch Groth et.al [112] gezeigt wurden.
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Bei Lebererkrankungen im Endstadium oder klinischen Situationen, welche mit einem
massiven Verlust an funktionellem Leberparenchym einhergehen, stellen hepatozytér
differenzierte mesenchymale Stammzellen zur Substitution der metabolischen Kapazitat
der Leber eine vielversprechende Therapieoption dar. Deshalb ist es naheliegend, die
Fahigkeit mesenchymaler Stammzellen zur hepatogenen Differenzierung in vitro und in
vivo zu charakterisieren. In verschiedenen Nagermodellen (Maus, Ratte) sowohl akuter als
auch chronischer Lebererkrankungen konnte gezeigt werden, dass mesenchymale
Stammzellen die Leberschadigung verbesserten, [113-116]. Es war nicht (berraschend,
dass im Vergleich zu undifferenzierten MSC die Integration von hepatozytar
differenzierten Spenderstammzellen ins Empféangerlebergewebe effizienter war und damit
ein hoherer therapeutischer Effekt erzielt werden konnte [65]. Deshalb wurde das
hepatogene Differenzierungspotential von porcinen mesenchymalen Stammzellen aus
unterschiedlichen  Ursprungsgeweben (Knochenmark, viszerales und subkutanes
Fettgewebe) hinsichtlich hepatozytenspezifischer metabolischer Eigenschaften bewertet.
Wichtige funktionelle Eigenschaften von Hepatozyten sind die Glykogen- und
Harnstoffsynthese sowie die Detoxifikation von Xenobiotica durch das Cytochrom P450-
System [117]. Sowohl die MSC aus dem viszeralen und subkutanen Fettgewebe als auch
aus dem Knochenmark wiesen nach hepatogener Differenzierung all diese Funktionen auf.
Die Glykogen- und Harnstoffsynthese sowie die CYP1Al- und CYP2B1-Aktivitat
bewegten sich in der gleichen Grélienordnung wie die primérer porciner Hepatozyten nach
einigen Tagen in Zellkultur. Es war bereits bekannt, dass in primdren Hepatozyten nach
einiger Zeit in Zellkultur die spezifischen Hepatozytenfunktionen vermindert sind [118].
Dies ist auch in primédren Hepatozyten des Schweins so, welche nach 8 Tagen
Kultivierungsdauer nur noch 10-20 % der fiir frisch isolierte Hepatozyten spezifischen
metabolischen Aktivitat aufweisen [119]. Dieser Verlust kann in vitro teilweise durch die
Behandlung mit spezifischen Induktoren wieder riickgangig gemacht werden. So kann
durch Zugabe von cAMP die Carbamoylphosphat-Synthetase transkriptionell induziert
werden, so dass auch die Harnstoffsyntheserate wieder ansteigt. Ein weiteres Beispiel ist
die Induktion der Aktivitat der CYP1A Subtypen durch R-Naphthoflavon. Die weist darauf
hin, dass der Verlust der metabolischen Aktivitat von primaren Hepatozyten in der Kultur
nicht auf eine De-Differenzierung zuriickzufuhren ist, sondern eher eine Konsequenz der
fehlenden physiologischen Umgebung der Leber ist, die die fir die Aufrechterhaltung der
spezifischen hepatozytaren Leistungen erforderlichen Signale, Metabolite und Mediatoren

bereitstellt [120]. Deshalb ist es ad4quat, die metabolischen Leistungen der drei Wochen
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hepatozytar differenzierten MSC mit denen kultivierter anstelle von frisch isolierten
primdren Hepatozyten zu verglichen. Allerdings zeigt es auch, dass unter
Kulturbedingungen sicher keine vollstandige Differenzierung der MSC in reife
Hepatozyten zu erreichen ist. Wie flr Hepatozyten selbst ist fur hepatozytér differenzierte
MSC die ad&quate physiologische Umgebung der Leber zwingend notwendig, um den
ausdifferenzierten hepatozytédren Phanotyp zu erreichen. Diese belegen auch Ergebnisse
aus Transplantationsexperimenten mit zuvor kultivierten priméren Hepatozyten oder
hepatozytar differenzierten MSC, die in der Kultur ihre hepatozytédren Eigenschaften
verloren bzw. nur teilweise erreichten, nach Transplantation in eine Empféangerleber aber
durch ihre Integration in die physiologische Umgebung der Leber ihre volle metabolische
Aktivitat zuriickgewinnen konnten [63,120].

Nach Abschluss der hepatogenen Differenzierung zeigte sich sowohl in den MSC aus dem
Fettgewebe als auch bei den MSC aus dem Knochenmark eine signifikante Abnahme der
Expression von CD105. CD105 (Endoglin) wird auf Endothelialzellen,
Synzytiothrophoblasten, Makrophagen und Bindegewebszellen exprimiert [121]. Es
scheint nicht nur bei der TGF-R-vermittelten Signaltransduktion eine Rolle zu spielen,
sondern es beeinflusst auch die chondrogene Differenzierung von MSC und vermittelt die
Interaktion von h&matopoetischen Stammzellen mit ihrer Umgebung [121]. Kirzlich
konnte gezeigt werden, dass sich MSC mit einer hohen Endoglinexpression im Vergleich
zu MSC mit niedriger CD105-Expression besser in Hepatozyten differenzieren lassen
[122]. Deshalb konnte man ableiten, dass die in der vorliegenden Arbeit gezeigte
verminderte Expression von CD105 nach der hepatogenen Differenzierung ein Marker fir
eine erfolgreiche Differenzierung sein konnte.

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass MSC aus unterschiedlichen Geweben
des Schweins isoliert und in hepatozytére Zellen differenziert werden kdnnen. Dies ist eine
wichtige Voraussetzung fir ihre therapeutische Nutzung bei Lebererkrankungen im pré-

klinischen GroRtiermodell.

5.4 Ausblick
Es konnte sowohl experimentell als auch klinisch gezeigt werden, dass die Transplantation

von Hepatozyten als mogliche Alternative zur Lebertransplantation machbar ist [123-124].
Auf Grund der Knappheit an verfligbaren Spenderorganen zur Isolierung von Hepatozyten
ist es notwendig, alternativen Zellquellen zur Herstellung von Hepatozyten zu etablieren.
Aufgrund ihres anti-inflammatorischen, anti-apoptotischen sowie ihrer pro-regenerativen
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Fahigkeiten ricken mesenchymale Stammzellen immer mehr in den klinischen Focus zur
Therapie verschiedenster Lebererkrankungen [125-128]. Dieses klinische Interesse und die
potentielle Verwendbarkeit von stammzellbasierten Zelltherapeutika verlangt praklinische
Studien zur Evaluation der Sicherheit und des therapeutischen Nutzens sowie zur
Etablierung sicherer Applikationswege. Aufgrund der guten anatomischen und
physiologischen Vergleichbarkeit mit dem Menschen wurden in der jlingsten
Vergangenheit im Schwein Modelle des durch Paracetamol induzierten akuten
Leberversagens [129], und zur ausgedehnten Leberresektion als kurative Behandlung von
Lebermetastasen [130], etabliert. Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden,
dass sich porcine MSC sowohl aus Knochenmark als auch aus Fettgewebe leicht isolieren
und hepatozytér differenzieren lassen. Damit kommen sie grundsétzlich als Therapeutikum
in pré-klinischen Modellen verschiedener Lebererkrankungen in Frage. Es bleiben als
Nachweis ihrer therapeutischen Tauglichkeit die bereits in Maus- und Rattenmodellen
bewiesenen  anti-inflammatorischen,  anti-apoptotischen  sowie  pro-regenerativen
Fahigkeiten im Schwein zu bestatigen. Nur so ist eine Abschdtzung von Nutzen und
Risiken flr die spatere Anwendung in klinischen Studien mdéglich. Dazu hat die

vorliegende Arbeit die Grundlagen gelegt.
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6 Zusammenfassung

Wie die Organtransplantation bedarf die Kklinische Hepatozytentransplantation der
Immunsuppression. Im Rattenmodell wurden allogene, Uber die Portalvene applizierte
Hepatozyten T-Zell-vermittelt abgestoflen. Die Abstollungsreaktion konnte durch
Cyclosporin A am effektivsten verhindert werden, da es nicht, wie andere
Immunsuppressiva (z.B. Mycophenolat), als Proliferationshemmer wirkt, die auch die
Proliferation der Spenderhepatozyten hemmen und so deren wirksame Vermehrung
verhindern. Neben der immunsuppressiven Wirkung erhéhte Cyclosporin A auch die
Integrationsrate  von  Spenderhepatozyten in das Empféangerparenchym. Dieser
pharmakologische Effekt des Cyclosporins war wahrscheinlich auf die Auflockerung der
Endothelbarriere zurlickzufuhren, die den Eintritt der transplantierten Zellen erleichterte.

Leberresidente Makrophagen waren nicht maligeblich an der Abstoungsreaktion beteiligt.

Als Alternative zur Hepatozytentransplantation wurde der therapeutische Nutzen von aus
mesenchymalen Stammzellen (MSC) hergestellten, hepatozytaren Zellen in murinen
Modellen der akuten und der chronischen Leberschadigung untersucht. Beim durch
Paracetamol induzierten akuten Leberschaden wirkten die hepatozytar differenzierten MSC
sowohl im syngenen Rattenmodell als auch im xenogen Mausmodell hepatoprotektiv auf
Grund ihrer pro-proliferativen und anti-apoptotischen Eigenschaften. Zusatzlich wurde ihr
,Homing* in die geschédigte Leber nach systemischer Applikation beobachtet. Auch im
Modell der chronischen Leberschadigung konnte nach systemischer Applikation gezeigt
werden, dass die Zellen in das geschédigte Lebergewebe einwanderten (Migration). Dort
wirkten sie anti-fibrotisch, wodurch sich die h&modynamischen Komplikationen der
Leberzirrhose verbesserten und somit eine Reduktion des erhdhten portalvendsen Druck
erreicht wurde, eine der hauptverantwortlichen Ursachen von Komplikation bei der
Leberzirrhose. Diese Befunde belegen klar den therapeutischen Nutzen von hepatozytér
differenzierten MSC. Zur Ubertragbarkeit auf eine mogliche klinische Anwendung ist die
Testung der pharmakologischen und technischen  Machbarkeit  (Toxizitéat,
Applikationswege) im Groftier unabdingbar. Daher wurden im dritten Teil der Arbeit
MSC aus porcinem Knochenmark und aus viszeralem sowie subkutanem Fettgewebe
isoliert und ihre hepatozytdre Differenzierungsféhigkeit getestet. Die Zellen speicherten
Glykogen, synthetisierten Harnstoffsynthese und wiesen Cytochrom P450-Aktivitat nach
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hepatogener Differenzierung auf, samtlich spezifische Eigenschaften von adulten
Hepatozyten. Damit stehen diese Zellen uneingeschréankt fir die praklinische Testung im

Schwein zur Verfugung.

Insgesamt hat diese Arbeit also den Beleg erbracht, dass MSC eine moégliche Alternative
zu Hepatozyten flr die Zelltherapie bei akuten und chronischen Lebererkrankungen sein
kénnen. Fir die pré-klinische Evaluation stehen gesicherte Modelle sowohl im Nager- als
auch im Groftiermodell zur Verfugung. Die Befunde dieser Arbeit haben auch ein
Immunsuppressionsregime erbracht, das die Spenderzellintegration ins Wirtsparenchym

der Empfangerleber verbessert.
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