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Referat:

Hepatozyten sind von grof3er Bedeutung in Klinik upoirschung. Da sie derzeit nicht
kultiviert werden kénnen wird vielfach versucht sias Vorlauferzellen zu generieren. In
dieser Arbeit wurde die Entwicklung von zwei Stanafiiimien in einem xenogenen
Transplantationsmodell mit immundefizienten Ma&ausantersucht. Verwendet wurden
Stammzellen aus humanem Nabelschnurblut und verdifizierte humane Monozyten,
sogenannte Neohepatozyten. Es wurden jeweils 780ddser Zellen in die Leber von
NOD/SCID-Mausen transplantiert und die Lebern inrl&tef explantiert. Die Identifikation
der transplantierten Zellen im Gewebeschnitt geldaggch den Membranfarbstoff CM-Dil.
Zur genetischen Charakterisierung wurde einesitu Hybridisierung mit human- bzw.
mausspezifischen Gensonden etabliert. So konnertraisplantierten Zellen sicher in den
Mauslebern detektiert werden. Im Weiteren wurde imhistochemisch humanes Albumin in
Mauslebern nachgewiesen. Humanes Albumin dient®#ferenzierungsmarker und zeigt
eine Entwicklung der transplantierten Zellen iniRimg Hepatozyten an. Interessanterweise
wurden bei der Analyse beider Zelllinien zwei Typétlumanalbumin-positiver Zellen
beobachtet: Typ | Zellen traten meist in Gruppefy suaren kleiner als Hepatozyten und
trugen einen dichten, dezentral gelegenen Kernlggien im Parenchym oder in kleineren
GefalRen und waren in der Lage, wie Hepatozytencdglgn und Eisen zu speichern. Typ |
Zellen traten einzeln auf und glichen in ihrer Foaxakt den Hepatozyten. Durch die
Kombination von Immunhistochemie uimdsitu Hybridisierung konnten die Humanalbumin-
positiven Zellen genetisch charakterisiert werdeyp | Zellen trugen einen menschlichen
Kern. lhre Entstehung kann durch Teildifferenzigyaer Stammzellen erklart werden. Typ Il
Zellen wiesen einen Mauskern auf. Ein moglicher sEfitungsmechanismus ist der
horizontale Gentransfer nach Zerfall der transpdai®n Zellen im Zuge einer

Immunreaktion. Der formale Nachweis eines solchenanBemens steht noch aus.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hepatozyten in Klinik und Forschung

Die Leber ist das zentrale Organ vieler Stoffwebisge. Funktionstrager fir den Grof3teil
der spezifischen Leberfunktionen sind die Hepawmzytvon seiten mehrerer Fachgebiete
besteht groRes Interesse an diesen Zellen. In dearnmRkologie sind sie als
Forschungsinstrument bereits gut etabliert (Gomeazhbinet al 2008; Ringel et al 2005;
Reder-Hilzet al. 2004 Gomez-Lechéret al 2003; Hengstleret al 2000a;Hengstleret al.
2000b; Li et al 1999) und in der Klinischen Forschung werden sieehmend als
vielversprechendes Therapeutikum angesehen (Petppl 2008; Fisher & Stron2006;
Nussleret al 2006; Mazariset al. 2005; Bilir et al 2000; Stromet al 1997a; Stronet al
1997b; Mitoet al 1993). Derzeit ist fiir viele Lebererkrankungen ldivertransplantation die
einzige kurative Therapie. Diese Methode ist jeddahch den Mangel an Spenderorganen
limitiert: im Jahr 2007 standen in Deutschland b890 Antragen auf Lebertransplantation
nur 1108 Organe zur Verfigung (Deutsche Stiftungadtransplantation 2008). Als eine
alternative Therapieoption riickte in den letztehrda die Transplantation von Hepatozyten
in den Fokus vieler Arbeitsgruppen (Nusstial 2006; Fisher & Stron2006; Mazarist al
2005). Ein Vorteil der zellbasierten Therapien d@ie minimale Invasivitat und die
Mdglichkeit, die Therapie mehrfach zu wiederhol@&tugsleret al. 2006). Erste klinische
Erfahrungen zeigen, dass fir die Transplantatiom komanen Hepatozyten verschiedene
Lebererkrankungen in Frage kommen: in der Behamgdhon Patienen mit ALV gkutes
Leberversagenwurde nach Infusion von humanen Hepatozyten demmA@niakspiegel im
Serum und die Prothrombinzeit reduziert. So kortige Zeit bis zur Organtransplantation
Uberbriickt und die Sterblichkeit gegentiber der Kalgruppe reduziert werden. (Bilat al
2000; Stromet al 1997b; Mito et al 1993). Ein weiteres Einsatzgebiet fir die
Transplantation von Hepatozyten sind Stoffwech&ederkungen der Leber. In einer Studie
von Puppiet al wurden einer Patientin mit Ornithin-Transcarbaasg-Mangel 1,74x£0
Hepatozyten infundiert. Uber 6 Monate wurden beimmader EiweiRzufuhr keine erhohten
Ammoniak- und Harnstoffspiegel gemessen. Wachstodhneurologische Entwicklung der
Patientin waren unter der Therapie normgerecht {Pep al 2008). Der Einsatz von

Hepatozyten in der Behandlung von metabolischeretegkrankungen ist noch derzeit noch
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Einleitung

nicht etabliert, jedoch ist die Studienlage breitl zeigt ermutigende Ergebnisse (Nussler
al. 2006; Burlina 2004).

Neben der klinischen Anwendung stellen humane Hey&n in der pharmakologischen und
toxikologischen Forschung ein gut etabliertes Weukg dar. Mithilfe dieser Zellen kdnnen
Stoffwechselwege, Metabolite von Pharmaka und amd&remdstofferin vitro bestimmt
werden (Gomez-Lechomet al 2008 Ringel et al. 2005, Reder-Hilzt al. 2004; Gémez-
Lechonet al 2003 Hengstleret al. 2000a;Hengstleret al 2000b; Liet al. 1999). So kdénnen
Tierversuche und Klinische Studien, z.B. in der n&imittelzulassung, -effektiver
durchgefihrt werden. Der breite Einsatz in der é&mueg und vielversprechende
Studienergebnisse aus der Klinik erzeugen ein&estdachfrage nach humanen Hepatozyten.

Jedoch kann ihr Potenzial derzeit nicht ausgesthégiden.

1.2 Begrenzte Verflugbarkeit humaner Hepatozyten — Stamzellen als
Alternative
Dem hohen Bedarf an humanen Hepatozyten in Klimi#é Eorschung steht die mangelnde
Verfugbarkeit dieser Zellen gegeniber (Hengstteal 2005), was von Nusslat al sogar
als das derzeit grof3te Hindernis der Leberzelltiierbeschrieben wird (Nusslet al 2006).
Obwohl das Leberparenchyim vivo eine hohe Regenerationsfahigkeit besitzt und \dele
kritischen Wachstumsfaktoren bekannt sind (Michaldps & DeFrances 1997), ist es noch
nicht gelungen, humane Hepatozyten zur Prolifemamzuregen und damibh vitro zu
expandieren (Hengstlezt al 2005). Auf der Suche nach einer Alternative murvitro-
Proliferation ist in den letzten 10 Jahren die Giemeng von Hepatozyten aus
extrahepatischen Stamm- und Vorlauferzellen zume@stand vieler Studien geworden
(Brulport et al. 2007 Hengstleret al 2005; Ruhnkeet al 2005a; Ruhnkeet al 2005b;
Willenbring et al 2004; Kakinumaet al 2003). Gegeniber primaren Hepatozyten kénnen
extrahepatische Stammzellen aus diversen Quellorgeen und darliber hinairsvitro gut
expandiert werden. Als Quellen stehen NabelschoufBakinumaet al 2003; Newsomet
al. 2003; Wanget al 2003; Beerheidet al 2002), peripheres Blut Erwachsener (Ruhake
al. 2005a; Ruhnket al 2005b) oder Knochenmark (Willenbrirg al 2004) zur Verfligung.

So kann eine hohe Verflgbarkeit gesichert werdeinerE weiteren Vorteil bietet der
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Transplantationsmodus: durch eine autologe Transgian von Stamm- und Vorlauferzellen
koénnten Probleme der Langzeitimmunsuppression ugegawerden (Nusslat al 2006).

Eine Strategie zur Generierung von HepatozyteedstStamm- und Vorlauferzellém vitro

zu differenzieren. In den letzten Jahren wurdenlevientersuchungen zuin vitro
Differenzierung von Stammzellen zu Hepatozyten kgetihrt (Hengstleret al. 2005).
Hinsichtlich der verwendeten Stammzellen und deffeB@nzierungsprotokolle kdnnen
verschiedene Studien klassifiziert werden. Zkeoal nutzte peripher entnommenes Blut
erwachsener Versuchspersonen. Nach Zentrifugatiordem die adharent proliferierenden
Monozyten kultiviert und anschlie@end einem zwdigan Differenzierungsprotokoll
unterzogen. Im ersten Schritt wurde M-CSRatrophage colony-stimulating facjditir 14
Tage, dann HGFhgpatocyte growth factprfiir 5-7 Tage als Wachstumsfaktor eingesetzt.
Unter dieser Behandlung differenzierten sich motérzy runde Zellen. Immunhistochemisch
konnten in 75% bzw. 81% dieser Zellen die lebespeltifischen Proteine Albumin bzws
FP (@lpha-Fetoproteip nachgewiesen werden (Zhab al 2003). Leeet al verwendete
adharent proliferierende Zellen aus dem Knochenmamkl aus Nabelschnurblut und
kultivierte diese in einem komplexen dreistufigeiff@enzierungsprotokoll. In den Schritten
kamen u.a. HGFB-FGF (eta fibrocyte growth factdr Dexamethason sowie Insulin zum
Einsatz. Mittels RT-PCRréverse transcriptase polymerase chain reagtiwarden nach der
Differenzierung verschiedene leberzellspezifischarkdrproteine (z.B.o-FP, Glucose-6-
Phosphatase, CK18Cytokeratin 18 und CYP2B6 lHamoprotein derCytochrom P450
Familie, Subtyp 2B6)nachgewiesen. Zusétzlich sezernierten die Zelldburin und
Harnstoff und waren in der Lage, LDlofv density lipoproteinjsaufzunehmen (Leet al
2004). Schwartzt al. isolierte anhand bestimmter CD-Markeaiuster of differentiation
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark von Erwachsebésse sog. MAPCsnfultipotent
adult progenitor cellswurden fir 14 Tage in einem FGF#bfocyte growth factor ¥und
HGF-haltigen Differenzierungsmedium kultiviert unexprimierten daraufhin humanes
Albumin. Zudem wurden von Schwarét al. an den so vordifferenzierten Zellen PROD-
Aktivitat (Pentoxyresorufin-O-Dealkylase-Aktiviydals Mald fir die Aktivitat der CYP2B-
Isoenzyme untersucht (Schwaedtzal. 2002). In der Leber wird Pentoxyresorufin im Rhas
Stoffwechsels durch Cytochrom-P450-haltige CYP2&eiwyme dealkyliert. CYP2B-
Enzyme sind durch Phenobarbital induzierbar. ZunchMeeis eines induzierbaren Phase |
Metabolismus wurde nach viertagiger Inkubation MPCs mit Phenobarbital eine vom

6
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Ausgangswert um 1,4-fach erhdohte PROD-Aktivitat hgmwiesen. Schwartzt al.

schlussfolgerten daraus eine induzierbare CYP2BvA&t in Albumin-sezernierenden Zellen
und leitete daraus ab, dass sich aus den MAPCs fsmgtionelle hepatozytenartige Zellen®
entwickelt héatten (Schwartet al 2002). Solche optimistischen Deutungen sind jedoc
kritisch zu bewerten. Um das Differenzierungspaéénierschiedener Zelllinien zu beurteilen
ist es sinnvoll sie nach der Differenzierung in Kiionellen Tests mit Hepatozyten zu
vergleichen (Hengstlezt al 2005). Dabei besteht das Problem, dass humanatdispen in
Abhéangig von den Spendern eine hohe Variabilitdt metabolischen Untersuchungen
aufweisen (Castelet al 2006; Hengstleret al. 2005). Dies kann u.a. durch genetische
Polymorphismen erklart werden (Hengstitral 1999). Trotz der funktionellen Variabilitat
einzelner Hepatozytenchargen lassen sich Faktomsanmmenfassen, die eine Hepatozyte
funktionell definieren. Zu diesen Faktoren gehéren:

e Ein induzierbarer Fremdstoffmetabolismus, der sils einer Cytochrom P450-
Isoenzym Aktivitat (Phase 1) und einer TransferAkévitat (Phase |I)
zusammensetzt

« Die Enzymausstattung zur Synthese von HarnstoffGialte

e Die Synthese von Albumin, Lipoproteinen, Fibrinogemnd weiteren
Koagulationsfaktoren

» Die Fahigkeit zur Speicherung von Glucose als Ghghkg der fettldslichen Vitamine

sowie Eisen und Kupfer (Hengstletrral 2005)

Vergleicht man vordifferenzierte Stammzellen anhadiéser Kriterien mitin vitro
kultivierten Hepatozyten, kénnen Aussagen getroffenden, inwiefern sich diese Zellen zu
funktionellen Hepatozyten entwickelt haben. Von Rihet al. wurden Monozyten aus dem
Blut von Erwachsenen in einem zweistufigen Protbkolsog. Neohepatozyten differenziert.
In einem ersten Dedifferenzierungsschritt wurdere dvionozyten mit M-CSF, -
Mercaptoethanol und IL3Irterleukin 3 kultiviert. Nach 6 Tagen hatten die Zellen
fibroblastenartige Form angenommen und werden igseatn Stadium als PCMOs
(progammable cells of monocytic origibeschrieben. Die PCMOs wurden im Anschluss 14
Tage mit FGF-4 f{brocyte growth factor ¥inkubiert. Nach diesem Differenzierungsschritt
zeigten die Zellen eine hexagonale Form. Mittels-FROR und immunhistochemischen
Farbungen konnten hepatische Markerproteine wieuilh, cytochromhaltige Enzyme

(CYP3A4, CYP2B6, CYP2C9) des Phase | Stoffwechs#ds, Gerinnungsfaktor Il sowie
7
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Asialoglycoprotein nachgewiesen werden. Im Weitenenmden ausgewahlte Stoffwechsel-
und Syntheseleistungen gemessen. Die Albumin- uadhstoffprodunktion, sowie Phase |
und Il Stoffwechselreaktionen der Neohepatozytenrewavergleichbar mitin vitro
kultivierten Hepatozyten. Auch konnte der Fremdstetabolismus durch Induktoren
verstarkt werden. Die CYP3A4 Aktivitat der Neoheyten war jedoch deutlich geringer als
die der Hepatozyten (Ruhnké al 2005a; Ruhnket al 2005b).

1.3 Invivo Studien

Neben denin vitro Studien wurde von mehreren Arbeitsgruppen die Generg von
Hepatozyten aus Stamm- und Vorlauferzellen nachTaansplantation in die Leber von
Versuchstieren untersucht. Diese Studien haberVdeteil, dass die transplantierten Zellen
mit Sauerstoff, Nahrstoffen und Wachstumsfaktorear dleber versorgt werden. Die
Entwicklung der transplantierten Zellen findet soder Mikroumgebung der Leber statt.
Petersen lieferte 1999 so den ersten Hinweis, ld@ismtopoetische Stammzellen féahig sind,
sich zu Hepatozyten zu differenzieren (Peterseral 1999). In seinen Studien wurden
weibliche Ratten mit einer letalen Dosis bestralnid anschlieBend mit Knochenmark
mannlicher Ratten transplantiert. Im AnschluR wundi¢ 2-AAF (2-Acetylaminofluorene
und CC}, (Tetrachlorkohlenstoffein Leberschaden in den transplantierten Verdigrba
verursacht. Nach einer Regenerationsphlesente Petersert al. in den Lebern dieser
Versuchtiere Hepatozyten nachweisen, die ein Y-@lgom trugen. Damit zeigte er, dass
die transplantierten Knochenmarkszellen zur Reggioer der Leber beigetragen haben. In
einem weiteren Ansatz konnte Peters¢ral. zeigen, dass in DPPIV-negativeDifeptidyl-
Peptidase 1Y Ratten nach Transplantation mit DPPIV-postiverper@lermark und
Leberschadigung DPPIV exprimiert wurde (Peterseal 1998; Petersent al 1999). Die
Expression eines leberzellspezifischen Proteirlt eteen Hinweis auf die Funktionalitét der
transplantierten Zellen als Hepatozyten dar. Voslewi weiteren Arbeitsgruppen wurden
Nagetiere mit extrahepatischen Stammzellen transpla Anhand unterschiedlicher Marker
und Reporterproteinen, wie z.B. dem Y-Chromosome{3det al. 2000), EGFP gnhanced
green fluorescent proteirtdarris et al 2004) oder [3-Galactosidase (Alvarez-Doladoal
2003), konnten die transplantierten Zellen in desbdrn der Versuchstiere nachgewiesen

werden. Eine Aussicht auf die klinische Nutzbarkeiin extrahepatischen Stammzellen
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konnte Lagasseet al. mit dem FAH™-Maus-Modell Fumarylacetoazetat Hydrolakse
demonstrieren (Lagasset al 2000). FAH ist ein leberspezifisches Enzym, dass
Fumarylacetoacetat in Fumarat umsetzt (Streyer)1896d dieses Enzym in FARMausen
nicht exprimiert, so kommt es zu einer Akkumulatioler lebertoxischen Metabolite
Fumarylacetoacetat und Maleylazetoazetat, die isidturzer Zeit letal auswirkt. Lagasse

al. transplantierten FAH'-hamatopoetische Stammzellen in FAH-defiziente Mausd
entzog den Versuchstieren danach ein vor der Akkation schiitzendes Medikament,
welches den Tieren zuvor ein Uberleben ermdglicbitger diesen Bedingungen wurde fiir
die FAH-exprimierenden Zellen ein Selektionsvorggkchaffen. Nach vier Monaten wurden
in Regeneratknoten der Lebern Y-Chromosom-posifiedlen detektiert. Es fanden sich

Zellen, die sowohl Albumin als auch FAH exprimierigagasset al 2000).

1.4 Differenzierung oder Fusion der transplantierten Zdlen

Die Expression von Markerproteinen durch Stamm- Modauferzellen setzt jedoch nicht
zwingend eine Differenzierung der transplantieriégllen zu Hepatozyten voraus. Ein
weiterer Mechanismus, durch den der Nachweis vorkétproteinen und Chromosomen in
den Empfangerlebern erklart werden kann, ist disidfuvon transplantierten Zellen mit
Hepatozyten. Wanet al. nutzte in seinen Studien ebenfalls das FAMaus-Modell und
konnte 80 Zellen des Kariotyps XXXY und 120 Zelldes Kariotyps XXXXYY nachweisen.
Dies zeigt eine Fusion von diploiden Stammzellent wmiiploiden bzw. tetraploiden
Empfangerzellen an (Wargt al 2003a; Wanget al 2003b). Auch Vassilopoulost al. und
Willenbring et al untersuchten die Empfangerlebern von FAMausen nach
Transplantation mit FAH'-Zellen. Beide Arbeitsgruppen identifizierten diellfision als
den Entstehungsmechanismus fir die untersuchten -poSiiven Hepatozyten
(Vassilopoulost al 2003; Willenbringet al. 2004). Diesen Ergebnissen stehen Arbeiten von
Newsome et al. und Jang et al. entgegen, die in ihren Studien explizit die
Transdifferenzierung als Entstehungsmechanismus hefrerzellen aus Nabelschnurblut-
bzw. hamatopoetischen Stammzellen beschreiben hewet al 2003; Jangt al 2004).
Die Aufklarung des Entstehungsmechanismus der ezggten Hepatozyten scheint aus
klinischer Sicht interessant. So kdnnten sich Zeitgt Fusionspotential als Vehikel fiir die

Gentherapie eignen. In Frage kédmen hier vor allanagenetische Lebererkrankungen wie
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z.B. Morbus Wilson oder die Hamophilie (Hengstigral 2005). Jedoch wiirde auch die
Identifikation von Zelllinien, die sich zu Hepatdeyp transdifferenzieren lassen,

weitreichendes Potential fur Klinik und Forschuragsiellen.

1.5 Xenogene Transplantationsstudien

Die vielversprechenden Ergebnisse der Studiereed Stamm- und Vorlauferzellen allogen
transplantiert wurden, regte eine Vielzahl von Atdgruppen zu Xxenogenen
Transplantationsstudien an (siehe Tabelle 8, S#})e Im Fokus dieser Studien stand das
Differenzierungspotential von humanen Stamm- undadderzellen nach Transplantation in
die Leber von Versuchstieren. Wie bei den allogefeansplantationen kénnen sich die
transplantierten Zellen in der Mikroumgebung debéreentwickeln. Die Zelltransplantation
in artfremde Empfangertiere birgt jedoch auch Neitdt So muss nach xenogener
Transplantation mit starken Immunreaktionen gerethrerden (Nusslest al 2006). Um die
Immunreaktion mdglichst gering zu halten, wurdenn vden meisten Arbeitsgruppen
immundefiziente Versuchstiere eingesetzt (Hengsitenl 2005). Die verwendeten Tiere
waren durch die erbliche Immunschwéache SC#evére combined immune deficienay
ihrer Abwehr beeintrachtigt. Ein weiteres Problesr d¢enogenen Transplantation ist die
Inkompatibilitdit von Signalwegen, die fir das Waanhs und die Differenzierung der
transplantierten ~ Zellen  hinderlich  sein  kann. Die rgdbnisse  xenogener
Transplantationsstudien sind demnach nicht ohnéevesi auf den Menschen zu Ubertragen
(Hengstleret al 2005). In den xenogenen Transplantationsstudiardev unterschiedlich
vorgegangen. Humane Stamm- und Vorlauferzellen mrschiedenen Quellen wurden
immungeschwachten Mausen Uber die Schwanzvene dilekt ins Leberparenchym
transplantiert. In einigen Arbeiten wurde die Lebler Versuchstiere zuvor chemisch oder
durch Strahlung geschadigt. Nach einem Zeitraum @@ Wochen bis sechs Monaten
wurden die Lebern explantiert. Trotz der unterstlithen Vorgehensweisen kamen die
Arbeitsgruppen zu sehr ahnlichen Ergebnissen. In Beiparaten wurden mittels IHC
(Immunhistochem)ehumane Hepatozytenmarker wie z.B. humanes Alburder HepParl
(humanspezifisches Leberantiyermchgewiesen. Haufig wurden die positiven Ergedmier
IHC durch RT-PCR Untersuchungen bestéatigt. In eni§tudien wurden die transplantierten

Zellen genetisch mittels FISHIorescense in situ hybridisatipidentifiziert. Newsomeet
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al. untersuchte so auch, ob menschliche mit murinete@Zdlsionierten (Newsomet al
2003).

Die Differenzierung von humanen Stamm- und Vorl&adgden zu funktionsfahigen
Hepatozyten ware ein ,enormer Fortschritt mit hokkmischer Relevanz* (Nusslest al
2006). Jedoch konnten in deém vivo Studien bis dato nur einige hepatozellulare Marker
nachgewiesen werden. Zusatzlich stehen Untersuemudgr vielfaltigen genetischen und
funktionellen Charakteristika von Hepatozyten an ttansplantierten Zellen noch aus. Auch
ist der Entstehungsmechanismus der markertragetelan noch nicht geklart (Hengstlet

al. 2005).
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2 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollte das Schicksal von humandéam®&- und Vorlauferzellen nach
Transplantation in die Leber von Mausen im Detaiteusucht werden. Dazu wurden aus
Monozyten vordifferenzierte Neohepatozyten und agiita  proliferierende
Nabelschnurblutstammzellen in die Leber von immtiz@dmten NOD/SCID-Mausen
transplantiert. In einem ersten Schritt sollten ti@nsplantierten Zellen in histologischen
Schnitten detektiert werden. Die Zellen sollten aamth des Membranfarbstoffs CM-Dil
detektiert und durch den Nachweis von mensch- uadsspezifischer DNS von murinen
Zellen identifiziert werden. Mit der Mdoglichkeit desicheren Identifikation der
transplantierten Zellen sollten Aussagen Uber diar@tat, Lokalisation und Morphologie im
Verlauf nach der Transplantation getroffen werd®urch den immunhistochemischen
Nachweis von humanem Albumin sollte eine Differenang der transplantierten Zellen in
Richtung Hepatozyten nachgewiesen werden. Humamatbexprimierende Zellen sollten
nach Quantitat, Lokalisation und Morphologie im Mef nach der Transplantation
beschrieben werden. Durch histologische Farbungéte saul3erdem untersucht werden, ob
die transplantierten Zellen wie Hepatozyten Glykogeer Eisen speichern. In einem letzten
Schritt sollten Humanalbumin exprimierende Zellemetisch charakterisiert werden, um so
Hinweise auf ihren Entstehungsmechanismus zu extanBazu sollte humanes Albumin
sowie mensch- und mausspezifische DNS als Koféarbonginem histologischen Schnitt

dargestellt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Gewinnung und Aufbereitung der Stamm- und Vorlauferzellen

Die Gewinnung, Aufbereitung und Charakterisieruregy &tamm- und Vorlauferzellen ist
nicht Teil dieser Arbeit. Gleiches gilt fir die Tsplantation und Explantation. Diese
Arbeitsschritte wurden in der Arbeitgruppe freundérweise von Herrn Dr. M. Brulport
Ubernommen. Zum ganzheitlichen Verstandnis der i&tudverden diese Schritte hier
gualitativ, jedoch nicht streng methodisch wiedgegeen.

3.1.1 Adharent proliferierende Nabelschnurblutzellen

Zur Gewinnung von Stamm- und Vorlauferzellen auséschnurblut neugoborener Kinder
wurde mit Einverstandnis der Mutter nach der Gebustder Nabelvene Blut entnommen und
nach einem Protokoll von Beerheide al. aufbereitet (Beerheidet al 2002). Etwa 50 ml
Nabelschnurblut wurden einer Dichtegradientenziergation unterzogen und die MNC
(mononuclear cells aus der weilen Interphase mit einer Pipette abgeren. Die
gesammelten MNC wurden in Kulturflaschen ausgd3étch regelméafigen Medienwechsel
wurden nicht adharent wachsende Zellen abgespdltemtfernt. Nach 20-25 Tagen waren
Kolonien von adhéarent wachsenden Zellen mit fibmst#nartiger Morphologie zu erkennen.
Diese Zellen wurden mit Trypsin aus der Kulturflasogeldst und aufgeteilt. Ein Teil der
Zellen wurde zur weiteren Kultivierung verwendetr dandere Teil wurde von einer
kooperierenden  Arbeitsgruppe (Dr. D. Spitkovsky, ivdrsitat Kdoln)  mittels
Durchflusszytometrie auf die Expression bestimri®rMarker untersucht. Die untersuchten
CD-Marker waren CD10, CD13, CD29, CD31, CD34, CD&®b49e, CD90w, CD105 und
CD146. Vor der Transplantation wurden die Zelleergeet und die Zellsuspension auf eine
Konzentration von 750.000 Zellen/100ul Medium eBigét.

3.1.2 Aus Blutmonozytenin vitro vordifferenzierte Neohepatozyten

Aus peripheren Blutmonozyten kodnneim vitro in einem zweistufigen Schema

hepatozytenartige Zellen, sog. Neohepatozyten, rggheverden. Das Verfahren wurde so
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umgesetzt wie von Ruhnke beschrieben (Ruhekeal 2005a; Ruhnkeet al 2005b).
Ausgangsmaterial fur diese Zellen waren Blutfraktio, sogenannte Buffycoats, die von der
Blutbank Leipzig bezogen wurden. Durch Dichtegratbazentrifugation wurden wie in
Punkt3.1.1 beschrieben die mononukledren Zellen sepaniet in Kulturflaschen ausgesét.
In den ersten 6 Tagen wurden die Zellen mit einesdifferenzierungsmedium mit M-CSF
und IL-3 als Wachstumsfaktoren kultiviert und désliénziert. Durch diese
Dedifferenzierung wurden die Zellen in einen progmaierbaren, Stammzell-ahnlichen
Zustand Uberfuhrt und als PCMOs beschrieben. Imciloss wurden die Zellen einem
Differenzierungsschritt unterzogen. Das hierbeiwesrdete Medium enthielt FGF-4 als
Wachstumsfaktor. Wéahrend der Kultivierung mit dreseMedium naherte sich die
Morphologie der Neohepatozyten immer mehr der veim&hepatozyten an. Vor der
Transplantation wurden die Zellen geerntet und Zbésuspension auf eine Konzentration
von 750.000 Zellen/100u| Medium eingestellt.

3.2 Markierung der Zellen mit CM-Dil Membranfarbstoff

Um transplantierte Zellen nach der Explantatioreuisiem Mikroskop zu erkennen, wurden
in einigen Versuchen die Zellen vor der Transplimma markiert. Hierzu wurde der
Fluoreszenzmembranfarbstoff CM-Dil chloromethylbenzamido derivative of
octadecylindocarbocyanine, Rdta. Molecular Probes) verwendet, der mit Fluaesfilter
fur Cy3 (Carbocyanin-3, Fluoreszenzfarbstoff yetehe Punk8.9.1) detektiert werden kann.
Zur Markierung wurden die Zellen nach Herstelleeygn mit einer Lésung aus CM-Dil und
Vollmedium fir 30 min inkubiert. Dabei wurde derbstoff in die Zellmembranen integriert.
Ubriger Farbstoff wurde in zwei Waschschritten r®BS hosphate buffered saline

entfernt.

3.3 Transplantation der Stamm- und Vorlauferzellen

3.3.1 Versuchstiere

Um eine hohere Toleranz der xenogenen Transplantate erzielen, wurden zur
Transplantation Mause mit einem angeborenen Imnfaektieingesetzt. Bei einem Teil der

Mause handelte es sich um méannliche NOD/SCID-MaDas.Alter der Mause lag zwischen
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10 und 14 Wochen. Die Versuchstiere wurden von leha&iver (Sulzfeld, Deutschland) und
vom Medizinisch Experimentellen Zentruer Universitat Leipzig bezogen. Bis zum Tag der
Operation wurden die Tiere unter SPF-Bedingungpedific pathogen fréegehalten. In der
Zeit von Transplantation bis Explantation wurdea @iere in einem separaten, klimatisierten
Tierstall mit kinstlichem Tag-/Nachtwechsel gehalt&ir alle Tierexperimente lag eine

Tierversuchsgenehmigung vor.

3.3.2 Transplantation ins Leberparenchym

Vor der Transplantation wurden die Versuchstierechkluintraperitoneale Injektion von
Ketamin und Xylazin anasthesiert. Die Maus wurdeRiickenlage mit Klebestreifen auf
einem Metallgestell fixiert und im Abdominalbereicksiert und desinfiziert. Die Bauchhohle
wurde knapp unterhalb des Sternums mit einem Qhueitseroffnet. Durch leichten, nach
kranial gerichteten Druck auf das Abdomen verlagesich der linke Leberlappen nach
extraperitoneal und war so zur Injektion zuganglioke Zellen wurden tber 30-60s direkt in
das Parenchym des linken Leberlappens appliziedt diaser dann wieder ins Abdomen
replaziert. Im Anschluss wurden Peritoneum und jgweils mit einer Naht verschlossen

und die Maus zum Aufwachen in einen separaten Kgilggt.

3.3.3 Transplantation in die Pfortader

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Neohepatozirt die Pfortader appliziert. Hierzu
wurden die Mause wie beschrieben anésthesiert artaerkeitet. Die Bauchhdhle wurde mit
einem Langsschnitt erdffnet und der Darm seitliok der Bauchhdhle verlagert. Die Zellen
konnten nach Freilegung der Pfortader so direkiapurtal injiziert werden. Im Weiteren

wurde verfahren wie bei der intraparenchymalenkliga beschrieben.

3.4 Explantation und Fixierung der Lebern

Die Lebern mit den transplantierten Zellen wurdsafern nicht anders angegeben, nach 21 d
explantiert. Dazu wurde die Maus mittels Genickbrgetotet, die Bauchhohle eréffnet und

die Leber am Leberhilus abgetrennt. AnschlieBenddeiudie Leber fir unterschiedliche
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Untersuchungen in zwei Teile geschnitten. Ein Teilrde fir PCR-Untersuchungen in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Das Gewebéstinelches mikroskopisch untersucht
werden sollte, wurde fur 5-7 d in 4% Formalin beéiC4fixiert. Danach wurden die
Gewebeproben entwassert und in Paraffin eingebattet den erhaltenen Paraffinblocken
wurden mit einem Mikrotom 5 pm dicke Schnitte aegiéft und auf Superfrost-Plus
Objekttrager (Fa. Menzel) aufgezogen. Bei den sbabeelten Lebern wurden stets
Erythrozyten im Parenchym mitfixiert. Diese erschevedie Interpretation von Ergebnissen,
vor allem bei Anwendung von Fluoreszenztechnikem. die Erythrozyten vor der Fixierung
zu entfernen, wurden die Lebern fiir einige Untensangenin situ gespllt. Hierbei wurde wie
folgt verfahren: An den mit einer letalen Dosis Rdlgarbital behandelten Mausen wurde
chirurgisch ein Zugang zur Pfortader geschaffen diese punktiert. Uber diesen Zugang
wurde die Leber nacheinander mit auf 37°C erwarmiRg& und 4% Formalin gespiilt.

Danach wurde die Leber entnommen und wie oben bieben fixiert.

3.5 Immunhistochemische Farbung auf humanes Albumin

Zum Nachweis einer Differenzierung der transplatdie Zellen in Richtung Hepatozyten
wurde humanes Albumin als Differenzierungsmarkewdfdt. Dieses leberzellspezifische
Protein sollte immunhistochemisch in den Gewebed#emnnachgewiesen werden. Hierzu
wurde eine immunhistochemische Farbung zur Detektion humanem Albumin im
Lebergewebe von Mausen etabliert. Der verwendeatedrantikdrper richtete sich spezifisch
gegen humanes Albumin. Zur Detektion des Primééarmiers wurde eine ABC-Methode
(avidin biotin complex mit DAB (Diaminobenzidih als Substrat angewendet. Es wurden
5um Gewebeschnitte auf Superfrost-plus-ObjekttriigéiFa. Menzel) angefarbt. Pro
Farbegang wurden zwischen 6-12 Objekttrager mit eilsw 1-2 aufgezogenen
Gewebeschnitten bearbeitet. Zur Kontrolle von Sesitéit und Spezifitdt wurden in jedem
Farbegang Kontrollschnitte mitgefarbt. Als Positwkrolle diente ein Gewebeschnitt einer
humanen Leber, als Negativkontrolle ein Gewebeschnginer nicht- oder
scheintransplantierten NOD/SCID-Maus. Als Vorlageir f das Protokoll der
Immunhistochemie diente das Handbuch fir immunbismische Farbungen (Behniseh
al. 2003).
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3.5.1 Entparaffinisierung und Hydrierung

Zur Entparaffinisierung wurden die Schnitte fir @l& 5 min in den Xylolersatz Rotihistol
(Fa. Carl Roth) getaucht. Anschlieend wurden dibnite schrittweise hydriert. Hierzu
wurden sie fUr jeweils 5 min in einer absteigenddtoholreihe der Konzentrationen 100%,
95%, 90% und 70% Ethanol (Fa. J.T. Baker) getaudbgchlieRend wurden die Schnitte zum
Waschen 5 min in TBSr(s buffered salineyegeben. Der zehnfach konzentrierte TBS wurde
wie folgt angesetzt: 265 g NaCl (Fa. Carl Roth)spi® g Tris (Fa. Carl Roth) auf 5 | Aqua
dest. Aqua destillatq aufgefillt. Von dieser Stammldsung wurde die B&s#dsung durch
Verdinnung mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:10 hetgiis In der Gebrauchslosung wurde der
pH-Wert durch Titration mit HCI (Fa. Carl Roth) a4 eingestellt.

3.5.2 Antigendemaskierung

Die Demaskierung der Antigene wurde mittels Cikafschluss in der Mikrowelle
vollzogen. Der verwendete Citrat-Puffer wurde wodgt angesetzt: 4,2 g Citronensaure (Fa.
Carl Roth) auf 200 ml Aqua dest. ergab Stammlosing,9 g Natriumcitrat (Fa. Carl Roth)
auf 1000 ml Aqua dest. ergab Stammlésung B. Dien8ti#sungen wurden bei 4°C gelagert.
Unmittelbar vor Gebrauch wurde die Gebrauchslosang 4,5 ml Stammlésung A und
20,5 ml Stammlésung B und 250 ml Aqua dest. heeflestn diesem Puffer wurden die
Schnitte in einer Mikrowelle bei 800W fiir zweimalnTin zum Sieden gebracht. Nach den
ersten 7 min wurde der verdunstete Pufferanteil Agjua dest. nachgefillt. Es folgte die
Abkihlung in zwei Schritten, 15 min bei RRgumtemperatgrund weitere 5 min im

Wasserbad.

3.5.3 Blockierung unspezifischer Bindungsstellen und endgener Enzyme

Die Blockierung der endogenen Peroxidase erfolgte30 min in einer Lésung aus 7%
Wasserstoffperoxid in Methanol. Die Loésung wurdes 8% Wasserstoffperoxid, rein (Fa.
Carl Roth) und Methanol (Fa. J.T. Baker) im Misatihdtnis 1.5 angesetzt. Auf diesen
Blockierungsschritt folgte dreimaliges Waschen 8ehnitte in TBS fir jeweils 5 min. Um

Reagenzien zu sparen, wurden die GewebeschnittéesuObjekttragern mit einem Fettstift
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(DakoCytomationPen, Fa.Dako) eingekreist. Dabeideuwtie Zeit, in der die Schnitte nicht
benetzt waren, moglichst gering gehalten, um destrdoknung vorzubeugen. Zuséatzlich
wurden die weiteren Arbeitsschritte in einer Feakhtnmer durchgefiihrt. Unspezifische
Bindungsstellen wurden mit einer 3% Losung aus BBdvine serum albumindra. Carl
Roth) in TBS geblockt. Auf jeden Schnitt wurden £80 pl 3%igen BSA Loésung blasenfrei
pipettiert und fur 90 min in der Feuchtekammer Mikat. Anschlieend wurde endogenes
Avidin und Biotin mit einem kommerziellen Kit (Avid-/Biotin-Blocking Kit, Fa.
Vectorlabs) geblockt. Die Schnitte wurden nacheidesneweils 15 min mit der Avidin-
Blocking Losung und der Biotin-Blocking Losung BT inkubiert. Zwischen den Schritten
erfolgte kein Waschgang, die Schnitte wurden dwaifsichtiges Abklopfen von der zuvor

verwendeten Losung befreit.

3.5.4 Inkubation mit Prim&rantikdrper gegen Humanalbumin

Als Primarantikorper wurde ein spezifisch gegen anes Albumin gerichteter polyklonaler
Antikérper @-humanes Albumin, aus Kaninchen, Fa. Abcam) veneenDer Antikorper

wurde in zwei Schritten (1:100 und 1:10) mit 0,3%Ain TBS auf 1:1000 verdiinnt. Pro
Schnitt wurden jeweils ca. 100 pl Loésung pipettigrd fir 60 min in der Feuchtekammer bei
RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte mhadifir jeweils 5 min in TBS gewaschen.

3.5.5 ABC-Methode zur Detektion des Primarantikdrpers

Der Priméarantikdrper wurde mit der ABC-Methodwi¢lin biotin complexyletektiert. Hierbei
kommen drei Komponenten zum Einsatz: ein mit Bi&tnjugierter Sekundarantikorper, der
sich gegen den Fc-Teil des Primarantikdrpers richBérepavidin und ein biotinyliertes
Enzym. Der Sekundarantikérper bindet an das Fcrireag Cristalline fragment,
Struktureinheit des Antikbrpers des Primarantikdrpers. An den gebundenen
Sekundarantikdrper lagern sich Komplexe aus Stvapitaund biotinyliertem Enzym an (Hsu
et al 1981). Streptavidin besitzt vier Bindungsstell&ir Biotin. Somit kdnnen pro
Sekundarantikérper mehrere Enzym-Biotin-Einheitemdén. Diese Komplexbildung
entspricht einer Verstarkung des Detektionssigriads Enzym Uberfiihrt im nachsten Schritt

ein farbloses Chromogen in ein sichtbares Substielthes lokal ausfallt. Zur Durchfiihrung
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der ABC-Methode wurde ein kommerzielles Sekundikéargerkit (Fa. Vectorlabs)
verwendet. In diesem enthalten war der Zweitanpikbig-Kaninchen, aus Ziege), Blocking-
Serum (aus Ziege) und die ABC-L6sung bestehenddanszwei Komponenten Strepavidin
und biotinylierter Meerrettichperoxidase. Als Chragen wurde DAB Diaminobenzidin Fa.
Dako) verwendet. Dieses wird von der Meerretticdexe zu einem braunen Prazipitat

umgesetzt.

3.5.6 Inkubation mit Sekundéarantikbrper

Der Sekundarantikérper wurde entsprechend dem Dlaiitrles Kits angesetzt. Zu 2 ml TBS
wurden 30 pl Blocking-Serum und 10 pl Sekundaramgkr gegeben und anschliel3end in
einem 15 ml Flacon fir 5 s gevortext. Die Schnitterden fir 30 min bei RT in der
Feuchtekammer mit 100 pl inkubiert. AnschlieRendden die Schnitte dreimal fiir jeweils

5 min in TBS gewaschen.

3.5.7 ABC-L6sung

Entsprechend den Herstellerangaben wurde die AB&H@ 30 min vor Gebrauch in einer
Verdinnung von 1:20 in TBS angesetzt und 30 minR¥iinkubiert. Im Anschluss an den
letzten Waschschritt wurden jeweils 100 pl pro $ithmpettiert und 30 min bei RT inkubiert
und anschlieBend drei Mal 5min lang gewaschen.

3.5.8 Inkubation mit Diaminobenzidin

Unmittelbar vor Gebrauch wurde DAB aus einem konmedlen Kit (Fa. Dako) angesetzt.
Zu 2 ml des im Kit enthaltenen Puffers wurden 2pfea (ca. 40 pl) DAB-L6sung gegeben.
Nach 10 s Vortexen wurde die Losung bis zum Gelbrdiohtgeschitzt gelagert. Pro Schnitt
wurden 100 pl pipettiert und bei RT 5 min in deruél@ekammer inkubiert. Um ein
gleichmaRiges Farbeergebnis zu erhalten, wurdeidseth Schritt besonders auf zigiges
Arbeiten und die genaue Einhaltung der Inkubatieitsgeachtet. Im Anschluss wurden die
Schnitte 10 min unter flieRendem, handwarmem Wagseaschen.
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3.5.9 Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun

Zur Darstellung der Gewebestruktur und der Zellkemurden die Schnitte mit Mayers
Hamalaun (Fa. Merck) gegengefarbt. Die vom Heestajelieferte Stammldsung wurde im
Verhéltnis 1:5 mit Aqua dest. verdunnt und vor Geich mit einem Faltenfilter filtriert. Die

Schnitte wurden fur 90 s gefarbt und dabei vorgicht der Farbekivette geschwenkt. Im
Anschluss wurden sie 10 min unter flieBendem, hanchem Wasser gewaschen.

3.5.10 Dehydrieren und Eindecken

Uber eine aufsteigende Ethanolreihe (30%, 70%, 889%), 95%, 100% fir jeweils 10 s)
wurden die Schnitte dehydriert und dreimal fur jésv@0 s in Rotihistol (Fa. Carl Roth)
geschwenkt. Anschlieend wurden die nicht mit Sthmibelegten Teile der Objekttrager mit
staubfreien Papiertlichern gereinigt und mit Emtel{&ntellan mit Toluol, Fa. Merck)

eingedeckt. Die eingedeckten Schnitte wurden 168i iR getrocknet.

3.6 In situ Hybridisierung

Zur ldentifikation des humanen bzw. murinen Ursges) von Zellen in transplantiertem
Lebergewebe wurden einige Schnitte mit der I18Hs{tu Hybridisierung) untersucht. Hierbei
wurden spezifische Gensonden zum Nachweis menkehlicbzw. muriner DNS
(Desoxyribonukleinsaujeeingesetzt. Zum Nachweis humaner DNS wurde ednenkerzielle
Sonde gegen Alu-Sequenzerpetitive, flir Primaten spezifische DNS-Sequeerwendet
(Alu-Sonde, FITC Fluoresceinisothiocyanatmarkiert, Fa. Biogenex). Die Gensonde zum
Nachweis muriner DNS bindet an sog. MMS-DNR®o(se major satellije Dies sind
hochrepetitive, spezifische Sequenzen des murinemo@s (Liuet al 2007). Die Sonde
wurde wie unte3.10 beschrieben hergestellt. Zur methodischen ldbb@twurden in jedem
Farbegang ein Schnitt einer humanen Leber (Positivklle) und der einer
scheintransplantierten NOD/SCID-Maus (Negativkotgjomitbearbeitet. Als Vorlage zur
Durchfihrung der ISH wurde sich an der Methodik Bniistleet al (Bristleet al 1995;

Bristleet al 1997) orientiert.
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3.6.1 Dehydrierung und Antigendemaskierung

Korrespondierend zur Immunhistochemie auf human#simin wurden die Schnitte in
Rotihistol entparaffinisiert (siehe Punk?.5.1), durch eine absteigende Alkoholreihe
dehydriert und abschlieBend einmal 5 min in TBS amalien. AnschlielRend erfolgte die
Antigendemaskierung wie in Punk3.5.2 beschrieben. Der bei der ISH verwendete
Aufschlusspuffer unterschied sich von dem der Imhistologie und wurde wie folgt
angesetzt. 3,6 g Natriumcitrat (Fa. Carl Roth) vearduf 800 ml Aqua dest. aufgefillt. Der
pH-Wert dieser Lésung wurde unter standiger Koterabit dem pH-Meter (Lab 860, Fa.
Schott) mit NaOH (Fa. Carl Roth) auf 6,0 eingettélhschlielend wurde das Volumen mit
Aqua dest. auf 1 | aufgefillt, so dass der pH-Weitt 7,4 stieg. Der Puffer wurde bei 4°C
gelagert und 30 min vor Gebrauch aus dem Kihlsghggmommen. Im Weiteren wurde die
Antigendemaskierung und Abkihlung der Schnitte sorcligefiihrt wie bei der
immunhistologischen Farbung beschrieben. Nach datiiflung wurden die Schnitte fir
jeweils 30 s in eine aufsteigende Alkoholreihe geld. Beginnend bei 30% Ethanol wurden
die Schnitte Gber 70%, 80%, 90% bis zu 95% dehgtdded dann fir 15 min an der Luft

getrocknet.

3.6.2 Sondenvorbereitung, Denaturierung und Hybridisierung

Die kommerzielle Alu-Sonde (Alu-Sonde, FITC markjerFa. Biogenex) lag in

Hybridisierungspuffer gelost vor. 30 min vor Gelsiauwurde die Alu-Sonde aus dem
Kuhlschrank genommen, die MMS-Sonde wurde aus @G Gefrierfach langsam auf Eis
aufgetaut. Zu dieser Lésung wurde im Verhaltnisdie3gereinigte MMS-Sonde zupipettiert
und durch Vortexen gemischt. Pro Schnitt wurden &0 pl Sonden-Mix pipettiert und

mit einem 18x18 mm Deckglas so bedeckt, dass zeisclblas und Schnitt ein

Flassigkeitsfilm bestehen blieb. Luftblasen wurdkmch leichten Druck auf das Deckglas
mit einer Pipettenspitze entfernt. Die Rander deskiflases wurden auf dem Objekitrager
mit einem Flussigklebstoff (Fixogum, Fa. Marabujsiegelt. Somit waren die Leberschnitte
mit Sonden-Mix bedeckt und durch die Versiegelura. Dako) vor Austrocknung geschiitzt.
Als nachstes wurde der Hybridizer (Fa. Dako) mitudfaigkeitsstreifen bestlickt und die

Objekttrager auf die Heizplatte gelegt. Im Hybréatizvurden die Schnitte zuerst fir 10 min
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bei 95°C denaturiert, Gber 30 min auf 30°C hergkiihlt und dann bei dieser Temperatur
fur 16 h hybridisiert. Nach Abschluss der Hybridising wurde der getrocknete Klebstoff mit

einer Pinzette entfernt. Die Deckglaser wurdeniebtigy abgenommen

3.6.3 Stringentes Waschen

Der Hybridisierungspuffer wurde durch stringenteasghen mit SSC §$ine sodium citrate
entfernt. SSC wurde wie folgt angesetzt: 175 g N&@lCarl Roth) und 86 g Natriumcitrat
(Fa. Carl Roth) wurden auf 1 | Aqua dest. aufgefihd der pH-Wert mit HCI auf 7,0
eingestellt. Dies ergab die 20fach konzentrier@r®alosung, die je nach Bedarf verdinnt
wurde. Zusatzlich wurde eine 10% Stammldésung desifle SDS godium dodecyl sulfate
Fa. Carl Roth) angesetzt. Im ersten Waschschrittder die Objekttrager fir 5 min in 2 x
SSC mit 0,1% SDS bei RT gewaschen. Der zweite Wasclt erfolgte in 0,1 x SSC fir 10
min bei 44°C im Wasserbad. Danach wurde zwei Mabfthin in 2 x SSC mit 0,1% SDS bei

RT gewaschen.

3.6.4 Blocken unspezifischer Bindungsstellen

Entsprechend dem Vorgehen bei der IHC wurden dmie nach dem letzten Waschschritt
mit einem Fettstift eingekreist und fir 90 min n8% BSA-LOsung bei RT in der
Feuchtekammer zum Blocken unspezifischer Binduefiest inkubiert. Analog zur IHC
folgte der Avidin/Biotin Block.

3.6.5 Detektion der Sonden

Die Detektion der im Schnitt gebundenen Gensondamevmittels Fluorochrom-markiertem
zweiten Antikorper durchgefiihrt. Als Fluoreszenbftoffe wurden Cy2 Garbocyanin-2,

grin) und Cy3 (Carbocyanin-3, rdt verwendet. Das mit der Alu-Sonde konjugierte
Fluorescein wurde an einen mehrfach biotinylierigRluorescein Antikdrper gebunden. An
diesen konnten mehrere Cy2 markierte Streptavidoieihe binden. Hierdurch wurde das
Detektionssignal verstarkt und die Sensitivitatoéth Das mit der MMS-Sonde assoziierte
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DIG (Digoxygenin wurde direkt mit einem Cy3 markierten Antikorpdetektiert. Zur
Verdunnung wurde fir alle Antikérper 0,3% BSA in $Bnit 0,1% Tween20 (Fa. Sigma)
verwendet. Alle Arbeitsschritte ab dem Einsatz desen Farbstoffes wurden lichtgeschitzt
durchgefihrt, um einem Ausbleichen der Farbstoffezwbeugen. Die Waschgénge wurden
ebenfalls lichtgeschiitzt jeweils dreimal fir 5 min TBS durchgefiihrt. Nach dem
Avidin/Biotin Block wurde der Fluorescein-Antikbrpe(a-Flourescein, aus Ziege, Fa.
Vectorlabs) in einer Verdiinnung von 1:100 auf dibr$tte pipettiert. Die Inkubation erfolgte
fur 60 min bei RT in der Feuchtekammer. Nach dekubation wurden die Schnitte
gewaschen. Es folgten die Inkubation mit Strepav{@y2 (Fa. Dianova) in einer
Verdinnung von 1:100 fur 60 min und ein weitererséfggang. Im Anschluss wurde die
MMS-Sonde detektiert. Hierzu wurden die Schnitté sinem Cy3 markierten Anti-DIG-
Antikérper (Fa. Dianova) in einer Verdiinnung vohaD fir eine Stunde bei Raumtemperatur

inkubiert und danach gewaschen.

3.6.6 Kernfarbung mit DAPI

Um die Cy2 und Cy3 Signale unter dem Mikroskop dief Zellkerne zuordnen zu kénnen
wurde eine Kernfarbung mit dem Fluoreszensfarbdi#tP| (4,6 Diamidino-2-Phenylindol,

blau, Fa. Molecular Probes) vorgenommen. Hierzu wurdee eGebrauchslésung von
2,3 pug/ml aus der gelieferten Stammldsung anged@iztSchnitte wurden lichtgeschiitzt fir
5 min inkubiert. Es folgten zwei Waschgange tbarejés 5 min in TBS und ein Waschgang

Uber 5 min in Aqua dest.

3.6.7 Eindecken der Proben

Die in situ hybridisierten Proben wurden in der wassrigen lesgedeckt. Hierbei wurde
Eindeckmedium Mowiol verwendet. Zur Herstellung téswiols wurde eine Lésung aus 6 g
Glycerol (Fa. Merck), 2,4 g Mowiol 4-88 (Fa. Sigldrich), 12 ml TBS und 6 ml Aqua
dest. fir 4 h bei RT mit dem Magnetriihrer geriBénach wurde die Lésung 2 h ohne
Riuhren bei RT stehen gelassen und dann im WasséB@ag) fir 10 min erwarmt. Im
Anschluss wurde die Lésung fir 15 min bei 2800 @trafeigiert, der Uberstand mit der

Pipette abgenommen und in 1,5 ml Eppendorf-Gefédi§actiert. Die Aliquots wurden bei
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-20°C gelagert und vor Gebrauch bei max. 50°C inzibleck verflissigt. Mit dem flissigen
Mowiol und Deckglaschen geeigneter Grol3e wurdenSdienitte blasenfrei eingedeckt. Im

Anschluss wurden die eingedeckten Objekttragemiiind. 10 h bei RT getrocknet.

3.7 Kombination von in situ Hybridisierung und Immunhistochemie

Um den genetischen Ursprung Humanalbumin-posi#adien zu bestimmen, wurden einige
Schnitte mit einer Kombination aus ISH und IHC usteht. Dazu wurden die Schnitte
hydriert und wie fur die ISH demaskiert und wiedehydriert. Hybridisiert wurde in diesem
Verfahren meist nur mit der Alu-Sonde, die Denaumgs- und Hybridisierungszeiten
wurden wie bei der einfachen ISH gewahlt. Nach dgrmgenten Waschen erfolgte die
Blockierung der endogenen Peroxidase und der uifigoben Bindungsstellen mit 3% BSA
in TBS und dem Avidin/Biotin Blocking Kit. Als néskes wurden die Schnitte mit dem
Antikdrper gegen humanes Albumin inkubiert und diesie in PunkB.5.5 beschrieben mit
der ABC-Methode detektiert. Auf eine GegenfarburigMayers Hamalaun wurde zur meist
verzichtet um Ausléschungsphdnomene der Fluoresiggrale zu vermeiden. Es folgte die
Detektion der Alu-Sonde wie beschrieben mit einaatirylierten a-Fluorescein-Antikérper

und Cy2 markiertem Strepavidin. Im Weiteren wurdw é©API-Kernfarbung vorgenommen

und die Schnitte mit Mowiol eingedeckt.

3.8 Histologische Standardfarbungen

3.8.1 Eisennachweis mit der Berliner Blau Reaktion

In transplantiertem Gewebe wurde Eisen durch didirige Blau Reaktion nachgewiesen.
Entparaffinisierung und Hydrierung wurden analog #dC durchgeftihrt. Vor Gebrauch
wurde eine Lésung aus 2% KaliumhexacyanoferrafFd. (Carl Roth) in 2% HCI (Fa. Carl
Roth) angesetzt. In dieser Losung wurden die Sehiiitr 20 min bei RT gefarbt. Zur
besseren Darstellung des Lebergewebes wurden Higtecin einer Kernechtrotlosung (Fa.

Carl Roth) gegengefarbt. Im Anschluss wurde zweimaAqua dest. fir jeweils 5 min
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gewaschen. Die Schnitte wurden dann wie bei der bBéSchrieben entwassert und mit

Entellan eingedeckt.
3.8.2 PAS-Farbung

Glykogen wird u.a. in Leberzellen gespeichert. Zudachweis von Glykogen in
transplantiertem Lebergewebe wurden einige Schmiiteder PAS-Farbungpériodic acid-
Schiff staif untersucht. Hierzu wurden drei Losungen verwendiet Oxidationslosung, die
Reduktionslésung und das Schiff'sche Reagenz. Dimlafonslésung wurde wie folgt
angesetzt: 1 g Perjodsaure (Fa.Carl Roth) wur@®iml 0,1 M Natriumacetat (Fa.Carl Roth)
gelést und mit 70 ml Ethanol (Fa. J.T.Baker) und riD Aqua dest. aufgegefillt. Zur
Herstellung der Reduktionslésung wurden 2 g Kalaong (Fa.Carl Roth) mit 2 g
Natriumthiosulfat (Fa.Carl Roth) in 40 ml Aqua degtlost und mit 60 ml Ethanol aufgefillt.
Desweiteren wurden 2 ml 1M HCI (Fa.Carl Roth) zwsn. Oxidations- und
Reduktionslésung wurden beide bei RT lichtgeschigtlagert und maximal eine Woche
verwendet. Das Schiff'sche Reagenz bestand auskmveponenten: Fir Losung A wurde
1 g basisches Fuchsin (Fa.Carl Roth) in 30 ml 1 ®1 gelost. Fur Losung B wurde 1 g
Kaliumdisulfit (Fa.Carl Roth) in 170 ml Aqua desgelést. Zum Ansetzen der
Gebrauchslésung wurden 30 ml der Losung A mit 17T@en Loésung B gemischt, fir 24 h
stehen gelassen und anschlieBend mit 600 g AktigkgRa.Carl Roth) versetzt. Nach
zweimaliger Filtration mit einem Faltenfilter wurdlas Schiff'sche Reagenz kiihl gelagert
und flir einige Wochen verwendet. Zur Farbung wurdém Schnitte wie bei der IHC
beschrieben entparaffinisiert und hydriert. Nun daemr die Schnitte fur 10 min in
Oxidationslésung gegeben und danach zwei Mal fimis in Ethanol 70% gewaschen. Es
folgte ein Bad in der Reduktionslésung fur 1 mirduwei Waschgange in Ethanol 70%.
AnschlieBend wurden die Schnitte fir 15 min in 8ahkiff' sche Reagenz gegeben und darauf
fir 10 min unter flieBendem Wasser gewaschen. Rige@farbung mit Mayers Hamalaun

und das Eindecken der Schnitte wurde analog zurdu€hgefiihrt.
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3.9 Mikroskopie

3.9.1 Mikroskop und Kamera

Die Farbeergebnisse wurden mit einem BX41 Mikroskap Fluoreszenzeinrichtung (Fa.
Olympus) ausgewertet. Im Filterblock konnte zwisthdltern fir Cy2 (U-MINI BA-2, Fa.

Olympus), Cy3 (U-MNG2, Fa.Olympus) und fir DAPI @WU2, Fa. Olympus) gewahlt
werden. Zur Dokumentation wurde eine ColorViewllffera verwendet, die
aufgenommenen Bilder wurden mit Programm analySISFB. Soft Imaging System)

archiviert.

3.9.2 Methodik des Mikroskopierens

Um systematisch alle positiven Farbeergebnisserfassen, wurden die Schnitte in einer
20fachen VergréRerung s-férmig von oben nach undenchgesehen. Von positiven
Strukturen wurde je ein Bild mit einem Cy2-Filtenjt einem Cy3-Filter und mit dem UV-
Filter (ultra violet)) angefertigt. Im Weiteren wurde mit analySIS B eusiensbild (Overlay)
erzeugt, in dem alle drei Farbkanéle in einem Rildsehen sind. Sowohl die Bilder der

einzelnen Farbkandle als auch das Overlay wurdemar Datenbank gespeichert.

3.10Herstellung der Mouse-Major-Satellite-Sonde

Zum Nachweis des genetischen Urprungs von Zellkemade wie in PunkB.6 beschrieben
die Methode dein situ Hybridisierung angewendet. Die Detektion murinetligrne efolgte
durch eine DIG markierte DNS-Sonde. Zur Herstelluhigser wurde ein flr das murine
Genom spezifischer DNS-Abschnitt (siehe Abbildungder mouse major satellite, mittels
PCR amplifiziert. Kopien dieses DNS-Abschnittes dem in einem weiteren PCR-Schritt mit
DIG konjugiert.
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5’ggacctggaatatggcgagad@@aaatcacggaaaatgagaaatacacactttaggacgtgaadgaman

ctgaaaaaggtggaaaatttagaaatgtccactgtaggacgtggaatwgggaactgaaaatcatggaaaatgagagacat
ccacttgacgacttgaaaaatgacgaaatcactaaaaaacqtqogaaatgeacactgRi

Abbildung 1: DNS-Sequenz des mouse major satellite. Unterstrichenrsl die Ansatzregionen de:
Forward Primers am 5°-Ende und des Reverse Primeram 3"-Ende.

3.10.1Maus-DNS und Primer

Ausgangsmaterial zur Herstellung der MMS stellteDis Mauslebern von Blacké Mausen
dar. Die DNS wurde freundlicherweise von Frau Driebke Schorrmann aus der
Arbeitsgruppe Hengstler isoliert. Dazu wurde dasdd@ic-DNA-Purification-Kit (Fa. Gentra
Systems, Minneapolis, USA) verwendet. Anschlielemdrde die Konzentration der
gewonnenen DNS photometrisch ermittelt. Aus der aygenen DNS sollte die Sequenz
amplifiziert werden, die nach Bristle (Bris#eal. 1995; Bristleet al. 1997) fir den MMS
(mouse major satellije kodiert (siehe Abbildung 1). Zur Amplifikation dies DNS-
Abschnittes aus dem Mausgenom waren zwei Primag.nBin Forward Primer, der am
komplementdren DNS-Strang ansetzt, und ein Reveriseer, der am abgebildeten DNS-
Strang ansetzt. Die Primer mit den folgenden Sexpren

e Primer Forward: 5"-gac ctg gaa tat ggc gag aa-3°

« Primer Reverse: 5'-cgc ttc agt gtg cat ttc tc-3°
wurden bei der Firma Biomers, Ulm erworben, diegjeite Lésung wurde im Verhaltnis
1:10 mit Aqua dest. (Konzentration von 10pM/ul)di@mnt, aliquotiert und bis zum Gebrauch
bei -20°C gelagert.

3.10.2Gelelektrophorese

Bei der Herstellung der MMS-Sonde wurden in eini§ehritten spezifische DNS-Abschnitte
aus der Losung mit anderen DNS-Abschnitten isgliert sie zu quantifizieren oder weiter zu
bearbeiten. Hierzu wurde die Methode der Gelelgktooese gewadahlt, bei der DNS-
Abschnitte abhé&ngig von ihrer Lange in einem AgenGel verteilt werden. Bei Kenntnis der
Lange des spezifischen DNS-Abschnittes kann diaeséer UV-Licht als eine Bande im
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Agarose-Gel erkannt werden. Das Agarose-Gel wutde3ag Agarose (Fa.Carl Roth) und
150 ml TBE {ris Borat Ethylendiamintetraaze}ahergestellt. Der einfach konzentrierte
TBE-Puffer wurde mit 10,8 g Tris (Fa.Carl Roth)6 5 Borsaure (Fa.Carl Roth) und 0,94 g
EDTA (Ethylendiamintetraacetata.Carl Roth) auf 1 | Aqua dest. angesetzt. Dierdsga
wurde im TBE-Puffer mehrfach in einer Mikrowelle muSieden gebracht, bis beim
Schwenken keine Schlieren mehr sichtbar waren. Ractin Abkuhlung bei RT wurden der
Losung 12 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml, Fa. Invitesg zugegeben und gleichméRig
verteilt. Je 50 ml dieser Lésung wurden blasenfreine Gelkammer mit zwei Probekammen
gegeben. Die abgekihlten Gele wurden in Frischioditebei 4°C gelagert und maglichst
zeitnah verwendet. Hierzu wurden sie in die Elghttiarese-Aparatur (Fa. Renner) gelegt und
mit TBE-Puffer vollstandig bedeckt. AnschlieRendrden die Probenkdmme vorsichtig
entnommen. Die Proben wurden in einem sterilen Bgppd-Gefald vorbereitet. 1 pl Loading
Dye 6x (Fa. Sigma) diente als Probenpuffer, zu demt des PCR-Produktes und 4 pl Aqua
dest gegeben wurden. Dieser Ansatz wurde durch madiges Aufziehen mit der Pipette
gemischt und dann in eine Probentasche pipetiiredie linke Probentasche jeder Kammreihe
wurde zur Eichung eine Leiterprobe mit DNS-Absdemtbekannter Langen gegeben. Als
Leiterprobe wurde 100 bp Ladder (Fa. Sigma) vengéndie nach Herstellerangaben wie
folgt angesetzt wurde. Zu 5ul Ladder Konzentratdear5 pl Aqua dest. und 2 pl Loading
Dye gegeben. Die Gelelektrophorese wurde bei edpamnung von 90 V fir 40-45 min
durchgefihrt. Danach wurde das Gel unter UV-Anrgg{&b4 nm) mit einer Belichtungszeit
von 20-25 s mit einem Gel-Dokumentationssystem (F#as) aufgenommen und ein

Papierabzug der Aufnahme ausgedruckt.

3.10.3PCR zur Herstellung der MMS-Sequenz

Mit einer ersten PCR (PCR 1) wurde ausgehend vanistgierten Maus-DNS der MMS-
DNS-Abschnitt amplifiziert. Hierzu wurde bei RT darTabelle 1 beschriebene Ansatz in ein
steriles Eppendorf-Gefal® pipettiert. Die dNTB®goxyribonukleosidtriphosphatend der
10 x PCR-Puffer wurden von der Firma Roche erworligas Template sowie die Tag-
Polymerase Hitzestabile DNARolymerasedes BakteriumsThermus aquaticu§ wurden
unmittelbar vor dem Start der PCR aufgetaut und éesatz auf Eis zupippetiert. Zur PCR
wurde ein Thermocycler (Fa. Biometra) verwendet Démperaturenabfolge wurde wie folgt
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eingestellt: 94°C fir 4 min 20 s, 48°C fir 30 s mafR°C flir 7 min 20 s. Mit diesen
Einstellungen wurden 25 Zyklen gefahren. Nach Ahsshder PCR wurde das PCR-Produkt

mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und das Higaetokumentiert.

Tabelle 1: Pipettierschema fur PCR | zur Amplifikation der mouse major satellite Sequenz aus Maus-DNS

Komponenten des Ansatzes Menge in pl
Aqua dest. 20,5 ul
10 x PCR-Puffer 2,5 ul
dNTPs 0,5 pl
Primer Forward 1:10 0,5 ul
Primer Reverse 1:10 0,5 pl
Template 0,5 pl
Tag-Polymerase 0,5 ul

3.10.4Gel-Extraktion des PCR-Produktes

Nach der Auftrennung mittels Gelelektrophoresedag PCR-Produkt aus PCR | konzentriert
in einer Bande des Agarose-Gels vor. Um die DNSi8ezen als Template fur eine weitere
PCR zu nutzen, wurden sie aus dem Gel extrahiazuDvurde ein kommerzielles Gel-
Extraction Kit (Fa. Qiagen) verwendet. Die Lokatisa der Bande im Gel wurde unter UV-
Bestrahlung durch zwei Schnitte mit einem Skalperkiert. Dabei wurde ein UV-Schutz fir
die Augen getragen. Der markierte Bereich wurdedam Gel geschnitten, gewogen und in
ein 50 ml Falcon-Gefall gegeben. Nach Herstellemmgaurden dem Gelstiick die dreifache
Menge des Puffers QG (100 mg~100 pl) aus dem Kjegaben und dann im Wasserbad bei
50°C fur 10 min inkubiert. Dabei wurden die Fald®@rfélRe alle 2-3 min gevortext, so dass
das Gel nach der Inkubation vollstandig im Pufigigaldst war. Zu dieser Losung wurde die
einfache Menge des urspriinglichen Gels (100 mg & ) an Isopropanol aus dem Kit
zugegeben und anschlielend gevortext. Die im Khadtenen Filtersaulen (QIAquick spin
columns) wurden auf 2 ml Eppendorf-Geféal3e aufgesetd mit max. 800 pl des geldsten
Gels beflillt. Die befillten Filtersdulen wurden nfim 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
(Zentrifuge: Minispin, Fa. Eppendorf). Dabei wurd&e geldste DNS in den Filtersaulen

gebunden, der Rest der Lésung wurde im Eppendddffsgesammelt und anschlieRend
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verworfen. Zum Waschen wurden die Saulen nun nit 8OPE-Puffer aus dem Kit befillt
und erneut 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Darffer im Eppendorf-Gefall wurde
verworfen. Es folgte eine weitere Zentrifugatiohne Puffer nachzufillen. Um die DNS aus
der Filtersaule zu l6sen, wurde diese auf ein néyesnl Eppendorf-Gefal aufgesetzt. 50 pl
Aqua dest. wurden in die Mitte des Filters pipetti#Vie vom Hersteller empfohlen, wurde
die Saule nun 1 min inkubiert und dann bei 20.08® 1 min zentrifugiert. Nach diesem
Schritt befand sich die extrahierte DNS in wassrigésung im Eppendorf-Gefal3. Die DNS
wurde bei -20°C gelagert oder gleich im Anschlusseiner weiteren PCR als Template

verwendet.

3.10.5PCR zur Herstellung der DIG-markierten Sonde

In einer zweiten PCR (PCR II) wurde die DIG-marteeMMS-Sonde hergestellt. Template
fur diese PCR war die in PCR | vervielfaltigte MMB&guenz. Als Substrat fir die Tag-
Polymerase wurden kommerzielle DIG konjugierte dET&ngesetzt (DIG-ANTPs, Fa.
Roche). Als Primer wurden die gleichen DNS-Sequenz#&e in PCR | verwendet. Der
Ansatz wurde auf die gleiche Weise wie in PCR kgliprt. Die pipettierten Volumina sind in
Tabelle 2 beschrieben. Die Temperaturabfolge widdetisch zu PCR | gewahlt. Es wurden
ebenfalls 25 Zyklen gefahren. Nach Abschluss deR R@irde das PCR-Produkt mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und das Ergebnis rdektiert. Die Banden mit der DIG-
markierten MMS Sonde wurden markiert und wie in IRUB.10.4 beschrieben aus dem
Agarose-Gel extrahiert. Die so erhaltene MMS-Sondede bei -20°C gelagert und wie

beschrieben zur ISH eingesetzt.

Tabelle 2: Pipettierschema fur PCR Il zur DIG-Marki erung der mouse major satellite DNS

Komponenten des Ansatzes Menge in pl

Aqua dest. 19,25 ul
10 x PCR-Puffer 2,5 ul
DIG-dNTPs 2,5 ul

Primer Forward 1:10 0,125 pl

Primer Reverse 1:10 0,125 pl
Template 0,5 ul
Tag-Polymerase 0,5 pl
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4 Ergebnisse

4.1 Identifikation der transplantierten Zellen

Voraussetzung fur die mikroskopische Auswertung derchgefiihrten Studien war, die
Identifikation der transplantierten Stamm- und Vafkerzellen in histologischen Schnitten der
Mauslebern. Dazu wurden die Zellen vor der Tramgption mit dem Membranfarbstoff CM-
Dil (chloromethylbenzamido derivative of octadecylindboayanine, Membranfarbstoff,
rot) markiert. Zusatzlich wurden die Zellen mittel$l8n situ Hybridisierung) identifiziert.

4.1.1 CM-Dil-markierte Zellen

Zur Markierung mit dem Fluoreszenzembranfarbstoff M-Dil wurden
Nabelschnurstammzellen uimdvitro vordiffenzierte Neohepatozyten vor der Transpliota
in einem CM-Dil-haltigen Medium inkubiert. AnschBend wurden je 750.000 Zellen in den
linken Leberlappen von NOD/SCID-Mausen injiziertieDLebern wurden nach einem
definierten Zeitraum, meist 21 d, explantiert. Wie Abbildung 2 zu sehen waren in
Paraffinschnitten der explantierten Lebern bei Anrey mit fluoreszierendem Licht im Cy3-
Kanal (Carbocyanin-3 CM-Dil-positive, rot fluoreszierende Zellen zuhsa. Gefunden
wurden einzelne Zellen im Gewebe oder in GefalRehguniRere, rot fluoreszierende Areale,
in denen mehrere markierte Zellen dicht zusammganlaDie Kernbereiche waren jeweils
von der Fluoreszenz ausgespart. Die Rot-Fluoreszeinde sowohl in den nativen Schnitten
als auch in den immunhistochemisch gefarbten unifidigierten Schnitten beobachtet.
Dadurch konnten die CM-Dil markierten Zellen mit ndeErgebnissen anderer
Nachweismethoden im selben Schnitt kolokalisiertdea. Somit stellte die Markierung mit
CM-Dil eine effektive Methode zur Wiedererkennungr dtransplantierten Zellen in
histologischen Schnitten dar. Zur genaueren Chariglérung CM-Dil-positiver Zellen sollte

zusatzlich deren genetischer Ursprung ermittelteer
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A

Abbildung 2: CM-Dil-markierte Neohepatozyten 2 d (AB) und 21 d (C,D) nach Transplantation in Lebern
von NOD/SCID-Mausen. CM-Dil fluoresziert rot. CM-Dil-positive Zellen sind in Konglomeraten gruppiert
(C, D) oder liegen einzeln (A, weil3er Pfeil). (B) @rchlichtaufnahme nach Gewebefarbung mit Mayers
Héamalaun, wobei sich Zellkerne dunkelblau und Zytopasma hellblau farben. Die CM-Dil-positive Zelle
aus A (weilRer Pfeil) am Rand eines Gefal3es wird dcin den schwarzen Pfeil markiert.

4.1.2 Genetische Charakterisierung durchin situ Hybridisierung

Zur sicheren lIdentifizierung der transplantierteslleh wurde zusatzlich der Nachweis von
menschlichen Kernen in CM-Dil-positiven Zellen asgebt. Hierzu wurde die Methode der
in situ Hybridisierung gewahlt. Es wurde eine Gensondeveadet, die an Alu-Sequenzen
(repetitive, flr Primaten spezifische, DNS-Sequdmzdet. Dies sind fir das Genom von
Primaten spezifische hochrepetitive DNS-SequenBesdxyribonuleinsaura)nd wurden in

diesem Zusammenhang zum sicheren Nachweis mersshlieNS verwendet. Zuséatzlich
wurden Mauskerne in einigen Gewebeschnitten mareiar das murine Genom spezifische

MMS-Sonde fhouse major satellijenachgewiesen, die zuvor mittels PCR hergesteltoe.
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Paraffinschnitte von transplantierten Mausleberndeo mit einer Lésung aus Alu-Sonde und
MMS-Sonde in Hybridisierungspuffer inkubiert. AnseBend wurden die Gensonden
immunhistochemisch detektiert. Die Alu-Sonde wunaé& Cy2-markierten Antikdrpern
(Carbocyanin-2, grine Fluoreszgnzund MMS-Sonde mit Cy3-markierten Antikdrpern
(Carbocyanin-3, rote Fluoreszenmachgewiesen. Eine unspezifische Kernfarbunglgefo
mit DAPI (4",6 Diamidino-2-Phenylindol, blaue Fluoreszgn#/ie in Abbildung 3 dargestellt
konnten durch Aufeinanderlegen der einzelnen Fandikaim Fusionsbild (Overlay) die
DAPI-Signale mit Alu- bzw. MMS-Signalen kolokalisteverden. Somit erfolgte der sichere

Nachweis von Mensch- bzw. Mauskernen.

Abbildung 3: (A-D) In situ Hybridisierung mit Alu- und MMS-Sonde 2 d nach Transplantation von CM-
Dil markierten Nabelschnurblutzellen in den linken Leberlappen einer NOD/SCID-Maus. (A) Cy2-Kanal,
Alu-Sonde ist griin. Ein Alu-positiver Kern ist mit dem weil3en Pfeil gekennzeichnet. (B) Cy3-Kanal, MMS
Sonde ist rot, punktférmig (gelbe Pfeile), CM-Dil st rot, flachig. (C) DAPI-Kanal, DNS-haltige Kernesind
blau, Der Alu-positive Kern (weiRer Pfeil) und dieMMS-positiven Kerne (gelbe Pfeile) kdnnen einzelnen
Kernen im DAPI-Kanal zugeordnet werden. Im Overlay (D) werden die Kandle zur Deckung gebracht um
eine exakte Kolokalisation der ISH-Sonden mit der BPPI-Kernfarbung darzustellen.
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4.1.3 Sensitivitat und Spezifitat der ISH

Mittels ISH wurden die transplantierten Zellen inunnen Lebergewebe detektiert. Zur
Untercheidung positiver Fluoreszenzsignale von édntefakten wurde wie folgt verfahren:
Die mit Cy2 markierten Alu-Sonden fluoreszieren smindiel3lich durch Anregung im Cy2-
Kanal. Jede potentiell positive Struktur wurde iy2€ im Cy3- und im FITC-Filter separat
betrachtet und fotografisch dokumentiert. Es wurdem solche Strukturen als positiv
gewertet, die spezifisch durch den Cy2- bzw. Cy8Fizur Fluoreszenz angeregt wurden.

Strukturen wie in Abbildung 4, die unspezifischalhen Farbkanélen fluoreszierten, wurden

als Artefakt gewertet.

Abbildung 4: (A-D) In situ Hybridisierung mit Alu-S onde 2 Tage nach Transplantation von
Neohepatozyten in die Leber einer NOD/SCID-Maus. (ACy2-Kanal, Alu-Sonde ist griin. Potenziell Alu-
positive, griin fluoreszierende Struktur (weil3er Pfd). (B) Cy3-Kanal, die Struktur fluoresziert ebenfalls im

Cy3-Kanal (weil3er Pfeil). (C) DAPI-Kanal, DAPI-Kernnachweis ist blau. Die entsprechende Struktur
fluoresziert im DAPI-Kanal blau (weil3er Pfeil). (D) Overlay aus Cy2-, Cy3-, und DAPI-Kanal. Die
entsprechende Struktur (weiRer Pfeil) fluoresziertrétlich. Die Struktur fluoresziert unspezifisch in allen

Kanalen und wird deshalb als Artefakt gewertet.
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Als weitere Kontrolle der Spezifitat der ISH wurde den untersuchten Schnitten stets ein
Kernnachweis mit DAPI durchgefiihrt. Wie in 4.1.2sbhrieben, wurde die Kernlage der
Sondensignale im Fusionsbild bestétigt. Sondenkgmarden nur als positiv gewertet, wenn
sie im Fusionsbild mit einer Kernstruktur im DAPhKRal deckungsgleich kolokalisiert
werden konnten. In der ISH sollten menschliche bmurine Zellkerne nachgewiesen
werden. Zur Sicherstellung der SpeziesspezifitdiiSdeden erfolgte in jedem Farbegang eine
methodische Kontrolle an humanen Lebern und satagisplantierten Mauslebern. Die Alu-
Sonde wurde einzeln oder zusammen mit MMS-Sondeimem Hybridisierungsansatz

verwendet. Abbildung 5 verdeutlicht die Spezies#jazund Sensitivitat der Sonden.

|
50um

Abbildung 5: In situ Hybridisierung mit Alu- und MM S-Sonde in einem Hybridisierungsansatz an
humanen (A, B) und murinen (C, D) Leberschnittenzur methodischen Kontrolle. Die positiven
Sondensignale der Alu-Sonde (Cy2, grun, A) und deMMS-Sonde (Cy3, rot, punktférmig, C) wurden im
Overlay (B, D) durch Kolokalisation mit DAPI geféarbten Kernen bestatigt und ind fur die entsprechende
Spezies hochspezifisch.
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4.2 Analyse von Neohepatozyten nach unterschiedlicher&iveildauer in
Lebern von NOD/SCID-Mausen

Im folgenden Versuch sollte der Werdegang von Npatozyten zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Transplantation in die Leber vdBINSCID-M&ausen untersucht werden.
Im Vorfeld der Studie wurden dazu humane Blutmomezyn vitro zu Neohepatozyten
vordifferenziert, mit CM-Dil-markiert und in die bern von NOD/SCID-Mausen
transplantiert. Es wurden 750.000 NeohepatozyterMaus direkt ins Leberparenchym oder
Uber die Pfortader transplantiert. Die Lebern wardach 2 d, 21 d und 60 d explantiert und
in Paraffin eingebettet. In histologischen Schnitieirden mit der ISH humane Zellkerne mit
Alu-Sonden nachgewiesen. Die Anzahl der Alu-posiiivStrukturen war bei beiden
Transplantationsmodi vergleichbar. In einem Teill 8ehnitte wurden Mauskerne mit einer
MMS-Sonde detektiert. Von jeder explantierten Lebarden 2-5 Schnitte mit der ISH
bearbeitet und ausgewertet. Bei der Analyse sbltdacht werden, dass die Anzahl der
detektierten Alu-positive Kernen stark von der Bosides Schnittes innerhalb der Leber
abhangt. Daraus folgt eine starke Variation zwisclden einzelnen Versuchstieren und
zwischen verschiedenen Schnitten aus einem Veiisuchdaher sind die Analysen als
semiquantitativ einzustufen und eignen sich niéintstatistische Zwecke. Jedoch eignet sich

diese Analyse, um stark ausgepragte Trends daliensfsiche Tabelle 3).

Tabelle 3 Anzahl der Alu-positiven Kerne in den Lebern von N/SCID-Mausen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Transplantation von 750.000 aus mwnukledren Zellen vordifferenzierte
Neohepatozyten

Entnahmg der Versuchtiere pro Anzahl der Alu-positive Kerne
transplantierten . !
Gruppe untersuchten Schnitte (Mittelwert)
Lebern nach
2d 8 25 7.7
21d 7 22 0,36
60d 10 23 0

4.2.1 Zwei Tage nach Transplantation

Zwei Tage nach Transplantation wurden die meisteiRBil-markierten Alu-positiven Zellen

gefunden. Der Mittelwert aller Alu-positiven Strukén der untersuchten Schnitte lag bei 7,7

positiven Zellen pro Schnitt (siehe Tabelle 3). &ig& parenchymal transplantierten Mause lag
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der Mittelwert bei 16 positiven Zellen pro Schnfiir die portal transplantierten Mause bei
6,2 positiven. Typische morphologische Befunde sindAbbildung 6 dargestellt. Alu-
positive Zellen wurden haufig in verletzten Arealdes Leberparenchyms gefunden. Die
Lasionen entstanden wahrscheinlich im Zusammenha@hger Transplantation und wurden
nach parenchymaler und nach portaler Transplantégobachtet. Ein Teil der Alu-positiven
Zellen befand sich integriert zwischen intakten érzlellen. Ein weiterer Teil wurde im
Bereich der Endothelschicht von kleinen und mititeGefaRen beobachtet. Die Kerne dieser
Zellen erschienen oft langlich und flach, vergléiahmit Kernen der Endothelzellen.

Abbildung 6: (A-E) In situ Hybridisierung mit Alu-S onde 2 d nach Transplantation von CM-Dilimarkierten
Neohepatozyten in Lebern von NOD/SCID-Mausen. Ovealys aus Cy2-Kanal (Alu, griin), Cy3-Kanal (CM-
Dil, rot), DAPI-Kanal (Kernfarbung, blau). (A) Rand bereich eines verletzten Gewebeareales (rech
Bildhalfte) in dem die charakteristischen runden Zdlkerne der Hepatozyten (linke Bildhalfte) fehlen.CM-
Dil-positive Zellen mit Alu-positiven Kernen befinden sich am Ubergang zum gesden Gewebe (weil3
Pfeile), einige liegen integriert im intakten Lebegewebe (gelbe Pfeile). (B-E) CM-Dipositive Zellen mit
Alu-positiven Kernen im Endothelbereich von GefaRer{weil3e Pfeile). Die Alu-positien Kerne dieser Zeller
sind zum Teil langlich und flach. Einige Zellen sid ins Lebergewebe integriert (gelbe Pfeile).
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Des Weiteren konnten in einzelnen Schnitten 2 dhiaansplantation Alu-positive Partikel
nachgewiesen werden, die in GréRe und Morphologiet mit Kernen ibereinstimmten. Sie
waren deutlich kleiner als die detektierten Menschk. Im DAPI-Kanal erfolgte ein DNS-
Nachweis der Alu-positiven Partikel (siehe Abbildu@). Bei den DNS-haltigen, Alu-

positiven Partikeln handelt es sich mit hoher Welmeelichkeit um Kernbruchstiicke von

untergegangenen humanen Zellen.

Abbildung 7: (A, B) In situ Hybridisierung mit Alu- Sonde 2 d nach Transplantation von CM-Dil-
markierten Neohepatozyten in die Leber einer NOD/S{D-Maus. (A) Cy2-Kanal, Alu-Sonde ist griin. In der
oberen Bildhalfte liegen zwei Alu-positive Kerne. Br weil3e Pfeil deutet auf einen Alu-positiven Parkiel der
seiner GréfRe nach als Kernbruchstiick gedeutet wird(B) DAPI-Kanal, DAPI-Kernnachweis ist blau, der
Alu-positive Partikel stellt sich im DNS-Nachweis B\PI-positiv dar, es handelt sich um ein Alu-posities
DNS-Fragment. (C) Overlay aus Cy2-, Cy3-, und DAPKanal, CM-Dil ist rot. Die Alu-positiven Kerne und

das DNS-Fragment (weil3er Pfeil) kbnnen exakt mit DRI-Kernnachweis kolokalisiert werden.

4.2.2 21 Tage nach Transplantation

Die Zahl der Alu-positiven Kerne hatte zum Zeitpu@k d nach Transplantation drastisch
abgenommen. Im Mittel wurden 0,36 Alu-positive Kerpro Schnitt gefunden. Die Kerne
befanden sich in bindegewebsreichen, CM-Dil-posiiivArealen. Die Alu- und CM-Dil-
positiven Zellen wurden von fibroblastenartigenl@elumgeben oder befanden sich am Rand
kleiner Gefal3e. Es ist anzunehmen, dass es sichdmebindegewebsreichen Arealen mit
fibroblastenartigen Zellen um Narbengewebe von §pkamtationsverletzungen handelt (siehe
Abbildung 8). In Lebern von mehreren Versuchstiei@mden sich CM-Dil-positive Areale
und einzelne, von intaktem Gewebe umgebene CM-Gsitive Zellen (nicht dargestellt). Ein

Nachweis von humanen Kernen mittels Alu-Sode geldagjedoch nicht.

38



Ergebnisse

Abbildung 8: In Situ Hybridisierung mit Alu-Sonde 21d nach Transplantation von Neohepatozyten in die
Leber von NOD/SCID-Mausen. (A, D) Cy2-Kanal, Alu-Sade ist griin, Alu-positive Kerne werden durch
weilRe Pfeile markiert. (B, E) DAPI-Kanal, DAPI-Kernnachweil? ist blau, den Alu-positiven Strukturen
kénnen im DAPI-Kanal Kerne zugeordnet werden (wei3ePfeile). (C, F) Overlay aus Cy2-, DAPI-, und
Cy3-Kanal, CM-Dil ist rot. Die Alu-positiven Kerne liegen in CM-Dil positiven Zellen. Die Zellen in (B

liegen am Rand eines kleinen GefaRes, die Zellkerr@nd flach und langlich (weiRe Pfeile). Die Alu-
positiven Kerne in (C) sind von fibroblastenartigen Kernen umgeben (rechte Bildhalfte). (G) mit HE-
Farbung wurde das bindegewebereiche Areal aus (C)nieinem Nachbarschnitt dargestellt (rechte
Bildhalfte). Angrenzend liegt intaktes Leberparenclym (linke Bildhalfte).

4.2.3 60 Tage nach Transplantation

In den Lebern, die 60 Tage nach der Transplantaimnommen wurden, konnten keine Alu-
positiven Kerne nachgewiesen werden. In einigenetrelfanden sich auch zu diesem
Zeitpunkt CM-Dil-positive Areale und einzelne CMiRiositive Zellen. In Kernen dieser
Zellen wurde Mouse Major Satellite mit der ISH ngeWwiesen (Abbildung 9). Somit wurden
60 Tage nach Transplantation CM-Dil-positive Zelleachgewiesen, die einen Mauskern

tragen. Alu-positive Kerne wurden nicht nachgewnese
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Abbildung 9: In situ Hybridisierung mit Alu- und MMS-Sonde 60 d nach Transplantation von CM-Dil
markierten Neohepatozyten. (A) Cy3-Kanal, CM-Dil ig rot, flachig, MMS-Sonde ist rot, punktférmig. Bei
den CM-Dil-positiven Zellen befinden sich punktférmige MMS-Sondensignale (weil3e Pfeile). (B) DAPI-
Kanal, DAPI Kernnachweild ist blau, den MMS-Sondenginalen aus (A) konnen Kernstrukturen
zugeordnet werden (weil3e Pfeile). (C) Cy2-Kanal, AtSonde ist griin, im entsprechende Bereich aus A, B
lasst sich keine Alu-Sonde nachweisen. (D) Overlagus Cy2, Cy3 und DAPI. Die Kerne der CM-Dil-
positiven Zellen kdnnen mit den MMS-Signalen exakkolokalisiert werden (weif3e Pfeile). Die CM-Dil-
positiven Zellen tragen einen Mauskern.

4.3 Analyse adharent proliferierender Nabelschnurblutzéien nach
unterschiedlicher Verweildauer in Lebern von NOD/S@D-Mausen
Vergleichend zu den Neohepatozyten sollte das Bedliocvon Nabelschnurblutzellen nach
Transplantation in Mauslebern untersucht werderbeDaollten auch die friilhen Zeitpunkte
nach Transplantation analysiert werden. Nach Maukig der adharent proliferierenden
Nabelschnurblutzellen mit CM-Dil wurden diese inndéeberlappen von NOD/SCID-
Mausen transplantiert und nach 4 h, 12 h, 24 hubdi21 d entnommen. Die Identifizierung

der transplantierten Zellen wurde analog zu denhNpatozyten durchgefiihrt. Mittels ISH
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auf Alu-Sequenzen wurden in den Mauslebern merdwhliKerne in CM-Dil-positiven

Zellen dargestellt.

4.3.1 Semiquantitative Analyse der Alu-positiven Kerne

In diesem Versuch sollte das Schicksal der Nabeisthutzellen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Transplantation untersucht werd#n. Schwerpunkt lag auf den frihen
Zeitpunkten nach der Transplantation. Wie bei demhi¢patozyten beschrieben eignet sich
dieses semiquantitative Verfahren nicht zur siatken Auswertung, sondern zur Darstellung
von offensichtlichen Trends. Von 4 h bis 24 h ndchnsplantation von 750.000 Zellen
wurde eine Zunahme der Alu-positiven Zellen gefumdrit einem Maximum nach 24 h, im
Mittel 26,6 Zellkerne pro Schnitt. Im weiteren Vauf wurde eine Abnahme der positiven

Strukturen gefunden, nach 21 d im Mittel noch 1l8-positive Kerne pro Schnitt.

Tabelle 4: Anzahl der Alu-positiven Kerne zu verscledenen Zeitpunkten nach Transplantation von
750.000 adharent proliferierenden NabelschnurblutzZéen in die Leber von NOD/SCID-Mausen

Entnahm_e der Versuchtiere pro Anzahl der Alu-positive Kerne
transplantierten . .
Gruppe untersuchten Schnitte (Mittelwert)

Lebern nach

4h 3 8 9,1

12h 3 9 13,6

24 h 3 10 26,6

5d 3 7 6,7

21d 4 15 15

4.3.2 Mikroskopische Auswertung

Zu den frihen Zeitpunkten 4 h, 12 h, 24 h und 5 wden starke Gewebeldsionen mit
Gewebsuntergang in den Lebern gefunden, verglefdhtdldung 10. Die transplantierten
Zellen wurden zum Grof3teil in den nekrotischen fmeaind im Lumen von BlutgeféaRen am
Ubergang zu intaktem Gewebe gefunden. Wie naciidersplantation von Neohepatozyten
wurden die Gewebsverletzung auf die Transplantatioriickgefiihrt und nach 21 d nicht
mehr beobachtet. Auch im Bindegewebe um kleineternittlere Gefal3e wurden haufig Alu-

positive Zellen gefunden. Vor allem zum Zeitpunktt2 und 5 d stellten sich Alu-positive
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Zellen im Bereich der GefaRinnenwand dar. Diesdedehatten zum Teil einen flachen
Zellkern, vergleichbar mit von Endothelzellen. 24g€ nach Transplantation wurden einzelne
Alu-positive Kerne im Bindegewebe um GefalR3e oderZallkonglomeraten im Gewebe
gefunden. Die Zellkonglomerate hatten eine straiggaroder flachige Form. Die darin
enthaltenen Zellen waren stets positiv fir CM-Mile Alu-positiven Zellkerne waren klein
und von oval-gebogener Form. Damit glichen sie miden Kernen der umliegenden
Maushepatozyten. Die Alu-positiven Kerne im Berdie GefaRe lagen im Endothelbereich,
ihre Kerne waren zum Teil flach und langlich undclybn wie zu friheren Zeitpunkten

beobachtet den Kernen von Endothelzellen.
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Abbildung 10: In Situ Hybridisierung mit Alu-Sonde 24 h, 5 d und21 d nach Transplantation von CM-Dil-
markierten Nabelschnurblutzellen in die Leber von NOD/SCID-M&ausen. (A, D, G) Cy2-Kanal, Alu-Sonde
ist griin. Alu-positive Kerne sind mit weiBen Pfeile markiert. (B, E, H) DAPI-Kanal, DAPI-Kernnachweis
ist blau. Die Alu-positiven Strukturen aus dem Cy2Kanal kénnen formgleichen Kernen im DAPI-Kanal
zugeordnet werden (weil3e Pfeile). (C, F, 1) Overlagus Cy2-, Cy3-, und DAPI-Kanal, CM-Dil ist rot. (A-C)
24 h nach Transplantation, Alu-positive Kerne in CMDil positiven Bereichen liegen im Gewebe und im
Gefalllumen. (D-F) 5 d nach Transplantation, CM-Dilund Alu-positive Kerne liegen am Gefalirand, die
Zellkerne sind flach und langlich. (G-1) 21 d nachTransplantation, die Alu-positive Kerne liegen in énem
CM-Dil positiven Areal (linke Bildhalfte) im Leberp arenchym. Die Alu-Kerne sind oval oder
kommaférmig. Sie sind kleiner als Maushepatozytenkeae (rechte Bildhalfte).
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4.4 Nachweis von Humanalbumin

Mit dem kombinierten Nachweis von CM-Dil und Alu<ggenzen in einer Zelle konnten die
transplantierten Stamm- und Vorlauferzellen zuwsiigin den Leberschnitten nachgewiesen
werden. Im Weiteren sollte untersucht werden, ob die transplantierten Zellen in Richtung
Hepatozyten differenziert hatten. Als leberzellsfigzhes Markerprotein diente humanes
Albumin, da dieses ein entscheidendes Entwickluagaan in der Differenzierung von
Hepatozyten darstellt (Hengstletr al 2005). Der Nachweis von humanem Albumin erfolgte

mittels immunhistochemischer Farbung mit DABdminobenzidih als Chromogen.

4.4.1 Scheintransplantierte NOD/SCID-Mause als Negativkotmolle

Als Differenzierungsmarker sollte humanes Albumim itransplantierten Zellen
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Die StamchVorlauferzellen wurden in einer
Suspension aus Zellkulturmedium (Wiliam’s Medium ug)d FCS-haltigem Mediunfdtal

calf serum in die Mauslebern transplantiert (siehe PuBkKs.2). Um die Einfliisse der
Kreuzreaktionen der immunhigtotischen
wurden NOD/SCIDdEL mit  Zellkulturmedium,

physiologischer NaCl-Lésung oder 10%-FCS scheisptmtiert. Die Scheintransplantation

Transplantation und Farbung mit

Zellkulturmedium auszuschlieRen,

erfolgte analog zur Stammzelltransplantation in lilgken Leberlappen. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 5 zusammengefalit.

Tabelle 5: Mit verschiedenen Medien scheintransplarerte Mause als Negativkontrollen

Inieki . Anzahl transplantierter Anzahl untersuchter Mlttelwgr_t DAB-
njektionsmedium Mause Schnitte positiver
Strukturen / Schnitt
NaCl 1 12 0,17
FCS 2 22 0,14
William’s Medium E 8 92 0,04

Leberschnitte der scheintransplantierten Mause telierals Negativkontrollen bei der
Etablierung und Anwendung der IHC auf humanes Aliounm 126 gefarbten Schnitten
scheintransplantierter Mause wurden insgesamt GtiyesStrukturen gefunden. Dies
entspricht einem Mittelwert von 0,07 falsch-pogtivStrukturen pro Schnitt. Am hdchsten

war der Mittelwert falsch-positiver Signale bei d&tédusen, die mit NaCl transplantiert
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wurden. Als Positivkontrolle fur die IHC auf humanalbumin dienten Paraffinschnitte von
humanen Lebern. Diese zeigten stets eine zellB3aeinfarbung als Nachweis humanen

Albumins durch DAB. Die Spezifitat des verwendefamikdrpers gegen humanes Albumin
ist in Abbildung 11 dargestellt.

auf humanes Albumin. Humanalbumin

positive Zellen sind braun (DAB). Die Schnitte wur@én mit Mayers-Hamalaun gegengefarbt, dabei sind
Zellkerne dunkelblau und das Zytoplasma hellblau. ) Ein Gewebeschnitt aus humaner Leber diente als
Positivkontrolle, die Humanalbumin-haltigen Hepatozxten féarben sich braun (DAB). (B) Ein

Gewebeschnitt aus einer scheintransplantierten NOBCID-Maus diente als Negativkontrolle. Hier sind

keine DAB-positiven Zellen zu finden.

4.4.2 Transplantation humaner Hepatozyten

Mit diesem Versuch sollte gezeigt werden, dass maemaAlbumin in transplantierten
Mauslebern mit der IHC nachgewiesen werden kannwislen 750.000 primare humane
Hepatozyten in den linken Leberlappen von NOD/S®&uJsen transplantiert. Nach 21 d
erfolgte die Explantation. In Leberschnitten wuraercth der IHC DAB-positive Zellgruppen
gefunden (siehe Abbildung 12). Der Mittelwert in Gatersuchten Schnitten lag bei 1,86
Humanalbumin-positiven Strukturen pro Schnitt.
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. 5 x ¥ N hh £ S g
Abbildung 12: (A,B) Immunhistochemie 21 d nach Trasplantation primérer humaner Hepatozyten in das
Parenchym des linken Leberlappens. Humanalbumin-pasve Zellen sind braun (DAB), Gegenfarbung mit
Mayers Hamalaun, die Kerne sind hierbei dunkelblauund das Zytoplasma hellblau. Humanalbumin-
positive Zellen liegen einzeln und gruppiert im Lelkrparenchym.

4.4.3 Immunhistochemie der Stammzellen vor Transplantatio

In diesem Versuch sollte untersucht werden, obvdigvendeten Nabelschnurblutzellen vor
der Transplantation Albumin exprimieren. Dazu wurdeadhdrent wachsende
Nabelschnurblutzellen auf SuperFrostPlus Objektinéidultiviert und immunhistochemisch
auf humanes Albumin gefarbt. Als Positivkontrolleinden HepG2-Zellenhgpatozellulare
Karzinomlinie) auf Objekttragern kultiviert (nichtlargestellt). Wie in Abbildung 13
exemplarisch dargestellt wurde in den Nabelschutzbllen mit der IHC kein Albumin
nachgewiesen. Von den Neohepatozyten wurden keitieiién auf Objekttragern angelegt,
da fur die Anzucht Kulturflaschen mit spezieller éditéchenstruktur notwendig sind. Die
Medienuberstédnde von Neohepatozyten wurden vomrr &meperierenden Arbeitsgruppe auf
Albumin untersucht; hierbei wurde gezeigt, dass épatozyten eine Albuminsekretion
besitzen, die mit der von priméren Hepatozyten legrhbar ist (Ruhnket al. 2005b).
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4.5

[ 50um |

Abbildung 13: Immunhistochemie auf humanes
Albumin  nach  Kultivierung von  adhéarent
proliferierenden Nabelschnurblutzellen auf
Superfrost-Plus-Objekttragern. Humanes Albumin ist
braun (DAB), Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun,
die Kerne sind dabei dunkelblau und das Zytoplasma
hellblau. Die Zellen sind negativ fur humanes
Albumin.

Immunhistochemie zu verschiedenen Zeitpunkten

Transplantation von Neohepatozyten

In diesem Versuch sollte die Exprimierung von huemnAlbumin zu verschiedenen

nach

Zeitpunkten nach Transplantation von Neohepatozytebhebern von NOD/SCID-Mausen

analysiert werden. Paraffinschnitte der Lebern gpéantierten Versuchstiere wurden dazu
immunhistochemisch auf die Exprimierung humaneruiims untersucht. Es wurden Lebern
zu den Zeitpunkten 2 d, 21 d und 60 d nach Transgian untersucht. Zum frilhen Zeitpunkt
nach 2 d wurden in den Untersuchungen starke Gdasbren beobachtet (siehe Punkt

4.2.1).

Entnahmezeitpunkt 5 d nach Transplantation mit It falsch-positive Signale in den
verletzten Arealen gefunden. Da bei gleichem Vedegismuster in diesem Versuch mit

Kreuzreaktionen zu rechnen war, wurden die Lebaiteh? d nach Transplantation nicht mit

In  Schnitten von scheintransplantierten suehstieren wurden

der IHC auf humanes Albumin untersucht.

bis zum
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4.5.1 Semiquantitative Analyse nach Transplantation von lMohepatozyten

Zum Zeitpunkt 21 d und 60 d konnten mit der IHC Hunalbumin-positive Zellen dargestellt
werden. Durch die Auszdhlung der mittels IHC de&steén Zellen wurden die Experimente
analysiert. Wie bei der ISH beschrieben ist diesthdde als semiquantitativ einzustufen und
eignet sich fur die Darstellung von offensichtlioiErends. Nach 21 Tagen lag der Mittelwert
bei 2,9 Humanalbumin-positiven Strukturen pro Stth(il4 untersuchte Schnitte aus 9
Versuchstieren). Nach 60 Tagen wurden im Mittel @a&itive Strukturen gezahlt (21

untersuchte Schnitte aus 10 Versuchstieren), Siabelle 6.

Tabelle 6: Humanalbumin-positive Zellen in den Leben von NOD/SCID-Mausen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Transplantation von 750.000 aus mmnuklearen Zellen vordifferenzierte

Neohepatozyten
Entnahm_e der Versuchtiere pro Anzahl der Hu'manalbumln-
transplantierten Gruppe untersuchten Schnitte positive Zellen pro
Lebern nach pp Schnitt (MW*)
21d 7 14 2,93
60d 10 21 0,71
* Mittelwert

4.5.2 Zwei Typen Humanalbumin-positiver Zellen

Bei der mikroskopischen Auswertung der Humanalbupuisitiven Zellen zum Zeitpunkt
21 d wurden zwei morphologisch unterschiedlichdt@én gefunden. Diese wurden bei der
Auswertung in Typ | und Typ Il Zellen eingeteilt.iDTyp | Zellen waren Kleiner als
Hepatozyten und trugen einen dichten, dezentradggelen Kern. Das Kern-Zytoplasma-
Verhaltnis war im Vergleich zu Hepatozyten zugunsties Zytoplasmas verschoben. Die
Typ | Zellen traten meist in Konglomeraten von § BD dicht beieinander liegenden Zellen
auf. Diese Konglomerate befanden sich entweder inmén kleiner GefalR3e (Typ la) oder
waren in das Gewebe integriert (Typ Ib, siehe Ahbilg 14). Eine systematische Zuordnung
zu perizentralen oder periportalen Lappchenantdkesiand in den untersuchten Praparaten
nicht.

Beim Typ Il der Humanalbumin-positiven Zellen, halid es um Zellen, die morphologisch

einem Hepatozyten glichen. In der Mitte ihrer paigglen Grundform trugen Typ Il Zellen
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einen runden Zellkern. Sie lagen vereinzelt undgriert im Gewebe (siehe Abbildung 14).

Neohepatozyten in die Leber von NOD/SCID-M&usen. Huanes Albumin ist braun (DAB), Zellkerne sind
dunkelblau, Zytoplasma hellblau (Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun). (A-C) Die Humanalbumin-
positiven Zellen sind kleiner als die umliegenden Islushepatozyten. Sie treten gruppiert auf. lhre ZeKerne
sind kleiner und dichter als Maushepatozytenkernesie haben eine oval-gebogene Form und liegen am Ran
der Zelle. Humanalbumin-positive Zellen dieser Morghologie werden als Typ | Zellen bezeichnet. Die Typ
Zellen liegen im Parenchym (schwarze Pfeile, Typ Jeoder im Lumen von kleinen GeféRen (rote Pfeile, yip
Ib). (D) Humanalbumin-positive Typ Ib Zelle im Lumen eines kleinen GeféaRes. (E, F) Humanalbumin-
positive Zellen mit einer polygonalen Form und run@&m mittigen Kern. Die Zellen sind in Form und GréRe
mit Maushepatozyten vergleichbar und liegen integert im Parenchym. Zellen dieser Morphologie werden
als Typ Il Zellen bezeichnet.

4.6 Immunhistochemie nach Transplantation von Nabelschurblutzellen

Vergleichend zu den Neohepatozyten wurde 21 d na@nsplantation der adhérent
proliferierenden Nabelschnurblutzellen die Expm@ssion humanem Albumin untersucht.
Dazu wurden die Zellen in den linken Leberlappen WOD/SCID-Méausen transplantiert.
Nach 21 d wurden die Lebern enthommen. Ab dieseiputet wurden in den Studien mit
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unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten transpldatierLebern keine Nekrosen und
Entziindungsreaktionen mehr nachgewiesen (siehet BuBR). Um eine Verfalschung der
Ergebnisse der IHC durch diese pathologischen Gerusténde zu vermeiden, wurde der

Entnahmezeitpunkt 21 d fur den Nacheis humanenriihs gewahlt.

4.6.1 Semiquantitative Analyse nach Transplantation von Mbelschnurblutzellen

Paraffinschnitte der Mauslebern wurden mit der @ die Expression von humanem
Albumin untersucht. Die durchgefuhrten Transpldaten, die Anzahl der untersuchten
Schnitte und die gezé&hlten Humanalbumin-positivenkuren sind in Tabelle 7 dargestellt.
Wie zuvor beschrieben unterliegt diese Analyse abigavon der Position der Schnitte in der
Leber und von den einzelnen Versuchstieren starkder- und intraindividuellen

Schwankungen. Daher eignet sich die Analyse nightfe statistische Auswertung sondern
zeigt offensichtliche Trends. Insgesamt wurden Ll&6erschnitte von 30 Versuchstieren
untersucht. Bei einer Schwankung zwischen 0 unfl Bldmanalbumin-positiven Zellen pro
Schnitt in den einzelnen Transplantationen lagMigtelwert tber alle Experimente bei 1,23

Humanalbumin-positive Zellen pro Schnitt.

Tabelle 7: Quantitative Auswertung Humanalbumin-postiver Typ | und Typ Il Zellen 21 d nach
Transplantation von 750.000 adhéarent proliferierenén Nabelblutschnurzellen in den linken Leberlappen
von NOD/SCID-Méausen

X Humanalbu-
Transplamaton | Anzanl | umersuchve |0 GRET | RIGERET | MR
(Mittelwert) (Mittelwert) Schnitt
(Mittelwert)
X1 4 18 1,78 0,06 1,84
TX2 4 14 0 0 0
TX3 3 14 1,93 0,64 2,57
TX4 4 16 0,19 1,06 1,25
TX5 9 36 1,22 1,36 2,58
TX6 3 12 0 0 0
X7 3 6 0 0,33 0,33
Summe 30 116

Mittelwerte von allen untersuchten Schnitten 0,55 ®8 1,23
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4.6.2 Mikroskopische Auswertung

Wie bei den Neohepatozyten fielen bei der mikroadpen Auswertung zwei
unterschiedliche Typen von Humanalbumin-positiveelléh auf. Die kleineren, haufig
gruppiert auftretenden Typ | Zellen im Gewebe ddezhemaligen Gefal3en wurden von den
Hepatozyten-&hnlichen Typ Il Zellen unterschiedgahe Abbildung 15). Eine systematische
Lokalisation zu perizentralen oder periportalen pétpenanteilen bestand auch hier nicht
bestand. Mit einem Anteil von 45% aller gezahlteantanalbumin-positiven Strukturen
wurden die Typ | Zellen nach Transplantation vonhé&dnt proliferierenden
Nabelschnurzellen etwas seltener als die Typ llefgl55%) gefunden.

/3 B ke Yy
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Nabelschnurblutzellen in den linken Leberlappen vonNOD/SCID-Mausen. Humanes Albumin ist braun
(DAB), Zellkerne sind dunkelblau, Zytoplasma hellbau. (A, B) Einzelne Zellen und Zellkonglomerate von
braunen, Humanalbumin-positiven Zellen liegen im Peenchym (Typ la Zellen) und in kleinen GeféaRRen
(Typ Ib Zellen). Die Zellkerne sind kleiner und dichter als die der umliegenden Maushepatozyten. Haufi
liegen sie am Zellrand. (C, D) Humanalbumin-positie Typ Il Zellen: die braunen Zellen liegen einzelim
Parenchym integriert. Wie die umliegenden Maushepaizyten ist ihre Form polygonal und sie tragen einen
runden, mittigstéandigen Kern.
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4.7 Untersuchung von Typ | Zellen mit histologischen Stndardféarbungen

An ausgewahlten Praparaten wurden transplantiertellerz mit histologischen
Standardfarbungen untersucht, um exemplarisch dasrkovhmen bestimmter
Stoffwechselprodukte zu Uberprifen. Die transpéaten Zellen wurden anhand der
charakteristischen Morphologie und Lage identifizielumanalbumin-positive Typ Il Zellen
wurden haufig in Gruppen von 5 bis 30 Zellen geemdwie in Abbildung 16 dargestellt
wurden grof3ere Zellkonglomerate bei der Herstelldeig5 pm dicken Gewebeschnitte meist
mehrmals angeschnitten. So konnten die Zellgrupipetbenachbarten Gewebeschnitten
anhand der Lokalisation und Morphologie wiedergdemwerden.

R
i

X

¥
-
<

Mausleber 21 d nach Transplantation von
Nabelschnurblutzellen. Abgebildet ist ein Areal in
drei benachbarten Schnitten. Zur Wiedererkennung
., des Areals im benachbarten Schnitt dienten GefaRe
als Leitstruktur (oberer und rechter Bildrand). (A)

" Immunhistochemie auf humanes Albumin,
Humanalbumin-positive Zellen sind braun (DAB),
Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun, Zytoplasma
ist  hellblau, Zellkerne  sind  dunkelblau.
Konglomerate Humanalbumin-positiver Typ |
Zellen mit kleinen Zellkernen liegen im Parenchym.
(B) Der Folgeschnitt wurde mit Berliner Blau
Farbung geférbt, Eisen ist blau, Gegenfarbung mit
Kernechtrot, Zytoplasma hellrot, Zellkerne dunkel-
rot. Im entsprechenden Areal finden sich eisenhalgie Zellgruppen mit der Morphologie von Typ | Zellen
(C) Der Folgeschnitt wurde zum Glykogennachweis mitler PAS-Farbung geféarbt. PAS-positive Zellen sind
violett, Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun. Die Zekn mit der Morphologie von Typ | Zellen im
entsprechenden Areal sind PAS-positiv.
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4.7.1 PAS-Farbung zur Darstellung von Glykogenspeicherung

In exemplarischen Préaparaten wurde Glykogen mitRfe8-Reaktion dargestellt. Die stark
violetten, glykogenhaltigen Zellen glichen mit ihreharakteristischen Form und Lage
Humanalbumin-positiven Typ | Zellen (siehe Abbilduh7) und konnten in Nachbarschnitten
mit solchen kolokalisiert werden (nicht abgebildét) den scheintransplantierten Kontrollen
wurden keine derartigen glykogenhaltigen Zellerugdén.

—

- 2 : = M L »
Abbildung 17: (A, B) PAS-Farbung zum Glykogennachwis an Leberschnitten von NOD/SCID-M&usen
21 d nach Transplantation von NabelschnurblutzellenPAS-positive Zellen sind violett, Gegenfarbung i
Mayers Hamalaun. In Nachbarschnitten von A, B wurd@a in den entsprechenden Arealen Humanalbumin-
positive Typ | Zellen gefunden (Ergebnisse nicht agebildet). Nach PAS-Farbung finden sich PAS-positey
Zellen mit der Morphologie von Typ | Zellen in Gruppen (A) oder einzeln (B) im Gewebe.

4.7.2 Eisennachweis durch Berliner Blau Reaktion

Zur Darstellung von eisenhaltigen Strukturen wurég@rige Schnitte mit der Berliner Blau
Reaktion bearbeitet. Eisen farbt sich dabei tialibZur besseren Gewebedarstellung wurden
die Schnitte mit Kernechtrot gegengefarbt. Fir dietersuchungen wurden Praparate
gewahlt, in denen das Vorkommen von Typ | Zelles @worangegangenen IHC bekannt war.
In den gefarbten Schnitten wurden eisenhaltige afedlle gefunden, die den
charakteristischen Zellkonglomeraten von Typ | &elglichen (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: (A,B) Berliner Blau Farbung an Leberschnitten von NOD/SCID-Mausen 21 d nach
Transplantation von Nabelschnurblutzellen. Eisen isblau, Gegenfarbung mit Kernechtrot, Zytoplasma
hellrot, Zellkerne dunkelrot. In Nachbarschnitten von A, B wurden in den entsprechenden Arealen
Humanalbumin-positive Typ | Zellen gefunden (Ergebrisse nicht abgebildet). Nach Berliner Blau Farbung
finden sich eisenhaltige Zellen mit der Morphologievon Typ | Zellen in einem Gefal (A) und im
Parenchym (B).

4.8 Genetischer Ursprung von Humanalbumin-positiven Zden

In der Auswertung der IHC wurden zwei unterschigi Typen Humanalbumin-positiver
Zellen gefunden. Um diese Typ | und Typ |l Zelleengtisch zu charakterisieren, wurde an
ausgewahlten Leberschnitten die Alu-ISH und die B humanes Albumin in Kombination
durchgefihrt.

4.8.1 Kombination von in situ Hybridisierung und Immunhistochemie auf

humanes Albumin

Die Kombination von Alu-ISH und die IHC auf humanatumin wurde an humanen
Leberschnitten und scheintransplantierten NOD/SEEusen etabliert. Diese dienten als
Positiv- und Negativkontrollen. Paraffinschnitteesér Lebern wurden mit Alu-Sonden und
zum Teil auch mit MMS-Sonden hybridisiert. Im Ankgs wurde humanes Albumin
immunhistochemisch dargestellt und dann die Germordktektiert. Bei einem Teil der
untersuchten Schnitte wurde auf eine GegenfarbuingMayers Hamalaun verzichtet, da
dieses die Fluoreszenz unterdriicken kann. In ei@emebeschnitt wurde so im Durchlicht
humanes Albumin als Braunfarbung, Alu-Sonde im &gl und MMS-Sonde im Cy3-

Kanal dargestellt. Die unspezifische Kernfarbungtets DAPI erschien im dazugehdrigen
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Kanal blau. Die Spezifitat der kombinierten Naclsverfahren war vergleichbar zu den
einzeln angewendeten Verfahren (siehe Puhkt3 und4.4.1) und ist in Abbildung 19

dargestellt.

20um [20pm |

Abbildung 19: Kombination von in situ Hybridisierung (Alu, MMS) und Immunhistochemie auf humanes
Albumin an humaner Leber (A,B) und Leber einer schentransplantierten NOD/SCID-Maus (C,D). Die

Schnitte dienten als Positiv- und Negativkontrolle(B) Fusionsbild aus Cy2-Kanal und DAPI-Kanal. Mit

DAPI-Kernnachweis kolokalisierte Alu-positive Mensdikerne fluoreszieren kraftig turkis (gelbe Pfeile),
Erythrozyten sind im Fusionsbild durch ihre Autofluoreszenz blau (wei3e Pfeile). (B) Durchlichtaufnahs

humanes Albumin ist braun (DAB), Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun, Zellkerne sind blau. Humanes
albumin wird gleichmaRig in der Positivkontrolle dargestellt. (C) Fusionsbild aus Cy3-Kanal (MMS-Sonde
ist rot) und DAPI-Kanal (Kernnachweis ist blau). MM S-Signale werden durch Kolokalisation mit DAPI-

Kernnachweis (blau) bestatigt. (D) In der Durchlichaufnahme der scheintransplantierten Mausleber sind
keine braunen Zellen zu sehen; DAB farbt spezifischumanes Albumin.

4.8.2 Genetische Charakterisierung von Typ | Zellen

Zur Klarung des genetischen Ursprungs der Typ leBelvurden Lebern untersucht, die CM-
Dil-markierten Zellen enthielten. Bei der Kombimativon ISH und IHC wurde in diesem

Fall auf den Einsatz MMS-Sonde wurde verzichtetdidge wie auch CM-Dil rot fluoresziert
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und so leicht zu Verwechslungen fiihren kann. Wiabbildung 20 dargestellt wurden in den
Praparaten CM-Dil-positive Konglomerate mit der Mloologie von Typ | Zellen gefunden.
In der IHC stellten sich diese Konglomerate podifivhumanes Albumin dar. In der ISH auf

demselben Schnitt wurden in den Arealen Alu-positilerne gefunden. Allerdings waren

nicht alle Kerne der CM—DiI—positiven Zellen auchuApositiv.

Abbildung 20: Kombination von Alu ISH und IHC auf humanes Albumin an einer Mausleber 21 d nach
Transplantation von CM-Dil-markierten Nabelschnurstammzellen. (A) Durchlichtaufnahme, humanes
Albumin ist braun (DAB), Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun. Eine Gruppe von 20-30 Humanalbumin-
positiven Typ | Zellen liegt im Leberparenchym. (B) Cy2-Kanal, Alu-Sonde ist griin, im entsprechenden
Areal aus (A) liegen Alu-positive Strukturen (weifl3ePfeile). (C) DAPI-Kanal, DAPI-Kernnachweis ist blau,
den Alu-positiven Strukturen kénnen Kerne zugeordné werden (weil3e Pfeile). (D) Cy3-Kanal, CM-Dil ist
rot, die Typ | Zellen sind CM-Dil-positiv. (E) Im F usionsbild werden die Alu-positiven Kerne im CM-Dil
positiven Areal kolokalisiert. Mit der Kombination der Alu-ISH und der IHC auf humanes Albumin
kénnen Humanalbumin-positive Typ | Zellen mit Alu-positivem Kern nachgewiesen werden.

4.8.3 Genetische Charakterisierung von Typ Il Zellen

Zur genetischen Charakterisierung wurden Folgettehmbn Préaparaten gewahlt, in denen
zuvor mittels IHC haufig Typ Il Zellen detektiermden. Diese mit der Kombination aus ISH
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und IHC bearbeitet und mikroskopisch ausgewentetiein Durchlichtaufnahmen zeigten sich
Humanalbumin-positive Zellen, von denen im Cy2- ubg3-Kanal weitere Aufnahmen

gemacht wurden. Alu-positive Strukturen wurden ar &mgebung der Typ | Zellen nicht

gefunden. Im Fusionsbild konnte den Humanalbumisitpen Typ 1l Zellen jedoch ein
MMS-positiver Kern zugeordnet werden (siehe Abhilg21).

Abbildung 21: Kombination von in situ

Hybridisierung  (Alu- und MMS-Sonde) und
Immunhistochemie auf humanes Albumin im
Mausleberschnitt 21 d nach Transplantation von
Nabelschnurblutzellen. (A) Durchlichtbild, humanes
Albumin ist braun (DAB). Humanalbumin-positive

Typ Il Zelle mit der polygonalen Morphologie eines
Hepatozyten. (B) Fusionsbild aus DAPI-Kanal und
Cy2-Kanal, DAPI ist blau, Alu-Sonde ist griin, der
Kern ist Alu-negativ (weiRer Pfeil). (C) Fusionsbitl
aus Cy3-Kanal und DAPI-Kanal, MMS-Sonde ist
punktférmig rot. Der Kern der Zelle ist MMS-

positiv (weil3er Pfeil). Die Humanalbumin positive
Typ Il Zelle tragt einen MMS-positiven Kern..
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5 Diskussion

5.1 Aktuelle Studien zur Transplantation von Stammzell@ in die Leber
von Versuchstieren
Der Einsatz von humanen Hepatozyten bietet eintdgeSpektrum an Mdglichkeiten in
Forschung, Pharmakologie und Klinik. Durch die leegte Verflgbarkeit von humanen
Hepatozyten kann ihr Potential derzeit jedoch nigit ausgeschopft werden (Nusskdral
2006; Hengstlert al. 2005). Um den hohen Bedarf an Hepatozyten zueteckegt die
Generierung von Hepatozyten im Interesse vieler eAsgruppen, wobei verschiedene
Strategien verfolgt wurden. Ein Ansatzpunkt ist élpatozytenin vitro zur Teilung
anzuregen. Obwohl die fir die Regeneration veraritisben Cytokine weitestgehend
bekannt sind, ist es bis dato nicht gelungen, Heyatnin vitro effektiv zur Proliferation
anzuregen (Michalopoulos & DeFrances 1997; Michalibps & DeFrances 2005; Brulpat
al. 2007). Auch die Differenzierung von Hepatozytes keberstandigen Vorlauferzellen, sog.
Oval-Zellen, ist bislang nicht gelungen (Brulpat al 2007; Petersert al 1999). Ein
weiterer Ansatzpunkt ist die Differenzierung von pdozyten aus extrahepatischen
Stammzellen. Von Ruhnke et al. ist eine Methodechmésben, mit der aus peripheren
Blutmonozyten durch ein zweistufiges Schema (Deddfizierung und anschlieende
Differenzierung)in vitro Hepatozyten-&hnlichen Zellen generiert werden kénrDie so
differenzierten Zellen werden als Neohepatozyterzeiobnet (Ruhnkeet al 2005a).
Stoffwechselleistungen wie Harnstoffproduktion, @lseumsatz, Albuminsekretion und
Uridindiphosphat-Glycosyltransferase-Aktivitat déeohepatozyten Zellen war@nvitro mit
kultivierten Hepatozyten vergleichbar. Auch konntet Rifampicin eine Induktion von
CYP3A4 nachgewiesen werden (Ruhmteal 2005a; Ruhnket al 2005b). Neohepatozyten
exprimieren somit wichtige Markerproteine von Letsdlen, sind in der Lage,
leberzellspezifische Stoffwechselleistungen zu Geemen und verfigen Uber einen
induzierbaren Fremdstoffmetabolismus (Phase | {nd |
Zur Untersuchung des Differenzierungspotenzials momanen Stamm- und Vorlauferzellen
in vivo wurden diese von unterschiedlichen ArbeitsgruppenLebern von Nagetieren

transplantiert, einen Uberblick der zusammengegas&rgebnisse bietet Tabelle 8. Bei
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xenogenen Transplantationen ist mit starken Immalsipmen zu rechnen. Selbst die bereits
etablierte, allogene Inselzelltransplantation zherfpie des Diabetes Mellitus Typ | ist nur
unter Immunsuppression moglich  (Nussleet al 2006). Bei xenogenen
Transplantationsstudien ist durch die untersclibdlh Spezies eine noch starkere
Immunreaktion zu erwarten. Um bei der Transplaotation humanen Zellen in Lebern von
Mé&usen Immunproblemen vorzubeugen wurden als Vbstiece von den meisten
Arbeitsgruppen immundefiziente SCID- oder NOD/SQVause gewahlt. Weiterhin kann es
bei xenogenen Transplantationen zu einer Speziasipatibilitat von Signalwegen kommen.
Murine Wachstumsfaktoren und Mediatoren, durch eliee Transdifferenzierung gesteuert
wird, entfalten unter Umstanden an den Rezeptommhdmanen Zellen nicht ihre volle
Wirkung. Eine nach xenogener Transplantation nasfegene Transdifferenzierung weist
jedoch stark darauf hin, dass diese auch nachesygTransplantation stattfinden kann
(Hengstleret al 2005). Um die Regeneration anzuregen, wurderLeiern der Nagetiere
zum Teil durch chemische (CCl4Tetrachlorkohlenstoff oder strahlenbedingte Reize
vorgeschadigt. Die humanen Stamm- und Vorlaufezmelurden Uber die Milz, Uber die
Pfortader und Schwanzvene oder direkt ins Gewelpdizagyt. Trotz der unterschiedlichen
Vorgehensweisen bei der Transplantation und deschérdenen Zelllinien stimmten die
Ergebnisse der Studien in weiten Teilen Gberein.allen 14 Studien konnten nach
Transplantation die Differenzierungsmarker humarbumin oder HeParl Antigen
nachgewiesen werden. Auffallig war die Ubereinstumigy in der Morphologie der HePar1-
und Humanalbumin-positiven Zellen, trotz der valgéabStudienbedingungen (Brulpaat al
2007). Trotz der weitgehenden Ubereinstimmung degelnisse wurden diese sehr
unterschiedlich bewertet (Nussketral 2006; Hengstleet al 2005). Sehr optimistisch wurde
von einigen Arbeitsgruppen der Nachweis von Hepdémunarkern als Hinweis auf eine
vollstdndige Differenzierung der transplantiertealleh zu funktionsfahigen Hepatozyten
interpretiert (Newsomet al 2003; Schwartzt al. 2002; Kogleret al 2004; Ishikawaet al
2003). Jedoch stehen Studien zum Nachweis der witolfiselaktivitat und anderen
Funtionsparametern den vivo differenzierten Zellen noch aus (Hengstkdr al. 2005).
Andere Arbeitsgruppen sprachen zurickhaltender eimer Teildifferenzierung und von
Hepatozyten-ahnlichen Zellen, da lediglich einigepBtozytenmarker nachgewiesen werden
konnten (Ruhnkest al 2005a; Ruhnket al. 2005b; Brulportet al 2007). Zudem stellt sich
die Frage, ob die Humanalbumin- bzw. HepParl-pestXellen durch Transdifferenzierung,
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Fusionierung oder andere Mechanismen entsteheraninties FAH-/--Models konnten drei

unabhangige Arbeitsgruppen Zellfusion zwischen maniHepatozyten und transplantierten
Zellen nachweisen (Vassilopoulet al. 2003; Wanget al 2003a; Wanget al 2003b;

Willenbring et al 2004). Bei allen drei Arbeitsgruppen wurden jddatellen murinen

Ursprungs transplantiert. Newsome untersuchte raukiebern nach Transplantation von

mononukledren Zellen aus humanem NabelschnurbtiglmISH {n situ Hybridisierung) auf

Zellfusion, es ergab sich jedoch kein Hinweis aafdn Entstehungsmechanismus (Newsome

et al 2003). Ob humane Stamm- und Vorlauferzellen éeFusionspotiential verfligen, ist

bis dato ungekléart.

Tabelle 8: Zusammenfassung der veroffentlichten Stien zur Transplantation von humanen Stamm-
und Vorlauferzellen in die Lebern von Mausen

Transplantierte Zellzahl und Leber- Ergebnisse
Zellen Ort schaden 9
Adhérent
proliferierende 2 x 10 Zellen Expression von humanem Albumin 7d und 21d nach
Nabelschnurblutzel-| direkt ins keiner Transplantation (IHC, RT-PCR), keine Expression &en
len (Beerheidet al | Lebergewebe Fetoprotein und GATA4 (RT-PCR)
2002)
Lin"CD38CD34
ClgR," und Lini Expression von HepParl Antigen und humanem c-nigt 8-
CD38D34'CIgR,’ 500to 7 x 16 Wochen nach Transplantation (IHC), Nachweis von
Zellen aus Zellen in die 3.75 Gy humanem Albumin (RT-PCR). In der suspendierten
Nabelschnurblut Schwanzvene Mausleber konnten in geringem MaRR HLA- AB@hd
und Knochenmark CD45 Zellen nachgewiesen werden (DurchfluBzytometrie)
(Danetet al 2002)
Mononukleére
Zellen aus 50 x 16 Zellen Expression von HepParl Antigen (IHC) 4, 6 und 16
Nabelschnurblut, in die 2.5 Gy Wochen nach Transplantation in NOD/SCID-Méuse, kein
(Newsomeet al. Schwanzvene Nachweis von Zellfusion (FISH)
2003)
2000 CD34
CD34 oder CD34, | oder 1x 16 3G Expression von humanem Albumin (WB, RT-PCR, IHC) 5
CD38, CD7 Zellen | CD34, CD38, CCIZ und 30 nach Leberschadigung. Nachweis von CK19 (RT-
aus Nabelschnurblut CD7 Zellen in PCR). Negative Ergebnisse ohne Leberschadigung ohne
(Wanget al 2003b) | die CCl,
Schwanzvene
Humanalbumin-positive Zellen vorzugsweise um
ﬁg:gsczfr']'ﬁf aus | 2x10 Zellen |3.75Gy | Gallenwege (IHC, RT-PCR, WB) Zellen. Die
- in die CCl, Neutralisation des SDF-1 Rezeptors CXCR4 verhiedert
peripherem Blut )
(Kollet et al 2003) Schwanzvene das Anvyachsen der Stammze!!en, wohingegen es durch
SDF-1 in die Mausleber verstérkt wurde.
Adhérent : )
proliferierende 2 AAF Expression von humanem Albumin (RT—P_CR, IHC) und
N | 10 x 16 Zellen . HepParl Antigen (IHC), humanes Albumin wurde im
abelschnurblutzel-| ;~ Teilhepate .
len (Kakinumaet al in die Pfortader Ktomie Serum gefunden (WB) und humane X-Chromosome in den

2003)

Zentromeren (FISH)
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CD34 oder CD45

5-
ﬁlgg)eerllsillfjliurblut iln)éiiled; Zellen Fluorourac | Expression von humanem Albumin (RT-PCR), HepParl
; il, Anti- Antigen (IHC) und humanen Zentromeren (FISH)
(Ishikawaet al Schwanzvene M .
aus c-kit

2003)
Nestin-positive
adharent 0.15, 1.5, und Expression von humanem Albumin aber keine Exprassio
proliferierende 7.5 x 16 direkt keine (IHC, RT-PCR) 3 und 12 Wochen nach Transplantation
Inselvorlauferzellen | ins nach von 1.5 and 7.5 x 1 @ellen, jedoch kein Nachweis
(Von Machet al Lebergewebe nach von 0.15 x fellen
2004)

3-5x10

Zellen bei der
CD 34 Zellen aus | intra-fetalen Expression von humanem Albumin, HepParl Antigen und
Nabelschnurblut und 15-20 keine humanenul-Antitrypsin (IHC, RT-PCR), 1 und 4 Wochen
(Turrini et al. 2004) | Zellen bei der nach Geburt

Blastozysten

Transplantation
Neohepatozyten aus
humanen ZSS X 1.6 Zellen . Expression von humanem Albumin (IHC) 3 Wochen nach

irekt ins keine )

Monozyten (Ruhnke Lebergewebe Transplantation
et al 2005a)
Adhérent
proliferierende 5x 10' Zellen Fas- Expression von humanem Albumin, HepParl Antigen und
Nabelschnurblutzel-| - ) humanenul-Antitrypsin (IHC), Nachweild von humanem

in die Ligand . - .
len Schwanzvene | 1.5 Gy Albumin, a-Fetoprotein, Glutaminsynthetase und
(Nonomeet al Transferrin (RT-PCR)
2005)
Mononukleére 1% 10 Zellen Expression von humanem Albumin, jedoch keine
Zellen aus humanemin die 2.5 Gy Expression von humanem CK18 (IHC, RT-PCR) 4 Wochen
Nabelschnurblut Schwanzvene ' nach Leberschadigung und 8 Wochen nach Transpilamtat
(Sharma et al. 2005
Vorbehandelte
mesenchymale 1x 17 Zellen in keine Expression von PCK1, Connexin32, humanes Albumih un
Stammzellen die Milz HepParl Antigen (IHC)
(Aurich et al 2006)
Nestin-positive
C%':g&g?g:ﬁgi“%h P Zii.rSeﬁtlifsze”en keine Expression von humanem Albumin in Lebern von
(Eberhardet al Lebergewebe NOD/SCID-Méausen (IHC, RT-PCR).
2006)

Ziel dieser Arbeit ist es, das Schicksal humangam®- und Vorlauferzellen nach

Transplantation in die Leber von immundefiziente®@DNSCID-Mausen zu verfolgen. Als

Vertreter der Stamm- und Vorlauferzellen wurden &udht proliferierende

Nabelschnurblutzellen und aus peripheren Blutmotarzygenerierte Neohepatozyten
Mithilfe  von ISH die
transplantierten Zellen identifiziert werden. Alm deberzellspezifischer Faktor sollte die
Um die

genetische Identitdt der Humanalbumin-positivenleteku ermitteln, wurden die IHC auf

transplantiert. Lebendzellfarbstoffrk@@rung und sollten

Expression humanen Albumins immunhistochemisch gaefesen werden.
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humanes Albumin und die ISH zum Nachweis von mdid@m und murinem Kern an

einigen Gewebeschnitten in Kombination eingesetzt.

5.2 Identifikation der transplantierten Zellen

Zur Untersuchung des Schicksals von Stamm- und ad@etzellen in der Leber eines
Versuchstieres stellt die Wiedererkennung der piamsierten Zellen nach Explantation einen
Meilenstein dar. Um die transplantierten Zellen Gawebeschnitt zu identifizieren, wurden
die verwendeten Zellen vor der Transplantation dem Fluoreszensfarbstoff CM-Dil
markiert. Der Farbstoff wird in Kultur von den Zafl aufgenommen und emittiert bei
spezifischer Anregung ein rotes Fluoreszenzsigidéch Explantation konnten die
transplantierten Zellen direkt in den Leberschnittdetektiert werden. Die Zellen lagen
einzeln im Gewebe und in GefdaRen oder sie tratet dusammengelagert in Zellverbéanden
auf. Die Identifikation der transplantierten ZellerausschlieRlich anhand der
Farbstoffmarkierung kann jedoch leicht zu falsclsifpeen Ergebnissen fuhren. Durch
Zelluntergang von  CM-Dil-markierten cljloromethylbenzamido  derivative  of
octadecylindocarbocyanine, Membranfarbstoff,) ré@ellen nach Transplantation kann der
Farbstoff ins Leberparenchym freigesetzt werdentdagllen, die den freigesetzten Farbstoff
aufnehmen, fluoreszieren durch Anregung ebenfalté wnd sind nicht von den
transplantierten Zellen zu unterscheiden. Um diagplantierten Zellen mit hoher Sicherheit
im murinen Gewebe zu identifizieren, sollte zuséktekur Farbstoffmarkierung der humane
Ursprung durch den Nachweis menschlicher DNA gestolwerden (Schormaret al. 2008).
Dazu wurden Alu-DNS-Sequenzen mittels ISH nachgssvie Alu-Sequenzen sind
hochrepetitive, fir Primaten spezifische DNS-Segean(Styles & Brookfield 2007). In
einigen Schnitten sollten zusatzlich murine Kernié der ISH dargestellt werden. Dazu
wurde eine MMS-Sondenfouse major satellijeverwendet. Die fur das murine Genom
spezifische und hochrepetitive MMS-Sequenz eigmeht gur Darstellung von Mauskern
(Brustleet al. 1995; Bristleet al. 1997; Schormangt al 2008). Es wurde eine ISH etabliert,
in der Menschkern mittels Alu-Sonde und Mauskeritaisi in einem Ansatz sensitiv und
speziesspezifisch nachgewiesen werden konnte. Mit Earbstoffmarkierung und der
genetischen Charakterisierung der Zellen stand sicieere Methode zur Identifizierung der

transplantierten Stamm- und Vorlauferzellen zurfifgung.
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5.3 Identifikation der transplantierten Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Transplantation
Mit der oben beschriebenen Methode sollten transigiden Stamm- und Vorlauferzellen
nach unterschiedlicher Verweildauer in der Leben WOD/SCID-Mausen identifiziert
werden. Dazu wurden Neohepatozyten wie von Ruhekehrieben aus peripherem Blut von
Erwachsenen generiert (Ruhnie al 2005a; Ruhnket al 2005b) und portal oder direkt
parenchymal in die Leber von immundefizienten Mausansplantiert. Zu den Zeitpunkten
2 d, 21 d und 60 d nach Transplantation wurdenLdleern explantiert und mittels ISH auf
Alu-positive Kerne untersucht. Die Anzahl der déisiten Alu-positiven Kernen hangt stark
von der Position des Gewebeschnittes innerhalblLeéder ab. Daraus folgt eine starke
Variation der detektierten Alu-positiven Kerne zetisn den einzelnen Versuchstieren und
zwischen verschiedenen Schnitten aus einem Veiisuctldie Analysen sind daher als
semiquantitativ einzustufen und eignen sich nidintstatistische Zwecke. Jedoch eignet sich
diese Analyse, um stark ausgepragte Trends dallenste
Die Anzahl der Alu-positiven Strukturen war unteend beiden Transplantationsmodi
vergleichbar, sodass keine Uberlegenheit einer tithnachgewiesen werden konnte.
Unabhéngig vom Transplantationsmodus war jedodefale Entwicklung zu erkennen. Zum
frihen Zeitpunkt 2 d nach Transplantation zeigté gin Maximum der Alu-positiven Kerne.
Bis zum Zeitpunkt 21 d nach Transplantation haiteefchzahl der Alu-positiven Kerne rapide
abgenommen. Eine Erklarung dafiir bietet das mukineehrsystem. Zwar wurden, um die
Immunreaktion der Empfanger méglichst gering zutdmal immundefiziente NOD/SCID-
Mause als Versuchstiere gewahlt jedoch ist die Abwdieser Tiere nicht vollkommen
unterdriickt. Die Transplantation von humanen Zeiteeine NOD/SCID-Maus ist als eine
xenogene Transplantation anzusehen. Es ist anzaemhdass die speziesfremden Zellen
einen so starken antigenen Reiz darstellen, dassraiz der Immunschwache als fremd
erkannt und bekampft werden. Die Folge ist einkstaRiickgang der transplantierten Zellen.
60 d nach Transplantation wurden zwar CM-Dil-pesitZellen gefunden, jedoch keine Alu-
positiven Kerne. Um nicht nur durch Ausschluss eigen, dass die CM-Dil-positiven Zellen
einen Mauskern tragen, wurden in den SchnitterefaiMS- und Alu-Sonde Mauskern und
Menschkern nachgewiesen. In Leberschnitten 60 d meansplantation stellten sich CM-Dil-

positive Zellen negativ fur Alu-Sonde aber MMS-piesdar. Es ist anzunehmen, dass es sich
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bei den CM-Dil-positiven Zellen mit Mauskern um Wgzellen handelt, die den CM-Dil-
Farbstoff zugrunde gegangener transplantierterededlufgenommen haben. Alu-positive
Kerne wurden nicht nachgewiesen. Es ist anzunehmass nahezu alle transplantierten
Zellen zugrundegegangen sind. Verantwortlich hrer$ti mit hoher Wahrscheinlichkeit die
murine Abwehr und die suboptimalen Lebensbedingonge ser speziesfremden
Mikroumgebung.

Vergleichend Zu den Neohepatozyten sollten adharentroliferierende
Nabelschnurblutstammzellen zu verschiedenen Zditenmach Transplantation in die Leber
von NOD/SCID-Mausen analysiert werden, wobei besdin Versuch die friilhen Zeitpunkte
von besonderem Interesse waren. Es wurden adhgrelifierierende, CM-Dil-markierte
Nabelschnurblutzellen in den linken Leberlappen W@D/SCID-Mausen injiziert. Die
Lebern wurden zu den Zeitpunkten 4 h, 12 h, 24 kW 6nd 21 d nach Transplantation
explantiert und mittels Alu-ISH auf Menschkerne arsticht. Die semiquantitative Analyse
der ISH zeigt einen deutlichen Anstieg der Alu-iwen Kerne zwischen den Zeitpunkten 4 h
bis 24 h (siehe Punk4.3.1). Korrespondierend zu den Neohepatozyten wird frihes
Maximum erreicht. Auch hier wurde im Folgenden @@utlicher Rlickgang der Alu-positiven
Kerne beobachtet. Der Uberraschende Anstieg bis Zeitpunkt 24 h nach Transplantation
kann durch Umverteilung im Gewebe erklart werdeie [3H erfasst stets nur Zellen aus
einer Ebene, was diese Methode anfallig fir Umilarigsvorgange macht. Die injizierten
Zellen liegen unmittelbar nach der Transplantatioainem relativ kleinen Areal und werden
abhangig von der Schnittflihrung zum Teil nicht sstalm Weiteren verteilen sie sich in
kleine Gefal3e und ins Lebergewebe (siehe Abbildungd Abbildung 10 A-C) und werden
nun in der Auswertung erfasst. Ab dem Zeitpunkt24ach Transplantation nimmt die
Anzahl der detektierten Zellen ab. Der kontinua@ré Abfall bis zum Zeitpunkt 21 d nach
Transplantation stellt wahrscheinlich eine tatsiéblel Abnahme der intakten transplantierten
Zellen dar. Es ist anzunehmen, dass fir das Almstedler transplantierten Zellen, analog zu
den Neohepatozyten, immunologische AbstolRungsphémemverantwortlich sind. Die
Mausleber scheint keine idealen Lebensbedingunigietrdnsplantierte humane Stamm- und
Vorlauferzellen zu bieten. Nach TransplantationdbeiStammzelllinien konnte trotz eines
starken Rickgangs der transplantierten Zellen eirdgllen detektiert und mittels ISH

genetisch als humane Zellen charakterisiert werden.
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Zur genaueren quantitativen Analyse wurden in debefsgruppe Gewebestiicke der
Mauslebern mittels Duplex-PCR untersucht (Brulgral 2007). Mit dieser Methode konnte
menschliche DNS in den Mauslebern quantitativ exakisst werden. Da mit der Duplex-
PCR DNS aus groBeren Gewebesticken erfasst wirglespUmverteilungsvorgéange der
transplantierten Zellen bei der quantitativen Asalyine geringere Bedeutung. Die Menge
der gemessenen DNS war im Rahmen der Bestimmung@dis nach Transplantation
konstant. Korrespondierend zu der Analyse mitt8ld Wwurden in der Duplex-PCR 21 d nach
Transplantation eine Abnahme der humanen DNS bétdta@rulportet al 2007).

Die beiden verwendeten Zelllinien glichen sich imrghologie und der Lage, in der sie im
Leberparenchym detektiert wurden. Zu den friihetpZiekten bis 5 d nach Transplantation
wurden in den Lebern starke Lasionen im Lebergewgedunden, in denen die
charakteristischen runden Kerne der Maushepatoayit#nt sichtbar waren. Hierbei handelt
es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um transpl@gaabedingte Verletzungen. Diese sind
im beschriebenen Versuch erwiinscht, da VerletzunigerLeber die Regeneration anregen
und Differenzierung der transplantierten Zellenraglich sein kann (Hengstlet al 2005;
Brulportet al 2007). Zu den friihen Zeitpunkten 4 h - 5 d wurdémpositive Zellen in den
nekrotischen Arealen gefunden, andere wurden imeazgnden GeféaRen und vor allem ab
24 h nach Transplantation auch im Parenchym gefundem spaten Zeitpunkt von 21 d
wurden Gruppen von Alu-positiven Nabelschnurbldérelin  CM-Dil-positiven Arealen
gefunden. Die Konglomerate der CM-Dil-positiven |&ellagen im Gewebe integriert. Die
Alu-positiven Kerne waren oval-gebogen und kleialksrdie umliegenden Maushepatozyten.
21 d nach Transplantation von Neohepatozyten wurderpositive Kerne umgeben von
schmalen Alu-negativen Zellkernen gefunden. In Hé&-Farbung von Nachbarschnitten
stellten sich diese Areale als bindegewebsreich, fimioblastenartigen Zellen dar. Es ist
anzunehmen, dass es sich dabei um Narbengewebe oblen beschriebenen
transplantationsbedingten Gewebsverletzungen hiandel dem sich Neohepatozyten
eingenistet haben. Bei beiden untersuchten Zaltinvaren bereits ab den friihen Zeitpunkten
viele transplantierte Zellen in die Endothelschiamiegriert. Einige dieser Zellen hatten
langliche Kerne, vergleichbar mit den umliegenderddhelzellen. In der Arbeitsgruppe
wurden solche Zellen mit einer Kombination aus M# und Solanum tuberosum Lectin
Farbung untersucht. Mit dieser Farbung lassenEmadothelzellen zuverlassig darstellen. Die
Ergebnisse zeigten Unterschiede im Farbemuster Etelothelzellen und der endothel-
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ahnlichen Alu-positiven Zellen (Brulportt al 2007). Die Interpretation, dass sich die
Stamm- und Vorlauferzellen zu Endothelzellen déferiert haben, ist sehr interessant, jedoch
mit grofRer Vorsicht zu behandeln. Die Differenziegwizu Endothelzellen war nicht Thema
der vorliegenden Arbeit. Tiefergreifende Untersuaen, wie z.B. die Expression von CD31,

zur Beurteilung eines Differenzierungspotential€€naothelzellen stehen noch aus.

5.4 Immunhistochemischer =~ Nachweis  humanen  Albumins als
leberzellspezifischer Marker

Als Hinweis auf eine Differenzierung der transpiarien Zellen in Richtung Leberzelle sollte
drei Wochen nach Transplantation von Nabelschntzélen humanes Albumin
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Die IHC miimhistochemie) auf die
Expression humanen Albumins wurde an humanen Leleitteen etabliert. Zur
methodischen Kontrolle wurden in einem weiteren dtixpent humane Hepatozyten in den
linken Leberlappen von NOD/SCID-Mausen transplattieMit dem Nachweis von
Humanalbumin-positiven Zellen in Schnitten diesebé&rn wurde gezeigt, dass mit der IHC
humanes Albumin auch in Mauslebern detektiert wird.

Durch transplantationsbedingte Verletzungen werdanLebergewebe der Versuchtiere
verschiedene Antigene freigelegt und es laufen (Ewangsreaktionen ab.
Immunhistochemische Farbungen zu friihen Zeitpunktah Transplantation zeigten haufig
falsch-positive Ergebnisse, die wahrscheinlich Hulee Gewebereaktion bedingt sind. Um
die Spezifitdt der angewandten Methode sicherZastelwurden bei jedem Farbegang
scheintransplantierte Mauslebern als Negativkolgroiitgefarbt. Die Stamm- und
Vorlauferzellen wurden in einer Suspension auskz#élirmedium (Wiliam’s Medium E) und
FCS f(etal calf serum transplantiert. Um einen Einfluss dieser MediarszaischlieRen,
wurden Scheintransplantationen mit diesen Einzefiamanten durchgefihrt. Zuséatzlich
wurde der Einfluss der Verletzung durch Volumenzuma in der Leber durch Injektion von
reinem NaCl in einem seperaten Versuch untersiibtAnzahl der falsch-positiven Signale
in den Negativkontrollen lag im Mittel bei 0,07 p&echnitt. Wie bei der ISH beschrieben,
eignen sich die quantitativen Analysen nicht fie direng statistische Auswertung. Mit 9
falsch-positiven Strukturen in 126 untersuchten &mwechnitten konnte allerdings gezeigt

werden, dass sich humanes Albumin mit der IHC Zéssig und mit hoher Spezifitat

66



Diskussion

nachweisen lasst. In Kontrollfarbungen der adhapealiferierenden Nabelschnurblutzellen
vor der Transplantation wurde kein humanes Albumachgewiesen. Die Neohepatozyten
lieBen sich nicht adharent auf Objekttragern kidtien. Ein immunhistochemischer
Nachweis von Albumin konnte somit wie beschriebamindurchgefihrt werden. Allerdings
wurde von Ruhnket al der Mediumiberstand kultivierter Neohepatozytehsezerniertes
humanes Albumin untersucht. Der Gehalt humanen rAlbs war mit dem von humanen
Hepatozyten Kontrollen vergleichbar (Ruhn&t al 2005a, Ruhnkest al 2005b). Es ist
demnach davon auszugehen, dass die Neohepatozgreitsbvor der Transplantation
humanes Albumin exprimieren. 21 d nach Transplamiaton Nabelschnurblutzellen bzw.
Neohepatozyten in die Leber von NOD/SCID-Mausen nkem Humanalbumin-positive
Zellen in den Mauslebern nachgewiesen werden. Biesplantierten Zellen Ubernehmen
demnach zumindest teilweise leberzellspezifischégalen. Diese Ergebnisse decken sich
mit denen vieler anderer Studien (siehe P&nktund Tabelle 8) und kann als starker Hinweis
auf eine zumindest partielle Differenzierung deansplantierten Zellen in Richtung
Hepatozyten gewertet werden. Die hier untersuchtemanalbumin-positiven Zellen traten
in charakteristischer Form und Lage auf und wurdewon ausgehend in zwei Typen

eingeteilt und jeweils naher untersucht.

5.4.1 Humanalbumin-positive Typ | Zellen

Bei der Untersuchung der mit Nabelschnurblutzetheler Neohepatozyten transplantierten
Lebern von immundefizienten Mausen mit IHC auf hoss Albumin wurden
Humanalbumin-positive Zellen mit charakteristischemorphologischen Merkmalen
beobachtet. Diese Zellen wurden als Typ | Zellerebmdnet. Die Humanalbumin-positiven
Typ | Zellen waren kleiner als die umliegenden Hepgten und hatten einen oval-
gebogenen, haufig randstandigen Zellkern, der in Mayers-Hamalaun-Farbung sehr
chromatindicht erschien. Das Kern-Zytoplasma-Vdniglwar im Vergleich zu Hepatozyten
zugunsten des Zytoplasmas verschoben. Typ | Zalldan meist in Zellverbanden von 5 bis
15 dicht beieinander liegenden Zellen auf. Diesdlk@eglomerate lagen entweder ins
Gewebe integriert (Typ la) oder in kleinen Gefaf€yp Ib), deren Lumen sie ganz oder
teilweise ausfiillten (Brulporet al. 2007). Eine systematische Zuordnung im Leberlappche
konnte dabei nicht beobachtet werden.
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Zur genaueren Charakterisierung der Typ | Zellenrden diese mit histologischen
Standardfarbungen auf Speicherung von Stoffwechmdlixten untersucht. Zum Auffinden
der Typ | Zellen in den gefarbten Schnitten wurdeh sihr Auftreten in grof3eren
Zellkonglomeraten zu Nutze gemacht. Diese Konglateer wurden in ihrer
dreidimensionalen Ausbreitung im Lebergewebe beai Mderstellung der 2 pm dicken
Gewebeschnitte mehrmals angeschnitten. Nach immiachiemischer Darstellung von
humanem Albumin wurden die positiven Typ | Zellenginem benachbarten, histologisch
gefarbten Schnitt anhand ihrer Lage und charakisoien Form identifiziert. Die
benachbarten Gewebeschnitte wurden mit der PAS4Rgriond der Berliner Blau Farbung
untersucht. Mit der PAS-Farbung wird kein speziiis€ Antigen detektiert, sondern
reduzierbare Verbindungen dargestellt. In Lebeerellird die PAS-Farbung als Hinweis auf
die Speicherung von Glykogen als eine reduzierliwblenhydratverbindung verwendet
(Brulport et al 2007). Jedoch ist zu beachten, dass neben Glgka@geh neutrale
Mukopolysaccharide, Glykoproteine, und Phosphoéipjabsitiv reagieren kénnen. AulRer
Hepatozyten kdénnen auch Makrophagen PAS-positin ¢eépidi et al. 2003). Bei der
Detektion von PAS-positiven Zellen im beschriebeMudell gehen wird jedoch von einer
Glycogenspeicherung analog zu Hepatozyten ausgegang

In den untersuchten Schnitten wurden PAS-posite#ed dargestellt, die morphologisch und
anhand ihrer Position als Typ | Zellen identifiziaurden. Die Nabelschnurblutzellen waren
vor der Transplantation PAS-negativ. PAS-positivg T Zellen kann als Hinweis gedeutet
werden, dass die Nabelschnurblutzellen mit der chgeing von Glykogen eine weitere
Aufgabe von Leberzellen Gbernehmen. Schnitte, mededas Vorkommen von Typ | Zellen
zu erwarten war, wurden auRerdem mit der Berlideu B-arbung untersucht. In der Berliner
Blau Farbung wird Eisen blau geféarbt. In den Sc¢hnistellten sich blaue Zellen dar, die in
ihrer GréRe und Ausdehnung und Lokalisation Typeéelleh entsprechen. Im Zuge der
transplantationsbedingeten Verletzungen kam es imhllEungen in das Leberparenchym.
Eisenspeichernde Typ | Zellen kénnten durch dienabfe und Speicherung des Eisens aus
dem Hamoglobin der Erythrozyten entstehen. In d#reistransplantierten Mausen wurden
keine eisenpositiven Zellen gefunden, was ein waiteHinweis darauf ist, dass die
Eisenspeicherung von den transplantierten die TZgllen vollzogen wird.

Zur Klarung der genetischen ldentitat der Humamalinepositiven Typ | und Il Zellen wurde
eine Methode zum kombinierten Nachweis von Alu- didS-Sequenzen mittels ISH und
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humanem Albumin mittels IHC an einem Schnitt e&tbli Hiermit war es mdglich zu
differenzieren, ob die Humanalbumin-positiven Zelleinen menschlichen oder murinen
genetischen Ursprung haben. In jedem Farbegang ewureine humane Leber als
Positivkontrolle und die Leber einer scheintransfiaten Maus als Negativkontrolle
mitgefarbt. Wie bei der singular durchgefiihrten 1Stirde bei der Etablierung der
Kombination der Farbetechniken eine auf eine selmehSpeziesspezifitdt der Alu- und der
MMS-Sonde geachtet. Bei der Auswertung der gefardMausschnitte fiel jedoch auf, dass
sich nicht jeder Mauskern MMS-positiv darstelltel® Abbildung 19). Die Kombination der
ISH und der IHC erfordert viele Inkubations- und &&aschritte, die Gewebeschnitte werden
zusatzlich grollen Temperaturschwankungen ausgesetatdurch das empfindliche
Nachweissystem der MMS-Sonde eventuell gestért.viiraler vorliegenden Arbeit wurden
mit der MMS-Sonde keine quantitativen, sondern itptalte Aussagen getroffen, daher
wurden die Einbuf3en in der Sensitivitat der MMS-&oim Kauf genommen.

Die Unterscheidung des MMS-Signals vom Membrantafb€£M-Dil in den kleinen, dicht
beieinander liegenden Typ | Zellen ist ohne konfeWgikroskopie sehr schwierig. Daher
wurde in der Kombination von ISH und IHC zur UnterBung von Typ | Zellen auf den
Einsatz der MMS-Sonde verzichtet.

Bei der Untersuchung von Typ | Zellen mit der Komdiion aus ISH und IHC wurde gezeigt,
dass diese einen menschlichen Kern tragen und defde€M-Dil-positiv sind. Dies zeigt,
dass Typ | Zellen direkt von den transplantiertatleh abstammen. Ihre Entstehung kann
durch partielle Differenzierung der transplantiart8&tamm- und Vorlduferzellen in der

Mikroumgebung der Mausleber erklart werden.

5.4.2 Humanalbumin-positive Typ Il Zellen

Neben den Typ | Zellen wurde ein weiterer Typ anmdnalbumin-positiven Zellen
beobachtet, der als Typ Il Zelle bezeichnet wutdemanalbumin-positive Typ Il Zellen
gleichen mit ihrer polygonalen Form exakt, sie éraginen runden, zentral gelegenen Kern
und sind von den umliegenden Maushepatozyten nrchddie Expression von humanem
Albumin zu unterscheiden. Die Typ Il Zellen wurdemeist einzeln im Gewebe gefunden.
Nach Transplantation von adharent proliferierendabelschnurblutzellen fanden sich Typ Il
Zellen mit einem Anteil von 55% aller Humanalbunpiositiven Zellen. Nach
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Transplantation von Neohepatozyten traten Typ llededeutlich seltener auf. Dies kénnte
im Zusammenhang mit der transplantierten Zelllisiehen oder mit der hohen Variabilitat
der Einzelexperimente in der semiquantitativen ge@l Ob das Verhaltnis von Typ | und Il
Zellen von der transplantierten Zelllinie abhangink nur die Analyse von weiteren
Transplantationsstudien zeigen.

Sowohl von Kakinuma als auch in unserer Arbeitsgeupiurden nach Transplantation von
Nabelschnurblutzellen immunhistochemisch HepParsitpre Zellen fumanspezifisches
Leberantigeh nachgewiesen, die den Typ Il Zellen morphologisgakt gleichen (Kakinuma
et al 2003; Brulportet al 2007). Dies gibt starke Hinweise auf die Exprimigy eines
weiteren leberzellspezifischen Markerproteins ddrgp Il Zellen.

Zur genetischen Charakterisierung wurden Typ |l deitn kombinierten Nachweis von Alu-
Sequenzen, MMS-Sequenzen und humanem Albumin wctdrsinteressanterweise wurde
gezeigt, dass Humanalbumin-positive Typ |l Zelleinea Mauskern tragen. Eine
Transdifferenzierung aus den transplantierten Staramd Vorlauferzellen ist somit als
Entstehungsmechanismus fur Typ Il Zellen unwahiistich. Ebenso ist die Fusion von
transplantierten Zellen mit Zellen murinen Ursprsingenig wahrscheinlich, da in Typ 1l
Zellen nie ein Mauskern und ein menschlicher Keemginsam in einer Zelle nachgewiesen
werden konnte. Die endgiltige Aufklarung des Emstgsmechanismus von Typ Il Zellen
war nicht Teil dieser Arbeit. Zu diskutieren ishdiorizontaler Gentransfer als eine Erklarung
fir die Entstehung von Humanalbumin-positiven TypZéllen mit einem murinen Kern
(Brulport et al 2007). Die Untersuchungen zu verschiedenen Zgiten nach
Transplantation zeigten, dass die meisten Stamemzelh den ersten 21 d nach
Transplantation untergehen. Leberzellen sind imleer Lage, Plasmid-DNS ins Zytoplasma
aufzunehmen und effektiv zu translatieren (Sebestyeal 2006; Zhanget al 1999; Kusano
et al. 2005; Liuet al 1999). Die Aufnahme kann rezeptorvermittelt oderch Poren und
Risse in der Zellmembran stattfinden (Yakulaival. 1989; Budkeret al. 2000). Weiter ist
beschrieben, dass Hepatozyten Apoptosekdrperche dpezifische Rezeptoren erkennen
und internalisieren kénnen (Dini et al 2002; McVickeret al. 2002). Zu frilhen Zeitpunkten
nach Transplantation wurden in dieser Arbeit Alsifee, DNS-haltige Partikel au3erhalb
von intakten Zellen beobachtet (siehe Abbildung Oiese Beobachtung kénnte andeuten,
dass Kernbruchstiicke von zerfallenden transpldetiezellen als Vehikel fiir humane DNS
dienen (Brulportet al. 2007). Die Translation von humanen Genen in naurillepatozyten
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kénnte ein Entstehungsmechanismus fir die Humamatbpositiven Typ Il Zellen mit
einem Mauskern sein. Zum horizontalen Gentransédigeé Zellen wéaren von einem
therapeutischen Standpunkt aus sehr interessantleinTherapie von monogenetischen
Lebererkrankungen kdnnten sie zur Bereitstellung imtakten Genen dienen (Brulpett al
2007). Jedoch muss die Hypothese des horizontatéerir&hsfers zwischen transplantierten

und wirtseigenen Zellen durch tiefergehende Expemnter erst noch bewiesen werden.
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6 Zusammenfassung

In Klinik und Forschung besteht ein hoher Bedarfhamanen Hepatozyten. Diese werden
u.a. fur die Zelltransplantation bei Leberfunktistisungen und fir Metabolismusstudien
genutzt. Da Hepatozyten derzeit noch nichvitro kultiviert werden kénnen, stehen sie nur
begrenzt zur Verfiigung. Es wird vielfach untersucbhb sie sich aus Stamm- und
Vorlauferzellen generieren lasseim. vitro gelang es Ruhnket al. 2005 aus peripheren
Monozyten Hepatozyten-ahnliche Zellen, sogenanmehpatozyten, zu differenzieren. Zur
Beurteilung des vollen Differenzierungspotentialsnaner Stamm- und Vorlauferzellen ist es
wichtig diese in vivo zu untersuchen. In dieser Arbeit sollte die Entwink zwei
Stammezelllinien an einem xenogenen Transplantatiodgll mit immundefizienten Mausen
untersucht werden. Als Transplantat dienten Nedioegten und Stammzellen aus humanem
Nabelschnurblut.

Es wurden je 750.000 dieser Zellen in das Lebengdmen von NOD/SCID-Mausen injiziert
und die Lebern zu definierten Zeitpunkten nach $péamtation explantiert. Die Lokalisation
der transplantierten Zellen gelang anhand des Manf@rbstoffs CM-Dil. Zur genauen
Identifikation der transplantierten Zellen erfolgegne genetische Charakterisierung von
Mensch- und Mauskern mittela situ Hybridisierung. Die Gensonde zur Darstellung der
Mauskerne (MMS-Sonde) wurde zuvor aus gereinigtau$4DNS mittels PCR hergestellt.
Anhand von CM-Dil undn situ Hybridisierung konnten die transplantierten Zelgcher in
den Gewebeschnitten identifiziert werden. Die tpdanstierten Zellen lagen integriert im
Gewebe und im Randbereich kleinerer Gefalle, eingeratische Lokalisation im
Leberlappchen war nicht zu erkennen. Im Weiterendeieine Immunhistochemie etabliert,
die humanes Albumin in Mauslebern darstellt. Didet®zellspezifische Protein diente als
Differenzierungsmarker der transplantierten Zelldénteressanterweise wurden bei der
Analyse beider Zelllinien zwei Typen Humanalbumisiiver Zellen beobachtet: Typ |
Zellen traten meist in Gruppen auf, waren kleirisrHepatozyten und trugen einen dichten,
dezentral gelegenen Kern. Mit histologichen Stagii@@bungen konnte gezeigt werden, dass
Typ | Zellen wie Hepatozyten in der Lage sind Glyen und Eisen zu speichern. Der zweite
Typ Humanalbumin-positiver Zellen, sogenannte Typellen, traten einzeln auf und glichen
in ihrer Form exakt den Hepatozyten.
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Durch die Kombination von Immunhistochemie uimd situ Hybridisierung konnten die
Humanalbumin-positiven Zellen genetisch charakientisverden. Die Kerne der Typ | Zellen
waren positiv fur primatenspezifische Alu-Sequenzgamit wurde ihr humaner Ursprung
nachgewiesen. lhre Entstehung kann durch Teildiffelerung der humanen Stammzellen
erklart werden. Die Typ Il Zellen wiesen einen MM8sitiven Mauskern auf. Ein mdglicher
Entstehungsmechanismus ist der horizontale Gergramsich Zerfall der transplantierten
Zellen im Zuge der Immunreaktion. Der formale Naelsveines solchen Phanomens steht
noch aus.

Die Entstehung von Humanalbumin-positiven Zellecmdransplantation von humanen
Stammzellen in die Leber von immundefizienten Mauskann demnach durch

Teildifferenzierung und mdéglicherweise horizontateantransfer erklart werden.
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