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Zusammenfassung

2. Zusammenfassung

Die Therapie des akuten und chronischen Leberversagens ist kausal oft nur durch eine
Organtransplantation maoglich. Eine vielversprechende Alternative stellt die Transplantation
isolierter adulter Hepatozyten dar. Im Rahmen dieser Studie wurde der Einfluss des HGF
(hepatocyte growth factor)-Rezeptors c-Met auf Mechanismen der in vivo Repopulation in
der Mausleber mittels konditionaler c-Met Knockout-Mause naher analysiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass die HGF/c-Met abhangige Signallibermittlung sowohl in
Spender- als auch in Empfangerzellen eine fundamentale Bedeutung fir die Zellselektion
besitzt. Die Verwendung c-Met defizienter Spenderzellen fihrte zu einer kompletten
Aufhebung der Repopulationsfahigkeit, wahrend die c-Met Deletion in Empfangerlebern zu
einer anhaltenden Selektion von Wildtyp Spenderhepatozyten fiihrte. Abhdngig von der
zusatzlich  durchgefiihrten Empfangerkonditionierung konnte 12 Wochen nach
Hepatozytentransplantation (HT) eine mehr als 50%ige Repopulation durch Spenderzellen
erreicht werden. Ursachlich zeigte sich hier eine verschobene Balance zwischen Proliferation
und Apoptose. c-Met defiziente Mause wiesen in Folge eine vermehrte Matrixansammlung
(Collagenla) auf. Molekularbiologische Analysen ergaben, dass AKT und STAT3 in dieser
Gruppe signifikant geringer phosphoryliert wurden.

Im nadchsten Schritt der Arbeit konnte gezeigt werden, dass in einem experimentell
therapeutischen Ansatz durch Gabe des HGF-Antagonisten (NK4) ebenfalls die in vivo
Repopulation transplantierter Hepatozyten induziert werden konnte.

Final wurde das etablierte Hepatozytentransplantationssystem auf ein Mausmodel
der endogenen fibrotischen Leberschadigung Ubertragen. Prdkonditionierte konditionale
NEMO-/- Mause konnten bei Verwendung Apoptose-resistenter Spenderzellen ebenfalls
erfolgreich repopuliert werden.

Damit konnte das HGF/c-Met System als sehr bedeutsam fiir die erfolgreiche
Durchflihrung der Hepatozytentransplantation herausgearbeitet werden. Es bietet zudem —
durch Hemmung der c-Met Signaltransduktion in Empfangerzellen - einen attraktiven

Ansatzpunkt fur zukinftige therapeutische Interventionen.
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3. Einleitung

Das Thema Organtransplantation ist im Moment aktueller als je zuvor. Laut Euro-
transplant halten 82% der Deutschen Organspende fiir sinnvoll, doch nur 12% tragen selber
einen Organspendeausweis mit sich. Im Jahre 2009 warteten 1800 Patienten in Deutschland
auf eine Spenderleber, doch nur 1100 Spenderlebern von Organspendern standen zur
Verfligung. Diese Diskrepanz zeigt, wie dringend notwendig es ist, einerseits Aufklarung im
Bereich der Organspende zu betreiben, um die Zahl an Organspendern zu erhéhen.
Andererseits zeigt dies, wie wichtig es ist alternative Therapiemethoden zu entwickeln, um
die Transplantation ganzer Organe umgehen zu kénnen.

Die Hintergriinde, die einer Lebertransplantation zugrunde liegen sind vielfaltig.
Neben Alkohol- und Drogenmissbrauch gibt es eine Reihe von angeborenen Erkrankungen,
bzw. metabolischen Stérungen, die eine irreversible Schadigung der Leber nach sich ziehen.
Auch Infektionen mit dem Hepatitis B Virus (HBV) bzw. dem Hepatitis C Virus (HCV) fiihren in
vielen Fallen zu Leberzirrhose und sind in 30 % der Falle Grundlage fiir die Entstehung von
Leberzellkarzinomen (Perz et al. 2006).

Die Leberzelltransplantation stellt eine vielversprechende alternative Therapieoption
zur Organtransplantation dar. Bei dieser Methode werden Leberzellen aus einem
Spenderorgan isoliert um anschliefend Patienten mit einer nicht medikamentds zu
behandelnden Leberschadigung zu transplantieren. Das endogene Regenerationspotential
der zu transplantierenden Leberzellen wird in diesem Fall fiir die Repopulation der
geschadigten Leber ausgenutzt. Der Vorteil dieser Methode liegt in einer deutlich geringeren
bendtigten Anzahl an Spenderorganen, da die isolierten Zellen einer Spenderleber auf
mehrere Patienten verteilt werden kénnen. Ein dem noch im Wege stehendes Problem ist
die nicht ausreichende Repopulation der Spenderzellen in der Empfangerleber. Zur
Vermeidung von thromboembolischen Komplikationen kann nur eine bestimmte Anzahl an
Zellen auf einmal transplantiert werden. Weiterhin muss gewdhrleistet sein, dass diese
Zellen einen Selektionsvorteil gegeniiber residenten Hepatozyten haben, um die geschadigte
Leber repopulieren zu kdnnen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich damit zu untersuchen, wie man diesen
Selektionsvorteil erreichen kann. Dabei wird im Tiermodell der Hepatozytentransplantation

der HGF/c-Met Signalweg besonders im Fokus der Untersuchungen stehen, da dieser in
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engem Zusammenhang mit der Leberregeneration zu sehen ist. Dies soll Aufschluss Gber die
Repopulation nach Leberzelltransplantation geben und die Grundlage fiir die Etablierung

weiterer Therapiemoglichkeiten sein.

3.1. Anatomie und Physiologie der Leber

Die Leber spielt als groRte organische Driise des menschlichen Korpers eine zentrale
Rolle im Metabolismus. |hre Hauptaufgaben sind die Speicherung und Umverteilung von
Nahrstoffen, Fetten und Vitaminen, Synthese von Plasmaproteinen und Enzymen, sowie die
Bildung der Gallensauren. Weiterhin ist die Leber verantwortlich fiir die Detoxifikation von
Medikamenten, Toxinen und Alkohol. Die Leber hat sich im Laufe der Evolution zu einem
Organ entwickelt, das durch Regeneration und Abwehrmechanismen hervorragend toxische
Schadigungen und Zellverlusten kompensiert. Aus diesem Grund ist der Aufbau der Leber,
bestehend aus einer Vielzahl verschiedener Zelltypen, sehr komplex. Die Leberstruktur ist als
Lappchenstruktur organisiert. Die menschliche Leber ldsst dich in zwei groRe Leberlappen
unterteilen. Diese wiederum bestehen in ihrer Ultrastruktur aus 1-2 mm groflen
Leberldappchen (Abb.2.1). Im Zentrum jedes Leberlappchens verlduft eine zentrale Vene. Die
parenchymalen Zellen, die Hepatozyten, machen 80% der Leberzellen aus und sind entlang
von Sinusoiden um die Zentralvene herum angeordnet. In den Sinusoiden werden das
sauerstoffreiche Blut aus den Leberarterien und das nahrstoffreiche Blut aus der Pfortader
transportiert. An den Eckpunkten benachbarter Leberlappchen befinden sich die
Periportalfelder die aus einem Zweig der hepatischen Pfortader, der arteria hepatica und
einem Gallengang bestehen. Auf der Seite zum Lebersinusoid hin weisen sie einen
Mikrovillisaum auf. Zwischen den Hepatozyten befinden sich kleine Gallengangskanalchen
(bile caniculi), welche im Periportalfeld in die Gallengange miinden. 80 % der Leberzellen
sind Hepatozyten, welche mit einem Durchmesser von 70 um relativ groB sind. Hepatozyten
entwickeln sich aus einem Hepatoblasten, einer endodermalen Vorlauferzelle. 25 % der
Hepatozyten besitzen mehrere Zellekerne, wobei der Zellkern 5-10% der Zellmasse
ausmacht. Die restlichen 20% der Leber bestehen aus nicht-parenchymalen Zellen, wie den
Sternzellen, Kupffer-Zellen und Endothelzellen. Die Sternzellen (auch Stellat-, oder Ito-Zellen
genannt) liegen in der Regel in einem inaktiven Zustand im sinusoidalen Raum vor. lhre

Funktion ist die Speicherung von Vitamin A. Sie werden durch Leberschadigung aktiviert und
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leiten die Synthese von extrazellularer Matrix und Kollagen ein. Kupffer-Zellen befinden sich
ebenfalls im sinusoidalen Raum und stellen residente Makrophagen dar, die im Falle einer
Leberschadigung zu dieser migrieren kénnen und die Freisetzung von Zytokinen veranlassen.
Endothelzellen begrenzen den sinusoidalen Raum zu einem GefaR. lhre Hauptaufgabe ist es,
Nahrstoffe aufzunehmen. Zusatzlich befindet sich eine gewisse Anzahl an Ovalzellen in der

Leber, die eine Funktion als Vorlauferzellen fiir Hepatozyten wahrnehmen (Taub et al. 2004).

Hepatozyt

entralvene

)

Kleiner GaIIengahg =! Lebersinusoid

periportales Ast der Leberarterie -
Feld
Ast der Pfortader

Abbildung 2.1: Feinbau eines Leberlappchens.

Die Zentralvene bildet den Mittelpunkt eines Leberlappchens. Zwischen den sich
darum anordnenden Hepatozyten verlaufen die Sinusoide. An den Grenzstellen zu
benachbarten Leberlappchen findet man die Periportalfelder, welche aus einem
kleinen Gallengang, einem Ast der Leberarterie und einem Ast der Pfortader
bestehen. Insgesamt hat ein Leberlappchen des Menschen eine Grée von 1-2 mm
(Abbildung modfiziert nach: Mérike: Biologie des Menschen).



Einleitung

3.2. Leberregeneration

Eine Schadigung der Leber stimuliert die Hepatozyten zu proliferieren, um somit den
Verlust funktionsfahiger Leberzellen zu kompensieren. Das kompensatorische
Leberwachstum beruht dabei sowohl auf Hypertrophie (ZellgréRe nimmt zu) als auch auf
Hyperplasie (Zellzahl nimmt zu). Das Zusammenwirken von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen zwischen den Leberzellen spielt bei diesem Vorgang eine entscheidende Rolle.
Obwohl die Leber eine Reihe von Lebervorlduferzellen und Stammzellen aufweisen kann,
wird die Regeneration in der Regel von adulten Hepatozyten bewerkstelligt. Sind die
Hepatozyten in ihrer Proliferation jedoch durch z.B. toxische Substanzen geschadigt,
differenzieren sich Ovalzellen und weitere Vorlauferzellen in Hepatozyten (Wang et al.
2003). Im normalen Zustand befinden sich die Hepatozyten in der Go-Phase des Zellzyklus.
Lediglich 0,0012% - 0,01% treten spontan und ohne Stimulus in die Mitose ein (Koniaris et al.

2003).

3.2.1. Zellzyklus

Zelldifferenzierung sowie Zellproliferation beruhen auf einer gut organisierten
Steuerung des Zellzyklus, welcher sich in Mitose und Interphase aufteilt. Die Interphase teilt
sich wiederum in eine G;-Phase (Gap-1 Phase), eine S-Phase (Synthese Phase) und eine G,-
Phase (Gap-2 Phase) auf. Charakteristisch fir G;- und G,-Phase ist ein ausgepragtes
Zellwachstum, wahrend in der S-Phase die DNA der Zelle repliziert wird. Die M-Phase
(Mitose Phase) ist gekennzeichnet durch die Teilung der Chromosomen, des Zellkerns sowie
der Zelle an sich (Zytokinese). Die Regulation des Zellzyklus erfolgt sowohl iber duBere
Faktoren, wie der Zellgrole oder das Nahrstoffangebot, als auch Uber innere Faktoren,
wobei besonders Cykline und CDKs (cyclin dependent kinases) eine wesentliche Rolle spielen

(Blagosklonny et al. 2002; Harbour et al. 1999).
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3.2.2. Leberregenerationsmodell: Partielle Hepatektomie

Ist die Leberregeneration Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen im
Tiermodell, wird haufig das bewahrte Modell der partiellen Hepatektomie (PH) angewendet.
Dabei werden z.B. der Maus 70% der Leber chirurgisch entfernt, womit die
Leberregeneration eingeleitet wird. Entwickelt wurde dieses Modell bereits 1931 durch
Higgins und Anderson (Higgins, Anderson 1931). Untersuchungen des Lebergewebes nach
der partiellen Hepatektomie erlauben Analysen zur Hepatotyenproliferation in vivo und
deren Beeinflussung durch Zytokine, Wachstumsfaktoren, sowie das Zusammenspiel von
Proteinkomplexen.

Nach der PH treten die adulten Hepatozyten von der quieszenten Gg-Phase in die G;-
Phase (iber, durchlaufen den Zellzyklus und proliferieren. Die Zellen behalten dabei ihre
morphologische  Struktur und ihre volle Funktionstlichtigkeit bezlglich der
Verstoffwechselung von Nahrstoffen und Toxinen, ebenso des Harnstoff-Zyklus und der
Albuminsynthese bei (Taub et al. 2004). Die Zellen durchlaufen den Zellzyklus im Schnitt 1,66
Mal. Bereits 48 Stunden nach der PH ist der Grolteil des entfernten Lebergewebes bereits
durch proliferierte Hepatozyten ersetzt worden. Voéllig abgeschlossen ist dieser Vorgang
nach etwa 7 Tagen. Die urspriingliche bei Mausen in 7 Leberlappen angeordnete Form der
Leber wird dabei nicht wieder hergestellt, sondern die nach der PH Ubrig gebliebenen
Leberlappen wachsen auf die urspriingliche Gesamtmasse an (Fausto 2000; Michalopoulos
und DeFrances 1997; Koniaris et al. 2003). Auf molekularer Ebene ist die regenerative
Antwort der Hepatozyten auf die PH sehr komplex und besteht aus mehreren Stufen.
Gestartet wird mit der DNA-Bindung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB oder STAT3 und
der Aktivierung von Proto-Onkogenen und anderen ,friihen” Genen. Zytokine wie IL-6 und
TNF-a sensibilisieren die Hepatozyten fiir Wachstumsfaktoren, welche den Ubertritt von der
GO-Phase in die G1-Phase initiieren (Diehl 2000). Wachstumsfaktoren wie HGF (hepatocyte
growth factor) und TGF- (transforming growth factor-beta) steuern die weiteren

Uberginge innerhalb des Zellzyklus.
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Abbildung 2.2: Leberregeneration nach partieller Hepatektomie

Nach partieller Hepatektomie (PH) wird die Expression von Lipopolysacchariden (LPS)
aus dem Darm erhoht. Dadurch werden Kupffer-Zellen angeregt vermehrt TNF-a und
Interleukin-6 auszuschitten. Durch das Zusammenspiel mit weiteren Faktoren, wie
Insulin, Thyroxin, EGF (epidermal growth factor), Noradrenalin und durch das von den
Sternzellen ausgeschiittete HGF (hepatocyte growth factor) geht der Hepatozyt von
der Gy in die G;-Phase des Zellzyklus Uber. Gleichzeitig wird die Expression von TGF-
B geblockt, welches im ungeschadigten Zustand die DNA-Synthese unterdriickt und
den Hepatozyten so in der Go-Phase hélt (Taub 2004).

3.2.3. Leberregenerationsmodell: Hepatozytentransplantation

Experimente zur Transplantation von Hepatozyten in Empfangertiere zur
Repopulation einer geschadigten Leber beruhen zunachst auf der erfolgreichen Gewinnung
von Spenderzellen. Die ersten Versuche lebensfahige Hepatozyten durch Collagenase-haltige
Perfusionslosungen aus einer Rattenleber zu isolieren wurden bereits 1969 unternommen
(Berry et al. 1969; Seglen 1976). Darauf aufbauende Transplantationsversuche an der Gunn-
Ratte, einem bewédhrten Tiermodell fiir das zu Hyperbilirubindmie fihrende Crigler-Najjar
Syndrom, zeigten absteigende Plasma Bilirubin Werte nach erfolgter
Hepatozytentransplantation (Groth et al. 1977; Sutherland et al. 1977). Bereits 1998 wurde

eine Hepatozytentransplantation an einem

10
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zehn-jahrigen Madchen, welches unter dem Crigler-Najjar Syndrom litt, erfolgreich
durchgeflihrt (Fox et al. 1988). Ebenso zeigten friihe Transplantationsversuche an Dimethyl-
nitrosamin-behandelten (DEN-) Mausen, dass diese Methode zur Behandlung von schwer
geschadigten Lebern eine vielversprechende alternative Therapieoption zu sein scheint
(Minato et al. 1984; Sutherland et al. 1977). Die Transplantation der isolierten Hepatozyten
erfolgt idealerweise (iber Injektion in die Milz oder in die Pfortader (Nagata et al. 2003; Rhim
et al. 1994). Die Zellen wandern mit dem Blutfluss zu den Lebersinusoiden und Ubertreten
das Endothelium, so dass sie bald im Leberparenchym vor allem in den periportalen Feldern
zu finden sind und dort auf bestimmte Zeit die Aufgaben adulter Hepatozyten Gibernehmen
(Ponder et al. 1991; Bumgardner et al. 1998). Im Parenchym bilden sich dann Gap-junctions
sowie Gallengangskanalchen zwischen den repopulierenden Zellen aus (Gupta et al. 1999).
Eine Therapie mittels Hepatozytentransplantation ist insofern wiederum
problematisch, da die Anzahl der Zellen, die mit einem Mal transplantiert werden kénnen
limitiert ist. Wird diese Grenze (berschritten, sind thromboembolische Komplikationen
moglich, die das Leben des Patienten gefdhrden. Deshalb liegt der Fokus der heutigen
Forschung besonders darauf, Strategien zu entwickeln, die dazu fihren, dass transplantierte

Spenderzellen sich in vivo vermehren und anwachsen.
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Hepatozyten

Milz

Pfortader

Abbildung 2.3: Prinzip der Hepatozytentransplantation

Durch Perfusion und Collagenaseverdau werden aus Spendermdusen Hepatozyten
frisch isoliert. Diese werden umgehend in Empfangertiere transplantiert. Die
Transplantation sieht die Injektion von 1x10° Hepatozyten lber den Pfortaderweg
vor. Dazu werden die Zellen in den oberen Milzpol injiziert. Diese migrieren von dort
Uber die Pfortader zur Leber und verteilen sich in den Lebersinusoiden, wo sie das
Endothel tbertreten und sich im Parenchym einlagern.

3.2.4. Induktion einer Leberschadigung im Rahmen von Regenerationsanalysen

Die Repopulation einer geschadigten Leber durch transplantierte Spenderzellen
hdangt im Wesentlichen davon ab, wie hoch der Selektionsdruck auf die Spenderzellen und
wie gut die Qualitat der transplantierten Spenderzellen ist. Beide Faktoren sind fir die
Proliferation und die Ansiedlung und somit fiir die erfolgreiche Repopulation immens
wichtig. Es ist durchaus moglich den Eingriff der Hepatozytentransplantation zu
wiederholen, sollte jedoch, da jedes Mal das Narkoserisiko getragen werden muss,

vermieden werden.
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Um im Tiermodell einen derartigen Selektionsdruck auf die transplantierten
Spenderhepatozyten zu erzeugen, wurden in der Vergangenheit verschiedene
Konditionierungen der Empfangertiere vorgenommen. Genetische Manipulationen der
Empfangertiere spielen dabei eine groRe Rolle. So zeigten Hepatozytentransplantationen an
einem Mausmodell, welches unter hereditater Tyrosinandmie leidet (Fah-/-, fumaryl
acetoacetat Hydrolase), dass bereits eine Menge von 1000 transplantierten Zellen fiir die
Regeneration zu einer funktionsfihigen Leber ausreichend ist (Overturf et al. 1996). Ahnliche
Erfolge konnten mit der Transplantation von Maus-Hepatozyten in Albumin-Urokinase
Plasminogen Activator (Alb-uPa) transgene Maiuse, welche durch die Uberexpression
funktionell eingeschrankt sind, erzielt werden (Sandgren et al. 1991; Rhim et al. 1995).

Um einen Stimulus zur Proliferation zu setzen eignet sich prinzipiell die Teilresektion
der Leber. Dabei wird die Repopulation der Leber jedoch vorrangig von den residenten
Hepatozyten Gibernommen, da transplantierte Hepatozyten durch ihre Isolation bereits eine
geringere Qualitat aufweisen. Dadurch ist ihr Beitrag zur Leberregeneration nach PH dulerst
gering (Grompe et al. 2001). Um Regenerationsanalysen durch transplantierte Hepatozyten
durchfiihren zu konnen, muss gewadhrleistet sein, dass nach dem Setzen eines
Proliferationsstimulus - wie durch eine PH - die Spenderzellen den Selektionsvorteil haben.
Dazu wurden Behandlungen mit Medikamenten oder physikalische Eingriffe, welche
nachhaltige Schadigungen der Leber bewirken, und somit einen Selektionsvorteil fir
transplantierte Spenderhepatozyten bieten, entwickelt.

Die physikalische Konditionierung der Leber durch Bestrahlung fihrt zu einer
anhaltenden Blockierung des Zellzyklus. Residente Hepatozyten kdnnen eine Teilresektion
der Leber nicht mehr kompensieren (Malhi et al. 2008; Koenig et al. 2008).

Die chemische Blockierung der Proliferation von residenten Hepatozyten fiihrte nach
PH ebenfalls zu einer Leberrepopulation, die durch Spenderzellen vorgenommen wurde. Es
zeigte sich, dass das Pyrrolizidin-Alkaloid Retrorsine sich dazu besonders eignet, da es den
Zellzyklus residenter Zellen effektiv blockiert (Guha et al. 2001; Laconi et al. 1998; Guo et al.
2002). Analog zu Retrorsine kann das strukturell und molekular &dhnlich aufgebaute
Monocrotaline angewandt werden, wodurch in Hepatozytentransplantationsstudien
residente Hepatozyten ebenfalls effektiv an der Proliferation gehindert wurden (Witek et al.

2005).
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Es gibt somit verschiedenste Moglichkeiten Spenderzellen einen Proliferationsvorteil
zu den residenten Zellen zu geben. Eine gelungene Repopulation durch die Spenderzellen
erlaubt dann weitere Analysen zu grundlegenden Mechanismen der Leberrepopulation
durch transplantierte Hepatozyten. Dennoch muss man sich weiterhin bewusst machen,
dass es sich hierbei um ein Tiermodell handelt, welches zunachst nur dazu dient, ebendiese
Mechanismen aufzuzeigen. Darauf aufbauend kdénnen dann humane Therapieverfahren

entwickelt werden.

3.2.5. Mechanismen der Leberzellproliferation nach Transplantation in

Selektionsmodellen

Im tierexperimentellen Ansatz hat es sich bewahrt, die Transplantation der
Spenderzellen Gber das portale GefaRsystem durchzufiihren. Dabei werden die Zellen in die
Milz injiziert, welche diese dosiert an die Pfortader abgibt, von wo aus sie auf direktem
Wege in die Leber wandern. Dort durchdringen sie das Endothel und wandern durch die
Sinusoide ins Leberparenchym. Jedoch nicht alle transplantierten Zellen wachsen hier an und
tragen zu Leberrepopulation bei. An der Ratte konnte gezeigt werden, dass lediglich 20-30 %
der transplantierten Zellen Gberhaupt iberleben und anwachsen (Rajvanshi et al. 1996).
Eine verbesserte Ansiedlung der Zellen konnte durch die Depletierung von Kupffer-Zellen
gezeigt werden (Joseph et al. 2002). Die Depletierung hepatischer Stern-Zellen hingegen
flihrte zu vermindertem Anwachsen der Spenderzellen, woraus sich schlieRen Iasst, dass sie
einen entscheidenden Beitrag zur Repopulation leisten (Benten et al. 2005).

Die Ansiedlung transplantierter Hepatozyten geht mit immensen Umbaumalinahmen
im Leberparenchym einher. Es ist bisher jedoch noch nicht bekannt welche molekularen
Mechanismen der Proliferation transplantierter Zellen zugrunde liegen. Es konnte gezeigt
werden, dass expandierende Hepatozyten residente Zellen durch Apoptose verdrangen und

somit physisch Platz zur Proliferation schaffen (Oertel et al. 2006).
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3.3. HGF/c-met Signalweg und das “invasive growth program*

Die Leberregeneration wird durch eine enorme Anzahl an Wachstumsfaktoren und
Zytokinen gesteuert. Der Hepatozyten-Wachstumsfaktor HGF (hepatocyte growth factor)
spielt dabei verstarkt eine Rolle. HGF, das auch unter dem Namen Scatter factor (SF) bekannt
ist, ist ein zur Plasminogen-Familie gehérendes Multidomdnen-Protein. Die Synthese eines
einzelstrangigen Vorlauferproteins findet in mesenchymalen Zellen statt, welches
proteolytisch sowohl durch Urokinase, als auch durch Plasminogen Aktivator in ein aktives
Heterodimer, bestehend aus einer 69 kDa groRen a-Kette und einer 34kDa groRRen [-Kette,
gespalten wird (Naldini et al. 1992; Mars et al. 1993; Nakamura et al. 1991). Die a-Kette
besteht aus einer N-terminalen Haarschleife sowie aus vier Kringel-Domadnen. HGF ist
einziger Ligand fir den Tyrosin-Kinase-Rezeptor c-Met (mesenchymal epithelial transition
factor).

Der Rezeptor c-Met wird zunachst in epithelialen Zellen als 1436 Aminosauren grofes
Protein synthetisiert und anschlieBend proteolytisch gespalten. Der Rezeptor besteht aus
einer N-terminalen extrazelluldren a-Kette und einer C-terminalen 3-Kette, welche aus einer
extramembranen Sequenz, einer transmembranen Sequenz und einer zytoplasmatischen
Sequenz besteht.

Zunachst wurde gezeigt, das besonders die erste und zweite Kringeldomane der N-
terminales a-Kette von HGF sowohl fiir die spezifische Bindung an seinen Rezeptor c-Met,
als auch fur die Auslésung der HGF/c-Met spezifischen Funktionen verantwortlich sind
(Matsumoto et al. 1991; Mizuno et al. 1994). Spatere mutagenetische Studien konnten
zeigen, dass nicht nur Teile der a-Kette, sondern auch die ersten 212 Stellen der B-Kette fiir
die Bindung des Liganden HGF essentiell sind (Gherardi et al. 2003).

Untersuchungen konnten zeigen, dass HGF und c-Met bereits seit rund 500 Mio.
Jahren existieren, woraus sich eine grolRe evolutive Bedeutung schliel3en ldsst (Donate et al.
1994).

Die Bindung von HGF an seinen Rezeptor c-Met bewirkt die Transphosphorylierung
der Tyrosine 1234 und 1235, wodurch die Strukturproteine Gabl (Grb2 associated binding
protein) und P120 aktiviert werden. Dadurch wird die Aktivierung verschiedenster
Signalwege ausgelost. Der ERK/MAPK Signalweg beispielsweise tbt wichtige Funktionen im

Bereich der Differenzierung, Migration und Proliferation aus (Potempa et al. 1998).
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Die Aktivierung des Ras/Raf Signalweg fuhrt zu Proliferation (Ridley et al. 1995; Royal
et al. 2000) und Aktivierung von STAT3 fuhrt zu Zell-Morphogenese. Apoptose wird lber die
Aktivierung von Pi3K/Akt geregelt (Fan et al. 2001; Xiao et al. 2001). Samtliche c-Met
abhangige Signalwege filhren zu Zell-Verhalten, das auch als das ,invasive growth
programm® bekannt ist.

Die Funktionen von HGF/c-Met wahrend der Embryogenese sind vielfaltig und
reichen von Proliferationsstimulation bis hin zur Generierung von Signalen, die das
Uberleben der Hepatozyten und der Trophoblasten der Placenta sichern. Die Wichtigkeit
dieser Signale zeigt sich sowohl in HGF knockout Mausen als auch in c-Met knockout
Mausen. Diese Tiere sind embryonal letal und sterben noch in utero (Schmidt et al. 1995;
Uehara et al. 1995; Giebeler et al. 2009). Ursachlich fiir die Letalitdt sind eine geringere
Anzahl von parenchymatdsen Zellen sowie eine gestorte muskuloskeletale Entwicklung
(Birchmeier et al. 2003; Maina et al. 1999).

Neben den regulierenden Aufgaben normaler Zellfunktionen sind HGF und c-Met
wesentlich an der Entstehung maligner Tumore und Metastasen beteiligt. So konnte in vitro
ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression von HGF oder c-Met und dem invasiven
Verhalten - wie es bei der Metastasierung von Tumoren zu finden ist - beschrieben werden
(Rong et al. 1994; Longati et al. 1994; Sakata et al. 1996). In vivo konnte eine erhéhte c-Met
Gen-Amplifikation in Lebermetastasen nachgewiesen werden (Zeng et al. 2008; Ueki et al.
1997). Nicht nur die Hepatozyten, auch Zellen epithelialer und mesenchymaler Herkunft, wie
Zellen der Milchdrisen, Melanozyten und auch die quergestreifte Muskulatur zeigten

maligne Transformationen bei Uberexpression von HGF (Takayama et al. 1997).

16



Einleitung

}

m/ c-Met receptor

Tyrosine kinase [Y]@®
domain (Y} @

3
@ |
®
cion
®

. Anti-apoptotic
Mitogenic el RN
D,
.,
4
N Motogenlc

\\
S ——

—

Angiogenenic

Morphogenic % — &
% O ‘W ~

Abbildung 2.4: c-Met/HGF Signalweg

HGF (bt verschiedenste biologische Funktionen bei einer grofen Spanne an
unterschiedlichen Zelltypen aus. Dies beinhaltet Mitogenese, Angiogenese,
Morphogenese, Motogenese und anti-apoptotische Funktionen (Abb. Matsumoto et
al. 2001).

3.3.1. Die Rolle des HGF/c-Met Signalweges bei der Leberregeneration

Aufgrund der vielféltigen Funktionen, auf die der c-Met/HGF Signalweg Einfluss
nimmt, war dieser Signalweg schon mehrfach Gegenstand molekularbiologischer
Untersuchungen im Bereich der Leberregeneration. c-Met deletierte Mause weisen eine
beeintrachtige Leberregeneration mit erhohter HGF Expressionen nach partieller
Hepatektomie auf (Borowiak et al. 2004). So konnte in einem Rattenmodell beobachtet
werden, dass der HGF mRNA Gehalt ab der ersten Minute nach 2/3 Hepatektomie
unmittelbar ansteigt (Zarnegar et al. 1991; Stolz et al. 1999). An einem in Ratten durch DEN-
ausgeldsten Leberzirrhose Modell konnte gezeigt werden, dass die hypoxische Inhibierung
von HGF nach PH zu verschlechterter Regeneration fiihrt (Corpechot et al. 2002). Die

Behandlung von konditionalen c-Met defizienten M&dusen mit dem Apoptose-induzierenden
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Fas-Antikorper zeigte eine massive Sterblichkeit der Tiere durch hamorrhagische
Nekrose. Behandelte Wildtyp Tiere hingegen zeigten nur eine leichte Leberschadigung. Die
Gabe des krebserregenden Stoffes Tetrachlormethan (CCls) fiihrte im gleichen Versuch in
den c-Met defizienten Tieren zu deutlich schlechterer Wiederherstellung der Leberstruktur
einhergehend mit erhohter inflammtorischer Antwort (Huh et al. 2004). Aktuelle Studien
zeigen eine regulierende Funktion von HGF/c-Met auf den Ubergang der G2- in die Mitose-
Phase des Zellzyklus durch eine fortwahrend erhohte ERK1/2 Aktivierung wahrend der
Leberregeneration (Factor et al. 2010). In Kapitel 3.5.1 wird die konditionale c-Met knockout
Maus detaillierter behandelt.

Verschiedenste Studien belegen eine immens wichtige Rolle des HGF/c-Met
Signalwegs in Bezug auf die Leberregeneration nach einer Schadigung. Eine Vielzahl an
Regenerationsstudien wird an dem Modell der partiellen Hepatektomie durchgefiihrt und
die Regeneration beobachtet. Durch die Transplantation von Spenderzellen muss eine
Interaktion zwischen den Spenderzellen und denen des Wirts stattfinden. Das bringt eine
Neuordnung der extrazellularen Matrix mit sich. Und genau diese Wechselwirkungen der

proliferierenden Zellen mit ihren umgebenen Zellen sind zurzeit nur sehr wenig untersucht.

3.3.2. HGF-Antagonist NK4

Um den Einfluss des HGF/c-Met Signalweges auf die Repopulation nach der
Hepatozytentransplantation (HT) zu untersuchen wird zum einen mit genetisch veranderten
Mausen gearbeitet, deren Gen, das fir den HGF Rezeptor c-Met codiert, deletiert wird (Cre-
loxP System). Zum Anderen kann die Funktion von c-Met durch Inhibitoren unterdrickt
werden. Dazu eignet sich z.B. NK4, ein spezifischer HGF-Antagonist, der 1997 identifiziert
wurde (Date et al. 1997). NK4 besitzt wie HGF einen N-terminalen hairpin, sowie die 4
Kringel-Domanen der HGF a-Kette, die P-Kette wird jedoch durch Elastaseverdau
abgetrennt. NK4 bindet kompetitiv an den c-Met Rezeptor ohne aber die Phosphorylierung
der Tyrosine zu initiieren. Dadurch wird die HGF-induzierte Zellproliferation, -migration und
—invasion inhibiert (Date et al. 1997). Adenovirale Uberexpression von NK4 unterdriickt das
Tumorwachstum und die Angiogenese in Magen-, Darm- sowie in Leberzellkarzinomen
(Heideman et al. 2004, 2005; Son et al. 2006; Jie et al. 2007). Zudem inhibiert NK4 auch
Angiogenese, die durch den vascular endothelial growth factors (VEGF) induziert wird

(Nakabayashi et al. 2003).
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Die weitreichende Wirkung der HGF Antagonisierung durch NK4 zeigt, dass es sich
hier um einen potentiellen therapeutischen Ansatzpunkt im Bereich der Tumorbehandlung
handelt, der es wert ist weiter erforscht zu werden.

Auch im Bereich der Hepatozytentransplantation stellt die Behandlung mit NK4 einen
interessanten Ansatzpunkt dar, da mit NK4 ein funktioneller knockout von c-Met imitiert

wird.
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Abbildung 2.5: Struktur und Funktionsweise des c-Met Inhibitors NK4

A: HGF, bestehend aus einer a- und einer 3-Kette, wird durch Elastase verdaut. Dabei
entsteht die N-Terminale hairpin Domdne und die vier zusammenhdngenden
Kringeldomanen, welche als NK4 bezeichnet werden. NK4 beinhaltet die c-Met
Rezeptor Bindungsdomane (Abb. Date et al. 1997). B: NK4 bindet kompetitiv an den
Rezeptor c-Met, ohne jedoch seine Phosphorylierung zu initiieren. Dadurch wird er
auch als HGF Antagonist bezeichnet (Abb. kringle.pharma.com).

3.4. Die Bedeutung von NFkB in der Leber

Der ubiquitdar vorkommende Transkriptionsfaktor NFkB (nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells) spielt fir die Leberregeneration ebenfalls eine
entscheidende Rolle. Bereits 30 Minuten nach PH sind Translokationen in den Zellkern
beobachtet worden (FitzGerald et al. 1995). Samtliche Studien bringen eine Storung des
NFkB-Signalweges mit der Entstehung von Krebs, Arteriosklerose und Diabetes in
Verbindung (Bonizzi et al. 2004; Courtois et al. 2006; Karin et al. 2000, 2005, 2006). NFkB
kann (ber zwei unterschiedliche Wege aktiviert werden. Der klassische, auch kanonische

Signalweg wird durch pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-a, durch virale Infektion, oder
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im Tiermodell auch als Antwort auf LPS (Lipopolysaccharide) Stimulation in Gang gesetzt.
Dadurch wird der IKK-Komplex aktiviert, welcher sich aus den zwei katalytischen
Untereinheiten IKKow und IKKB sowie der regulatorischen Untereinheit IKKy, auch NEMO
(NFkB essential modifier) genannt, zusammensetzt (Yamaoka et al. 1998; Zandi et al. 1997).
Der IKK-Komplex phosphoryliert dann wiederum den Inhibitor von NFkB, IkB, welcher
proteosomal degradiert wird und NFkB nicht weiter blockiert. NFkB wandert in den Zellkern
und vermittelt hier die Expression der Zielgene.

Die alternative Aktivierung von NFkB wird durch Mitglieder der TNF-Rezeptor
Superfamilie und deren Liganden, wie CD40-Lymphotoxin-B-Rezeptoren und BAFF (B-cell
activating factor of the TNF family) vermittelt (Karin et al. 2002; Perkins 2003).
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Abbildung 2.6: Klassischer NFkB Signalweg

Die Bindung von pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF, aber auch die Behandlung
mit LPS, einer Komponente aus der Bakterienzellwand, fiihrt zur Phosphorylierung
und proteosomalen Degradierung von IkB, dem NFkB Inhibitor. Dadurch kann NFkB
nun in den Zellkern wandern und dort an die Ziel-DNA binden (Abb. Vucur et al.
2010).
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3.5. Technik der konditionalen knockout-Maus

Molekularbiologische Grundlagenforschung im Bereich der Medizin wird hdufig am
Modellorganismus Maus durchgefiihrt. Durch die glinstigen Haltungskosten, eine schnelle
Generationenfolge von drei Wochen sowie zuverldssige und hohe Reproduktionsraten der
Tiere bewahren sie sich als ideales experimentelles Tiermodell. Dadurch wurden Mause zum
bestuntersuchten Organismus, der dem Menschen am nachsten steht. 1989 wurde die erste
konditionale knockout-Maus von Evans, Capecchi und Smithies kreiert, die dafiir mit dem
Nobelpreis fiir Physiologie ausgezeichnet wurden. Ublicherweise werden konditionale
knockout-Mause mit dem Cre (,,Causes REcombination®)/LoxP System generiert. Das Enzym
Cre-Rekombinase entfernt spezifische DNA Sequenzen, die von zwei Erkennungssequenzen,
den sog. LoxP-Seiten, flankiert sind (Hamilton and Abremski. 1984). Die Expression der Cre-
Rekombinase unter einem definierten Promotor kontrolliert den Zeitpunkt und auch den Ort
des genetischen knockouts wahrend der embryonalen Phasen. Die Cre-Expression unter dem
in unseren Experimenten verwendeten Albuminpromoter AlfpCre fihrt beispielsweise

ausschlieBlich zu hepatozytenspezifischen knockout-Tieren (Kellendonk, Opherk et al. 2000).

3.5.1. Die konditionale c-Met knockout Maus

Um die Rolle von c-Met/HGF bei der Leberrepopulation in dem hier angewendeten
Modell zu definieren wurden die Experimente mit konditionalen c-Met knockout-Mausen
durchgefihrt. Konditionale Met knockout-Mause wurden durch ein gefloxtes Met Allel
(Metﬂ°x) durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen generiert. Die LoxP
Seiten flankieren dabei Exonl15 welches fiir die ATP-bindende Region kodiert. Das
Vorhandensein zweier LoxP Seiten alleine hat keinen Einfluss auf die Funktionstiichtigkeit
des Allels. Die Mause sind fertil und zeigen keine histologischen Abnormalitdaten. Die
Kreuzung mit Cre-Rekombinase positiven Tieren fihrt zu konditionalen c-Met defizienten
Nachkommen welche noch im Embryonalstadium sterben (Borowiak et al. 2004). Die
Lethalitdt kann zum Einen umgangen werden indem c-Met gefloxte Mause mit Tieren
verpaart werden deren Cre-Expression durch plpC induziert werden kann (Kithn et al. 1995).
Eine andere Moglichkeit ist die Cre-Rekombinase Expression unter der Kontrolle eines fir die
Maus spezifischen Albumin regulatorischen Promotors und einem a-Fetoprotein enhancers

(AlfpCre Transgen) stattfinden zu lassen (Kellendonk et al. 2000). Da Mause, deren c-Met
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Rezeptor bereits wahrend der Embryogenese deletiert wird nicht lebensfahig sind, wurde
zur Generierung konditionaler c-Met knockout-Mause ein Promotor verwendet, der erst 14
Tage nach Geburt der Tiere aktiviert wird und so die Embryosterblichkeit verhindert

(Giebeler et al. 2009).
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Abbildung 2.7: c-Met knockout Strategie

A: Exon 15, welches fiir die ATP-bindende Region im c-Met Rezeptor kodiert (hier in
rot dargestellt), wird durch zwei loxP Seiten (Pfeilspitzen) flankiert. Exons 14 und 16
sind gelb markiert (Abb. Borowiak et al. 2004). B: Expression dieses Konstruktes unter
einem Albuminpromoter. Die pranatale Expression fiihrt zu einem Sterben der
Embryonen in utero. Wird die Cre-Rekombinase aufgrund eines spaten, erst 14 Tage
nach Geburt aktiven Albuminpromoters, spat aktiviert und fiihrt auch erst in der
zweiten Lebenswoche zu konditionalen knockout-Mausen, so entstehen lebensfahige
konditionale c-Met knockout-Mause (Abb. Giebeler et al. 2009).

22



Einleitung

3.5.2. Die konditionale NEMO knockout Maus

NEMO-defiziente Mause zeigen massiven Leberschaden durch Apoptose und sterben
im Embryonalstadium E12,5 - E13 (Rudolph, Yeh et al. 2000). Deshalb ging man auch hier
dazu (ber, konditionale Knockout Mause zu generieren. Tiere, deren NEMO Gen durch LoxP
Seiten flankiert war, wurden mit Tieren, die transgen sind fir die Expression der Cre-
Rekombinase unter einem Albumin Promotor, verpaart. Cre-Rekombinase-positve Mausen

fehlt dann Exon 2, was zu Mausen mit Nullallel fir NEMO fihrt. Cre-Rekombinase-negative

Mause tragen ein voll funktionstiichtiges NEMO Allel.
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Abbildung 2.8: NEMO knockout Strategie

A: Zur Generierung einer konditionalen NEMO knockout-Maus wurde Exon 2, welches
die genetische Information fiir die regulatorische Untereinheit NEMO beinhaltet, von
zwei LoxP Seiten (grine vertikale Felder) flankiert. Exons werden als schwarze
Kastchen dargestellt, Introns als horizontale Linien (Abb. Malato 2009). B: Die
Expression der Cre-Rekombinase erfolgte unter einem spaten (Aktivierung 14 Tage
nach Geburt) Alouminpromotor. Dadurch wird der fir NEMO kodierende Teil, Exon 2,

an den LoxP Seiten eliminiert (Abb. Malato 2009).
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3.6. Ziel dieser Studie

Ziel dieser Studie ist es, die Repopulation der Leber durch transplantierte
Spenderhepatozyten im Mausmodell genauer zu analysieren. Dabei soll speziell die Rolle des
c-MET/HGF Signalsystems genauer untersucht werden.

Aufgrund eines erheblichen Mangels an Spenderorganen ist die Entwicklung
alternativer Therapiemethoden zur Organtransplantation aktueller denn je. Die
Transplantation isolierter Hepatozyten stellt eine vielversprechende Methode dar, da hier
Zellen eines Spenders auf mehrere Empfanger verteilt werden kénnen, was vor allem das
Problem des Organmangels verringern wirde. Aufgrund der Limitierung der Zahl an
transplantierbaren Zellen in Relation zur OrgangroRe ist es notwendig, eine erhohte
Proliferation der transplantierten Zellen zu gewahrleisten. Diese Studie setzt an dem Punkt
an, die Repopulation nach Hepatozytentransplantation besser zu verstehen und eventuell
einen Ansatzpunkt fir moégliche proliferationsstimulierende Therapien zu entwickeln.

Das hier angewendete in vivo Mausmodell besteht aus einer Bestrahlung (12Gy) mit
anschlieBender Knochenmarkstransplantation, der Behandlung der Tiere mit dem
Proliferationshemmer Retrorsine, einer Teilresektion der Leber und der anschliefenden
Transplantation von Spenderhepatozyten, die mit einem transgenen Markerprotein
konjugiert sind.

Um die Rolle von c-Met/HGF in diesem Rahmen zu untersuchen, kommen
konditionale c-Met knockout Mause sowohl als Empfangertiere als auch als Spendertiere
zum Einsatz. Zur Markierung transplantierter Zellen werden c-Met knockout und c-Met WT
Mause mit transgenen humanen alpha-1 Antitrypsin (hAAT) Mausen gekreuzt. Dieses
Markerprotein wird unter der Kontrolle eines Albuminpromoters spezifisch in Hepatozyten
exprimiert. Der Repopulationserfolg wird anhand der Expression des Markerproteins
gemessen. Nadher beleuchtet wird die Repopulation durch Analysen von Proliferation,
Apoptose und Umbaumechanismen im Lebergewebe. Dabei wird ein besonderer Fokus auf
die Lokalisation bzw. Herkunft der Zellen gelegt.

Im Weiteren wird das etablierte Transplantationsmodell auf ein bereits etabliertes
Fibrose-Modell (NEMO knockout Maus) angewendet und untersucht, ob es sich zur
Repopulation der geschadigten Leber eignet.

Der letzte Schritt beinhaltet einen ersten Ansatz auf therapeutischer Ebene durch

medikamentdses Ausschalten des c-Met Rezeptors.
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4. Material und Methoden

4.1. Instrumente

Instrument

Modell

Firma

Blot-Kammer
Gelkammer
Inkubator
Kihlzentrifuge
Kryostat
Mikroskop
Perfusionspumpe
pH-Meter
Photometer
Pipetus

Pipetten

Power supply
Real-time PCR
Software Real-time
Sterilbank
Thermocycler
Thermomixer
Tischzentrifuge
Ultra-Turrax
Vortexer

Zentrifuge
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Semi-Dry-Blotter MAXI
Minigel Twin

Heraeus BB6220
Kihlzentrifuge 4517R
HMS550

Axiolmager 71

PB-11

ELISA reader pQuant

Pipetus-akku

Eppendorf research
Electrophoresis Power supply 600
7300 Real-time PCR System
Sequence detection software 1.3.1
BSB6A

Thermocycler T3000
Thermomixer compact

Heraeus Pico 17 centrifuge

Vortex Genius 3

Heraeus-Kendro Megafuge 1.0R

Roth

Biometra

Heraeus
Eppendorf
Thermofischer
Carl Zeiss

Ismatec

Sartorius

BIO-TEK
Hirschmann
Eppendorf
Pharmacia Biotec
AppliedBiosystems
AppliedBiosystems
Gelaire Flow
Biometra
Eppendorf
Heraeus

IKA

IKA

Heraeus
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4.2. Verbrauchsmaterialien

4.2.1. Verbrauchsmaterialien

Material Bezeichnung Firma
Kryomold Cryomold standard 4557 Sakura
Kryoréhrchen CryoTube Vials Nunc
Glaskapillaren Soda Klarglaskapillare Hilgenbrand
Objekttrager SuperFrost Roth
Zellsiebe 70um Nylon cell strainer Falcon
GefaR (15-50 ml) Falcon
Reaktionsgefafld (1,5-2ml) Eppendorf
0,5 ml Reaktionsgefal} Multiply-uStrip Pro 8er Kette Sarstedt
Immunomodule F16 Maxisorp Immuno Module Nunc
96-well Platte (RNA) Greiner
96-well Platte (Protein) Greiner
96-well Platte (realtime) StarLab
Blutabnahmerdhrchen ProbengefaR 1,1 ml Z-Gel Sarstedt
Sterile Pipetten (5-50ml) Sarstedt
Pipettenspitzen Biozym
Polyvinyl-fluoride Membrane Bio-Rad
4.2.2. Erst-Antikorper
Antikérper Spezies Bestellnummer Firma
Anti-al-anti Trypsin Kanninchen 20R-AR2009 Fitzgerald
Anti-human al-Antitrypsin Kanninchen A0409 Sigma
Anti-CD11b Ratte 550282 BD Pharmingen
Anti- Collagen Ratte C7661 Sigma-Aldrich
Anti -o. -SMA Maus A2547-2 Sigma-Aldrich
Anti-F4/80 Ratte MCA497GA AbD Serotec
Anti-Ki67 Rabbit NCL-Ki67p Nova Castra Lab.
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Anti-Ly6G Ratte 550291 BD Pharmingen
Anti-pJNK Kanninchen 4668S Cell Signalling
Anti-STAT3 Kanninchen SC482 Santa Cruz
Anti-pSTAT3 (Tyr 705) Kanninchen 9131 Cell Signaling
Anti-AKT Kanninchen 9272 Cell Signaling
Anti-pAKT Kanninchen 9271 Cell Signaling
Anti-GAPDH Maus MCA4739 AbD Serotec
Anti-B-Catenin Ratte 610154 BD Bioscience
Anti Ki67 Kanninchen NCL-Ki67p Nova Castra
4.2.3. Zweit-Antikorper
Antikérper Bestellnummer Firma
Alexa Fluor 488 goat anti rabbit IgG A 110088 Invitrogen
Alexa Fluor 488 goat anti mouse IgG A 11029 Invitrogen
Alexa Fluor 594 donkey anti rabbit IgG 404239 Invitrogen
Goat a1-Anti-Trypsin HRP konjugiert RDI-A1ATRYP-HRP Fitzgerald
Anti-goat HRP P044901 Dako
Anti-mouse HRP SC74088 Santa Cruz
4.2.4. Chemikalien, Puffer und Enzyme
Chemikalien Firma
Aceton Fischar
Agarose Serva
APS, Ammoniumpersulfat Roth
BSA (Bovines Serum Albumin) Sigma
B-Mercaptoethanol Applichem
BrdU (5-bromo-2-deoxyuridine) AppliChem
Calibrator 4 (Human refence serum) Diasorin
Chloroform Merck

Collagenase Typ 1
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Complete Minie (Proteinase Inhibitor Cocktail)
Diaminobenzidin (DAB)
DNase 1 Puffer 10x

Diethyl pyrocarbonat (DEPC)
EDTA 25 mM
Einbettmedium fir Kryoschnitte (Tissue-Tek)
Eosin

Ethanol

Ethidiumbromid
Formaldehyd (37%)
Glucose

Glycin

Goat Serum

Haematoxilin

Hepes

Isopropanol
Magermilchpulver
Methanol

Monosodium Phosphat
NaCl

Natriumborat
Natriumfluorid
Paraformaldehyd

peqGold

Phenylmethyl sulfonyl fluoride (PMSF)
Pikrinsaure

Polyacrylamid

Ponceau

Red Taq Ready Mix

RNase away

Salzsdure, HCL (20%)

SDS (Dodecylsulfat)
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Roche
Sigma
Invitrogen
Ambion
Invitrogen
Sakura
Sigma-Aldrich
AppliChem
Roth
Fischar
AppliChem
AppliChem
PromoCell
Roth
Merck
AppliChem
AppliChem
J.T. Baker
Roth
AppliChem
Merck
Serva
Roth
peglab
Roth

Apotheke des UKA

Roth
Sigma
Sigma

Roth

KMF Laborchemie

Roth
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SBR GreenER gPCR Super Mix

TEMED

Tetramethylbenzidine substrate (TMB)
Tris

Triton X-100

Trypan Blau Farbung

Trypsin Inhibitor

TUNEL Kit

TUNEL Label Mix

Tween20

Vectashield Mounting Medium mit Dapi

Invitrogen
Serva

Sigma Aldrich
AppliChem
Serva

Gibco

Sigma

Roche

Roche

Sigma

Vector

Vitroclud Langenbrinck
Xylol Roth
Puffer und Seren Firma

TAE Puffer 10x Gibco
HBSS Gibco
EBSS Gibco
EBSS (+Mg, +Ca) Gibco

PBS 10x PAA

PBS 1x PAA
Williams E Medium Gibco

SDS Laufpuffer 10x Roth
Fetales Kdlberserum PAA
Mausserum Jackson
Enzyme Firma
Proteinase K AppliChem

Collagenase 1
DNase 1
Deoxyribonuclease |, Amplification Grade

SYBRe GreenER qPCR SuperMix
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Materialien/Medikamente fiir Tierversuche

Firma

Isofluran (Forene®)
Buprenorphin (Temgesic®)
Ketamin (Ketamin®)

Xylazin (Rompun®)

Heparin

Trypsin Inhibitor

Retrorsine

Borgal (24%)
Operationsbesteck

Spritze (0,30mm x 12mm)
Spritze (0,45mm x 10mm)
Nadeln (22G)
Brom-2"-deoxyuridin (BrdU)
Soda-Klarglas-Kapillare fiir Blutabnahme

Nahtmaterial Vicryle, absorbable 4-0

4.3. Kits

Kit

Abbott

essex pharma
CEVA
Medistar
Ratiopharm
Sigma

Sigma

Virbac

F.S.T.

Braun

BD Plastipak
BD Microlance
AppliChem
Hilgenberg

Ethicon

Firma

Omniscript RT Kit

In situ cell death detection kit, Fluorescin (TUNEL)

4.4. Experimentelle Tierarbeiten

4.4.1. Verwendete Mausstaimme

In dieser Studie soll die Rolle von c-Met, dem Rezeptor von HGF (hepatocyte growth
factor), nach Hepatozytentransplantation (HT) untersucht werden. Fir die Versuche werden
c-Met defiziente Mause verwendet. Die Defizienz des Rezeptors wird liber das konditionale
Cre loxP System erreicht. Der Rezeptor c-Met enthalt als Transmembranrezeptor eine ATP-

Binderegion, welche auf dem Exon 15 codiert ist. In den hier verwendeten Mausen ist Exon
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15 von 2 loxP-Seiten flankiert. Cre-Rekombinase wird in diesen Mdusen unter einem
postnatalen hepatozytenspezifischen Albuminpromoter 2 Wochen nach der Geburt
exprimiert.

Weiterhin werden Spenderzellen aus humanen alpha 1-Antitrypsin (hAAT)-
transgenen Spendertieren gewonnen. Das Spenderzell-Markerprotein hAAT wird
hepatozytenspezifisch unter der Kontrolle des alpha 1-Antitrypsin Promoters exprimiert
(Shen et al. 1987).

Aullerdem werden konditionale NEMO-knockout Mause, welche durch
Beeintrachtigung des NFkB Signalweges fibrosierende Lebern entwickeln, fur die Anwendung
des HT-Modells verwendet. Fiir diese Applikation werden hAAT(+) Spenderzellen aus
konditionalen Caspase8-knockout Mausen gewonnen, welche resistent gegen Apoptose sind
(Liedtke et al. 2011).

Die Mduse wurden in der Versuchstierkunde der Universitatsklinik der RWTH Aachen
unter 12h Tag/Nacht Zyklus und Temperaturkontrolle mit Futter und Wasser ad liquidum

gehalten.

4.4.2. Blutenthnahme

Um die Serum hAAT-Werte zu untersuchen werden den transplantierten Mausen
Blutproben entnommen. Die Blutabnahme erfolgt retro-orbital, eine Methode, die sich als
schnell und tiergerecht herausgestellt hat. Dazu wird die Maus fir wenige Sekunden mit
Isofluran begast um Augenverletzungen durch Zucken des Tieres wahrend der Abnahme zu
vermeiden. Mit einer kleinen Glaskapillare wird der Venenkomplex hinter dem Auge von der
Innenseite des Auges her angestochen und wenige Tropfen gesammelt. Das Blut wird bei

10.000 g zentrifugiert, das Serum abgenommen und bei -20°C gelagert.

4.4.3. Induktion einer Leberschadigung durch Bestrahlung

Eine Schadigung der Leber ist Grundlage fir die experimentelle Hepatozyten-
Transplantation. Die Schadigung wird initial durch Gamma-Bestrahlung mit 12 Gray erreicht.
Dazu werden Mause im Alter von 6-10 Wochen in spezielle Plexiglasboxen (5 cm X 10 cm)
gesetzt. Die Bestrahlung erfolgt in der Abteilung fiir Strahlentherapie im Universitatsklinikum
Aachen. Fir die ausschlielllich abdominale Bestrahlung ohne Extremitaten, werden die

Mause mittels Ketamin/Xylazin Injektion in eine leichte Narkose gelegt und in die
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entsprechenden Plexiglasboxen gelegt. Dadurch werden ein Drehen der Mause und eine
damit verbundene ungewollte Bestrahlung anderer Koérperbereiche, besonders der

Extremitaten, vermieden.

4.4.4. Isolation von Knochenmark

Die Isolation und Aufarbeitung des Knochenmarks erfolgt idealerweise unmittelbar
vor der Transplantation. Die Spendermaus wird mittels zervikaler Dislokation getdtet und die
Hinterbeine mit 70%-igem Ethanol desinfiziert. Die Haut der Hinterbeine wird gedffnet,
Femur und Tibia freigelegt. Aus den Réhrenknochen wird mit einer 22-G-Nadel mit HBSS
(+2% FCS) das rote Knochenmark in ein 50 ml Falcon gespult. Das Knochenmark wird mit
einer 10 ml Pipette resuspendiert und durch ein 70 um Sieb pipettiert. Die Zellen werden bei
1500 g und 4°C 5 Minuten zentrifugiert. Danach werden die Zellen erneut in HBSS + 2% FCS
gewaschen. Die Zellzahl wird in einer Naubauer-Zahlkammer bestimmt und die Zellen zur

anschlieRenden Transplantation auf 1*¥10°/100ul verdiinnt.

4.4.5. Knochenmarkstransplantation

Vier Stunden nach Bestrahlung wird eine Knochenmarkstransplantation an den
Empfangermdusen durchgefihrt. Die Transplantation der Knochenmarkszellen erfolgt Gber
intravendse Injektion in die Schwanzvene. Dazu werden die Mause in einem Maustracer
fixiert und der Schwanz zur Vasodilation in warmem Wasser erwarmt. 1x10° Zellen in 100 ul
HBSS werden intravends gespritzt (27 G Nadel). Infektionen wird durch die 2-wdchige Gabe

von Antibiotika-haltigem (Borgal) Trinkwasser Wasser vorgebeugt.

Antibiotisches Wasser

Borgal (24%) 400 pl
ad 11 H,0

4.4.6. Partielle Hepatektomie

Zum Setzen eines Proliferationsstimulus wird eine % Hepatektomie bei den
Empfangertieren durchgefihrt. Dazu wird die Maus mit 150 ul
Xylazinhydrochlorid/Ketaminhydrochlorid in eine leichte Narkose gesetzt. Die tiefe Narkose
wird mit Begasung durch Isofluran erreicht. Man beginnt mit der Eréffnung des

Bauchraumes und lokalisiert die Leber. Zunachst wird der linke anterior (mediane)
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Leberlappen moglichst an der Wurzel ligiert und entfernt. Genauso geht man mit der
Entfernung des rechten und linken lateralen Leberlappens vor. Peritoneum und Bauchhaut
werden getrennt zugendht und die Maus wird postoperativ mit Temgesic® zur

Schmerzstillung behandelt.

Narkose

Ketamin 450 pl
Xylazin 50 ul
NaCl 4,5 ml

4.4.7. Isolation primdrer Hepatozyten

Eine der grundlegenden Methoden dieser Arbeit ist die Transplantation von
Leberzellen. Idealerweise werden dazu frisch isolierte primdre Hepatozyten verwendet. Um
die Isolierung von primaren Hepatozyten moglichst steril zu gestalten werden die OP-Flache
sowie die Pumpe und der Schlauch vorher mit 70% Ethanol desinfiziert. Zum Saubern wird
der Schlauch mit PBS gesplilt. Die Maus wird mit 450 pl
Xylazinhydrochlorid/Ketaminhydrochlorid narkotisiert. Zusatzlich werden 300ul Heparin i.p.
injiziert um die Blutgerinnung zu minimieren. Mittels einer Laparotomie wird die vena cava
inferior freigelegt. Die Vene wird mit einem Venenverweilkatheters kaniliert und dieser mit
einer Schlaufe fixiert. Die Vena Portae wird durchtrennt und unmittelbar darauf die Leber
mit 30 ml Puffer A retrograd perfundiert. Die Pumpe wird dabei auf 5 ml/min eingestellt. Im
zweiten Schritt wird die Leber mit Puffer B gespllt. Der Dritte Perfusionpuffer enthalt
Collagenase, wodurch die Leberstruktur verdaut wird. Es wird mit 100 ml Puffer C
perfundiert. Alle Puffer sollten vorher auf eine Temperatur von 37°C gebracht werden. Ist
die Leber ausreichend verdaut, wird sie aus der Maus entnommen und in eine Petrischale in
gekiihltes Williams E Medium gelegt. Mit Hilfe von sterilen Pinzetten und Scheren wird die
Kapsel der Leber angekratzt und die Hepatozyten werden herausgewaschen. AnschlieRend
werden die Hepatozyten durch ein 70 um Zellsieb gegeben und in einem 50 ml Gefal3
aufgefangen und anschlieBend bei 500 rpm und 4°C 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird
unter der Sterilbank abgenommen und verworfen. Das Pellet, in dem sich die Zellen
befinden wird in 10 ml William E Medium gewaschen. Das Uberleben der Zellen sowie die

Zellzah!l wird mit der Neubauer-Zahlkammer und einer Trypan Blau Farbung bestimmt. Fir
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die darauf folgende Hepatozytentransplantation werden die Zellen auf eine Konzentration

von 1*10° Zellen / 100 pl gebracht.

Puffer Inhaltsstoffe Volumen

A EBSS ohne Mg und Ca 30 ml
EGTA 250 ul

B EBSS mit Mg und Ca 30 ml
Hepes 10 mM

C EBSS mit Mg und Ca 100 ml
Hepes 10 mM 10 mM
Collagenase 1 40 mg
Trypsin Inhibitor 4 mg

4.4.8. Hepatozytentransplantation

Die Hepatozytentransplantation (HT) schlieft idealerweise unmittelbar an die
Isolation der primdren Hepatozyten an. Die Empfangermause werden jeweils zehn Minuten
vor dem Eingriff durch eine i.p. Injektion von 150 ul Xylazinhydrochlorid/-
Ketaminhydrochlorid in eine schwache Narkose gelegt. Unmittelbar vor der Transplantation
werden sie mittels eines Isofluranverdampfers in eine tiefe Narkose gebracht. Eine
linksseitige Laparotomie wird durchgefihrt und die Milz lokalisiert. Es werden 1*10° Zellen
in einem Volumen von 100 ul Williams E Medium in den oberen Milzpol injiziert. Das an der
Milz befindliche Fett dient dabei zum Fixieren der Milz mit einer Pinzette wdhrend der
Injektion. Unmittelbar nach dem Entfernen der Nadel aus der Milz muss der obere Milzpol
rund um die Einstichstelle ligiert werden, um ein Verbluten der Maus zu vermeiden. Ohne
Ligation kdnnte dies sehr schnell geschehen, da durch die injizierten Zellen ein erhéhter
Druck in der Milz entsteht und diese dadurch zu erhdhter Blutung tendiert. In die
Bauchhohle werden 400 ul Temgesic® zur nachoperativen Schmerzstillung gegeben. Die Milz

wird mit Hilfe von sterilen Tupfern vorsichtig wieder in die Bauchhohle zuriickgeschoben.
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Zunachst wird das Peritoneum, dann die Haut zugendht. Um ein Auskihlen der Maus zu
vermeiden wird die Maus mit einer Rotlichtlampe solange bestrahlt, bis sie zu Laufen in der
Lage ist.

Nach definierten Zeitpunkten nach der HT wird die Maus getotet und die Leber fir

weitere Analysen herausgenommen.

4.4.9. Organentnahme

Um die Leber fir weitere Untersuchungen verwenden zu kénnen, wird die Maus
mittels zervikaler Dislokation getdtet. Das Offnen des Bauchraumes geschieht unter
moglichst sterilen Bedingungen und die Leber wird an den Ligamenten aus der Maus
herausgetrennt.

Die Leber wird fiir die verschiedenen Untersuchungszwecke unterschiedlich
aufbewahrt. Fir immunhistologische Farbungen werden einzelne Leberlappen in 7 ml
Formaldehyd (3,5%) fixiert, um im Weiteren in Paraffin eingebettet zu werden. Weitere
Leberlappen werden fiir Gewebeschnitte in Kryomolds in Tissue tec eingebettet und auf
Trockeneis tiefgefroren. Der Rest der Leber wird in kleine Stlickchen geschnitten und in

Kryordhrchen in fllissigem Stickstoff schockgefroren. Kryogewebe wird bei -80°C gelagert.

4.5. Genotypisierung der Versuchstiere

Fir die sichere Bestimmung des Genotyps der Versuchstiere wird eine

Genotypisierung der Maus-DNA durchgefihrt.

4.5.1. DNA Isolation aus Schwanzbiopsien

Die DNA wird aus Schwanzbiopsien gewonnen. Im Alter von drei Wochen werden den
Mausen etwa 2 mm der Schwanzspitze abgetrennt. Die Schwanzspitze wird in 477 ul Lyse-
Puffer und 23 ul Proteinase K zwei Stunden bei 56 °C inkubiert. Haare und nicht verdaute
Bestandteile werden bei 13.000 g abzentrifugiert. Die im Uberstand enthaltene DNA wird
mittels Isopropanol gefallt und anschlieBend mit 70%-igem Ethanol gewaschen. Getrocknete

DNA wird in 300 ul H,0 aufgenommen.
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Lyse-Puffer

25 ml 1M Tris HCl pH 8,0 (ad 50mM)
100 ml 0,5M EDTA pH 8,0 (ad 100mM)
50 ml 1M NaCl (ad 100mM)

25 ml 20% SDS (ad 1%)

ad 500 ml dH,0

4.5.2. PCR-Polymerase chain reaction

Zur Genotypisierung der Versuchstiere wird die aus den Schwanzspitzen extrahierte
DNA in einer PCR auf das Vorhandensein verschiedenen Gene geprift. Mit spezifischen
Primern werden spezifische Genabschnitte amplifiziert und auf einem Agarosegel

aufgetragen. Es werden folgende Ansatze und Thermocycler-Programme gewahlt:

Zielgen Primer Sequenz in 5°-3 -Orientierung
Cre-Transgen cre sense CCA CGA CCA AGT GAC AGC AAT
cre antisense TTC GGA TCA TCA GCT ACA CCA
c-Met c-Met loxP1 AGC CTA GTG GAATTC TCT GTA AG
c-Met loxP2 CCAAGT GTCTGA CGG GTG TG
NEMO Nemo sense TAT GTT TCA CAT CACATC GTT ATCC

Nemo antisense GCCTTG GTG CTC CCT AACTC
Caspase8 Casp8 WT sense CAT ACT GGT TGA GAACAAGACCTG G

Casp8 WT antisense GCA GAG GTG ACA AGA GGCCACTG

Casp8 KO sense AACTTC GGC CGG CCA ATA ACTTCG

Casp8 KO antisense AGC AGA AAA ACT TGAAGA AACTTGG

Die Primer werden von der Firma MWG synthetisiert.
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Master-Mix Cre PCR

10 ul Ready Taq
1l Primer forward
1l Primer reverse
6 ul H,0
2ul DNA
Cre PCR Programm
Schritt Temperatur Dauer Sprung Zyklus
Initiale Denaturierung 95°C 3 min.
Denaturierung 95°C 30 sec.
Annealing 62°C 30 sec.
Elongation 72°C 30 sec. 2 30
4°C ~
Master-Mix c-Met PCR
10 wl Ready Taq
1ul Primer forward
1ul Primer reverse
6 pl H,O
2 ul DNA
c-Met PCR Programm
Schritt Temperatur Dauer Sprung Zyklus
Initiale Denaturierung 95°C 3 min.
Denaturierung 95°C 30 sec.
Annealing 62°C 30 sec.
Elongation 72°C 30 sec. 2 32
4°C ~
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Master-Mix NEMO-PCR

12,5 ul Hot Star Taq

1l Primer forward

1l Primer reverse

9,5 ul H,0

2ul DNA
NEMO PCR Programm
Schritt Temperatur Dauer Sprung Zyklus
Initiale Denaturierung 94°C 3 min.
Denaturierung 94°C 30 sec.
Annealing 60°C 1 min.
Elongation 72°C 1 min. 2 38
Finale Elongation 72°C 3 min.

4°C oo

Master-Mix Casp8 PCR (WT und KO)

10 wl Ready Taq

1ul Primer forward

1ul Primer reverse

6 pl H,O

2 ul DANN
Caspase8 PCR Programm
Schritt Temperatur Dauer Sprung Zyklus
Initiale Denaturierung 98°C 2 min.
Denaturierung 95°C 15 sec.
Annealing 56°C 30 sec.
Elongation 72°C 1 min. 2 34
Finale Elongation 72°C 5 min.

4°C oo
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4.6. RNA Methoden

4.6.1. RNA Isolation aus Lebergewebe

Fir die Analyse der mRNA Expression bestimmter Gene muss zunachst RNA aus
Lebergewebe extrahiert werden. Dazu wird ein ca. 2x2 mm groRes Stlick kryokonserviertes
Lebergewebe auf Trockeneis abgeschnitten und in 1 ml peqGold RNA Pure mittels eines
Ultraturrax homogenisiert. Es werden nun 200 pl Chloroform zum Homogenisat
dazugegeben und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nachdem das Homogenisat 5 Minuten bei
12.000 g und 4°C zentrifugiert wurde, wird die obere wassrige Phase abgenommen und zum
Fallen der RNA mit 500 ml Isopropanol versetzt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit 70%-igem Ethanol wird die RNA getrocknet und anschlieend in
60 ul H,0 aufgenommen. Die RNA wird bei -80°C gelagert.

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgt iber die Messung der optischen
Dichte bei 260 nm. Die RNA wird dazu 1:50 in dH,0 verdiinnt. Als Blankwert wird dH,0O
verwendet. Die RNA Konzentration wird Uber folgende Formel berechnet: 10D,5=40 ug
RNA/ml. Die Reinheit der RNA wurde bestimmt durch Eeo/Ezs0. Reine RNA ergibt dabei

Werte zwischen 1,8 und 2,0.

4.6.2. Reverse Transkription

Unter der reversen Transkription versteht man die Umschreibung von einzel-
strangiger RNA zu komplementarer DNA (cDNA). Anhand der cDNA kann in der Real-time
PCR die Expression verschiedener Gene analysiert werden. Zunachst werden von den RNA
Proben Konzentrationen von 500 ng/8 ul hergestellt. Vorhandene DNA wird durch Zugabe
von 1 pl DNasel und 1 pl 10x Reaktionspuffer DNasel und anschlielender Inkubation von 15
Minuten bei Raumtemperatur verdaut. 1 ul 25 mM EDTA stoppt die Reaktion. Es folgt eine
Inkubation von 15 Minuten bei 65°C. Flr die reverse Transkription wird folgender Ansatz pro

Probe verwendet:
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Komponente Volumen

10x RT-Puffer 2 ul

dNTP Mix 2 ul

Oligo-dT Primer 2 ul

RNAse Inhibitor 1 ul (Stock: 1:4 in 1x RT Puffer)
Omniscript RP 1l

H,0 1ul

Die Komponenten sind im Omniscript RT Kit enthalten.

Die 9 pl aus dem Master Mix werden zur RNA hinzugegeben und die Transkription findet
in 60 min bei 37°C statt. Die dann synthetisierte cDNA (20 ul) wird mit 130 ml dH,0
aufgefillt und bei -20°C gelagert und kann fiir die quantitative Real-time PCR verwendet

werden.

4.6.3. Quantitative PCR (Real-time PCR)

Mittels einer quantitativen Real-time PCR ist es moglich definierte DNA-Abschnitte zu
amplifizieren und gleichzeitig quantitativ das PCR-Produkt zu analysieren. Durch den
fluoreszierenden Farbstoff SYBR GreenEr® ldsst sich der Ablauf der PCR in Echtzeit
darstellen. SYBR GreenEr® interkaliert in dsDNA wodurch ein Fluoreszenzsignal produziert
wird, welches proportional zur vorhanden Menge an dsDNA ist. Die Amplifizierung der DNA
sollte unter optimalen Bedingungen logarithmisch ablaufen, was anhand des ansteigenden
fluoreszierenden Signals dargestellt werden kann. Fiir die Generierung von Real-time Daten
wird SYBR GreenEr® gPCR SuperMix (Invitrogen) nach Anleitung verwendet. Die Ansatze pro

Probe setzen sich wie folgt zusammen:

Komponente Volumen
SYBR GreenER® 12,5 ul
Primer sense 0,5 ul

Primer antisense 0,5 ul

H,0 6,5 ul

cDNA 5ul
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Die Real-time PCR wird in einem 7300 Real-time PCR System (Applied Biosystems)
durchgeflihrt. Die Daten werden mit der SDS Software Version V1.3.1 (Applied Biosystems)
ausgewertet. Als interner Standard wird die Expression von GAPDH gewahlt und bei jeder
Reaktion fiir jede Probe gemessen. Jede Probe wird in Doppelbestimmung gemessen. Fiir die
relative Analyse wird die Zielgen/GAPDH ratio (Ct) mit der Zielgen/GAPDH ratio (Ctgappn) VOn
Nullkontrollen abgeglichen. Die relative Genexpression wird nach der 2-*Ct Formel

berechnet. Dazu wird AACt nach folgender Formel berechnet:

AACt = ACt (Probe) — ACt (Kontrolle)

Von diesen Werten werden die 2-*2Ct Werte berechnet und als x-fache Induktion der mRNA

Expression des entsprechenden Gens im Vergleich zu den Nullkontrollen gewertet.

Zielgen Primer Sequenz in 5°-3"-Orientierung

HGF HGF-sense CCT GTC AGC GTT GGG ATT C
HGF-antisense CTCGGATGT TTG GGT CAG TGG

Schritt Temperatur Dauer Sprung Zyklus

Initiierung 56°C 2 min.

Aktivierung 95°C 10 min.

Denaturierung 95°C 15 sec.

Annealing/Amplifizierung  58-60°C 1 min. 2 40

Denaturierung 95°C 15 sec.

Annealing 60°C 30 sec. Schmelzkurve

Denaturierung 95°C 15 sec.
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4.7. Immunhistochemie

Immunhistologische Untersuchungen sowie die Farbung von Kollagen mit Sirius Rot
werden auf entparaffinisierten Gewebeschnitten durchgefiihrt. Das in Formaldehyd (3,5%)
fixierte Gewebe wird dazu vorher dehydriert und dann in Paraffin eingebettet. Die am
Mikrotom hergestellten Schnitte werden vor Beginn der jeweiligen Farbung Gber Nacht bei

37°C gebacken um die Schnitte zu fixieren.

4.7.1. H&E Farbung

Die Hamatoxylin/Eosin Farbung (H&E) dient vor allem der Ubersicht {ber einen
Gewebeschnitt und ldsst verschiedene Krankheitsbilder an der Gewebestruktur erkennen.
Zur Entparaffinisierung werden die 2 um dicken Schnitte zunachst 10 Minuten in Xylol
inkubiert und anschlieRend einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70%, H,0)
ausgesetzt. In Hamalaun werden die basophilen Strukturen, also die Zellkerne, angefarbt
und anschlieBend unter warmem flieBendem Wasser sichtbar gemacht (blduen). Die
folgende Behandlung in Eosin farbt das Zytoplasma. Eine aufsteigende Alkoholreihe und am

Ende Xylol beenden die Farbung. Eingedeckelt wird mit Vitroclud.

4.7.2. Kollagenfiarbung mit Sirius Rot

Mittels Sirius Rot werden Kollagenhaltige Strukturen auf Paraffinschnitten angefarbt.
Das Gewebe wird in 5 um dicke Schnitte geschnitten und iber Nacht bei 37°C gebacken. Eine
Xylolbehandlung sowie eine Behandlung in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffinisiert
den Gewebsschnitt. Dann werden die Schnitte 1 Stunde in 0,1%-iger Sirius-Rot Ldsung
inkubiert. Die Farbung wird mit 0,01 m HCl in 2 Minuten abgestoppt. Nachdem die Schnitte
in H,O gespiilt werden folgt eine aufsteigende Alkoholreihe und anschlieRend eine Xylol

Behandlung. Mit Virtoclud wird eingedeckelt.

Sirius Rot Lésung

0,2g Sirius-Rot auf 200ml Pikrinsaure
pH2

Die Schnitte werden im Mikroskop unter polarisierendem Licht fotografiert.
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4.8. Immunfluoreszenzfirbung

Um verschiedene Strukturen bzw. bestimmte Epitope auf Zelloberflachen anzufarben
und kenntlich zu machen bietet sich die Immunfluoreszenzfarbung an. Aus Gewebe werden
5 um dicke Kryoschnitte vorbereitet, die bei -20°C fir 2 Wochen gelagert werden kdnnen.
Allen Immunfluoreszenzfarbungen ist gemein, dass die Schnitte zundchst 2 Stunden bei
Raumtemperatur trocknen mussen. Die Fixierung erfolgt tber eiskalten Aceton oder 4%-iges
PFA. Um ein Ablaufen der Antikorper vom Objekttrager zu verhindern, werden die Schnitte
mit einem Fettstift umrandet und unabhdngig der Temperatur, stets in einer feuchten
Kammer, um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern, inkubiert. Waschschritte dauern,
soweit nicht anders angegeben, 3 x 10 Minuten in PBS oder TBS-T. Unspezifische
Bindungsstellen werden (iber einen separaten Blocking-Schritt mit BSA, Ziegen- oder Maus-
Serum oder durch Zugabe dieser Reagenzien zu den Antikérperverdiinnungen geblockt. Der
Erstantikorper bindet spezifisch an das gewiinschte Epitop, wahrend der Zweitantikoérper
spezifisch an den Erstantikérper bindet und mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist.

Fotografiert werden die Schnitte mit Axiovision Imager Z1 (Zeiss). Die Bearbeitung

und Auswertung erfolgt mit der Software Axiovision 4.4 (Zeiss). (Siehe Kapitel 4.12.1).

4.8.1. Humanes alpha 1-Antitrypsin (hAAT) Farbung

Der Nachweis des Markerproteins hAAT, das von transplantierten Spenderzellen und
daraus entstandenen Zellen exprimiert wird, wird auf Gewebeschnitten nach einem
Standard-Protokoll durchgefiihrt und kann mit verschiedensten weiteren Farbungen

kombiniert werden.

e Aceton, 10 Minuten auf Eis

e Rehydrieren in PBS, 5 Minuten

e Waschen in H,0, 2 Minuten

e Waschen in TBS-T

e 1. Antikorper: Anti-al-anti Trypsin (Fitzgerald), 1:200 in TBS-T mit 0,2 % BSA, 1h
bei RT

e Waschen in TBS-T
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2. Antikorper: Alexa Fluor 594 donkey anti rabbit, 1:200 in TBS-T mit 0,2 % BSA,
1h bei RT, abgedunkelt

Abgedunkelt waschen in TBS-T

Eindeckeln mit Vectashield mounting medium mit Dapi

Lagerung etwa 2 Wochen bei 4°C

4.8.2. BrdU-hAAT Doppelfarbung

Die Analyse proliferierender Zellen und deren Lokalisation erfolgt Uber eine

Doppelfarbung von BrdU und hAAT. Dazu wird den Mausen zwei Stunden vor

Organentnahme 200 pg 5-bromo-2°-deoxyuridine (BrdU) intraperitoneal injiziert. BrdU

inkorporiert in sich gerade in der S-Phase der Mitose befindlichen Zellkerne.
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Aceton; 10 Minuten auf Eis

Lufttrocknen; 7 Minuten

Rehydrieren in PBS; 5 Minuten

2N HCI, 30 Minuten

Neutralisieren mit Natrium-Borat pH8; 9 Minuten

Waschen in H,0; 5 mal

Waschen in PBS

Blocken: 10 % goat-serum und 0,2 % BSA; 1 Stunde bei Raumtemperatur
Waschen; 3x 10 Minuten in PBS

1. Antikorper: BrdU 1:40; hAAT 1:200; in 0,2 % BSA; 1 Stunde bei 37°C
Waschen in PBS

2. Antikorper: Alexa Fluor 488 anti mouse 1:200; Alexa Fluor 594 anti rabbit
1:200; 1 Stunde abgedunkelt inkubieren

Abgedunkelt waschen in PBS

Eindeckeln
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4.8.3. Ki-67- B-Catenin Doppelfiarbung

Eine weitere Methode proliferierende Zellen zu kennzeichnen ist die Ki67 (Kiel 1967)

Farbung. Im Unterschied zur BrdU-Farbung bindet der Antikdrper nicht nur an Zellen, welche

sich in der S-Phase der Mitose befinden, sondern an samtliche sich in der Interphase

befindenden proliferierenden Zellen.

Fixierung, 4% PFA; 15 min bei RT

Waschen in PBS

Blocken: 0,3% TritonX-100, 5% Ziegenserum in PBS; 1 Stunde

1.Antikorper: Ki67 1:100, B-Catenin 1:1000 in 0,3% TritonX-100, 5% Ziegenserum
in PBS; Giber Nacht

Waschen in PBS

2.Antikorper: Alexa Fluor 594 1:200; Alexa Fluor 488 1:200 in PBS; 1 Stunde
Abgedunkelt waschen in PBS

Eindeckeln

4.8.4. TUNEL Farbung

Die TUNEL Farbung (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) dient der

Darstellung apoptotischer Zellen. Die Farbung wird mit dem TUNEL Kit von Roche

durchgefiihrt.
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Fixierung, 4 % PFA; 20 min bei RT

Waschen in PBS

Permeabilisieren in Permeabilisierungslosung; 2 min bei RT
Waschen in PBS; 2x 10 min bei RT

TUNEL Label Mix; 50 ul pro Schnitt; iber Nacht bei 4°C
Abgedunkelt waschen in PBS

Eindeckeln mit Vectashield mounting medium mit Dapi

Lagerung nur 2 Tage bei 4°C
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Zellen.

Permeabilisierungs-Lésung TUNEL Label Mix

Triton-X 100 0,1 % Enzyme Losung 1l
Na-Citrat 0,1% TUNEL Diluent Puffer 9 ul
In PBS TUNEL Label Solution 90 pl

4.8.5. CD4 Firbung

Zur Analyse von Entziindungsprozessen eignet sich eine Farbung von CD4 positiven

Die Auswertung erfolgt Giber die Quantifizierung der positiven Zellen.

Fixierung in 95% Ethanol bei Raumtemperatur; 30 min

Waschen in PBS

Blocken mit 20% Ziegen- oder Mausserum in PBS; 30 min bei RT

Antikorper; direkt gelabelter Antikorper CD4 Alexa Fluor 488 1:100 in PBS mit
1,5% Ziegenserum bei 4°C; Giber Nacht

Abgedunkelt waschen in PBS; 5 min

Eindeckeln

4.8.6. CD11b Farbung

Mit Hilfe des Oberflachenmarkers CD11b lassen werden Neutrophile angefarbt. Die

Auswertung erfolgt durch Quantifizierung der CD11b-positiven Zellsignale.
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Fixierung mit 4%-igem PFA, 10 Minuten

Waschen in PBS/azid, 3x 3 Minuten

Blocken mit 0,2% BSA in PBS/azid; 5 Minuten

1. Antikorper; CD11b 1:100 in PBS/azid mit 1% Mausserum; 45 Minuten
Waschen in PBS/azid; 2x 3 Minuten

Blocken mit 0,2% BSA in PBS/azid; 5 Minuten

2. Antikorper; Cy3 anti rat 1:300 in PBS/azid mit 1% Mausserum
Waschen in PBS/azid; 2x 3 Minuten

Eindeckeln
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4.8.7. F4/80 — hAAT Doppelfarbung

Makrophagen konnen mit der F4/80 Farbung dargestellt werden. Um die Zellen

beziglich der transplantierten Spenderzellen zu lokalisieren, wird eine F4/80-hAAT Doppel-

Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt.

Fixierung; Aceton; 10 Minuten auf Eis

Trocknen; 7 Minuten

Waschen in PBS/azid; 3x 3 Minuten

Blocken; 0,2 % BSA/PBSazid fiir 5 Minuten

1. Antikorper; F4/80 1:100; hAAT 1:200; in PBSazid mit 1% Mausserum

Waschen in PBSazid; 3x 3 Minuten

Blocken; 0,2 % BSA/PBSazid fur 5 Minuten

2. Antikorper; Alex Fluor 488 donkey anti rat 1:300; Alexa Fluor 594 donkey anti
rabbit 1: 200; in PBSazid mit 1 % Mausserum

Waschen in PBSazid; 3x 3 Minuten

Eindeckeln

4.8.8. Collagen — hAAT Doppelfirbung

Erhohte Collageneinlagerungen in das Gewebe sind ein Zeichen fiir strukturelle

Umbaumallnahmen in der Leber. Zur Lokalisation dieser Umbauzeichen in

Spenderzellgewebe oder Empfiangergewebe, wird eine Doppelfarbung von Collagen und

hAAT durchgefihrt.
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Fixierung in Aceton; 10 Minuten auf Eis

Trocknen; 7 Minuten

Rehydrieren in PBS; 5 Minuten

Blocken in 5 % goat Serum und 0,3 % Triton-X in PBS; 30 Minuten

1. Antikorper; Collagen 1:250 in 5 % goat Serum und 0,3 % Trition-X in PBS; 90
Minuten bei Raumtemperatur

Waschen in PBS

2. Antikorper; Alexa Fluor 488 anti rabbit 1:200 in PBS

Waschen in PBS
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1. Antikorper; Anti-ol-anti Trypsin 1:200 in PBS mit 0,2 % BSA; 1 Stunde bei
Raumtemperatur

Waschen in PBS

2. Antikorper; Alexa Fluor 594 donkey anti rabbit 1:200 in 0,2 % BSA/PBS; 1
Stunde

Waschen in PBS

Eindeckeln

4.8.9. a-SMA - Fdrbung

Aktivierten Sternzellen verlieren durch ihre Aktivierung ihre Funktion als Vitamin A

Speicher und beginnen mit der Synthese von extrazellulare Matrix sowie Collagen. Mit Hilfe

der a-SMA Farbung lassen sich diese Strukturen immunfluoreszent anfarben.

Fixierung fir 10 Minuten in eiskaltem Aceton (-20°C)
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Waschen in TBS-T

Permeabilisieren in 0,1% Triton in 0,1% NaCitrat/TBS-T fur 2 Minuten

Waschen in TBS-T

Blocken in 3% BSA/TBS-T bei RT

Waschen in TBS-T

Antikorper: a-SMA in 05% BSA/TBS-T bei 37°C fiir 1 Stunde

Waschen in TBS-T

2. Antikorper: Alexa Fluor 488 goat anti mouse 1:500 in 0,5% BSA/TBS-T fur 1

Stunde bei RT

Abgedunkelt waschen in TBS-T

Eindeckeln
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4.9. ELISA-Serum Enzyme-linked Immunosorbend Assay

Der Nachweis des Markerproteins hAAT, welches von transplantierten Zellen
exprimiert wird, geschieht mittels eines ELISAs. Dazu werden den Mdusen zunachst etwa 10
Tropfen Blut retro-orbital entnommen und bei 10.000 g 10 Minuten zentrifugiert. Das Serum
im Uberstand kann bei -20°C gelagert werden. Fiir den Nachweis von hAAT in diesem Serum
werden zundchst ELISA Module (Nunc F16 maxisorp immuno module, Nunc) beschichtet. In
diesem Schritt binden 50 ul des primaren Antikdrper (anti-human-o-1-Antitrypsin, Sigma) in
einer Verdiinnung von 1:1000 in coating-Puffer 1 Stunde bei 37°C an den Boden der wells.
AnschlieBend werden die wells mit 180 ul TBS-T 4 Mal gewaschen. Durch eine einstiindige
Inkubation von 100 upl 5%-iger Magermilch in TBS-T bei Raumtemperatur werden
unspezifische Bindungsstellen geblockt. Im Anschluss wird die Serumprobe in
unterschiedlichen Verdiinnungen (1:100 bis 1:10.000.000) in 5%-iger Magermilch flr 2
Stunden bei Raumtemperatur in die wells gegeben. Nachdem die wells erneut gewaschen
werden, gibt man 50 ul des zweiten Antikdrpers pro well an das Antigen. Die Inkubation
betragt fiir diesen Schritt eine Stunde bei Raumtemperatur. Fiir die Entwicklung des ELISAs
werden die wells 6-mal mit 180 ul TBS-T gewaschen. Eine TMB-Tablette wird in 10 ml Citrat-
Phosphatpuffer gelost und mit 3 ul H,0O, aktiviert. 50 ul dieser Entwicklerlésung werden in
jedes well gegeben. Proben mit hoher hAAT-Konzentration verfarben sich blau. Um die
Reaktion nach etwa 2 Minuten abzustoppen werden pro Probe 50 pl 2N H,SO4
hinzugegeben. Die Proben verfarben sich jetzt gelb. Die Absorption wird bei 450 nm
gemessen. Als Standard wird der Calibrator 4 von 100 pg bis 1,56 pg verwendet. Die
Auswertung erfolgt anhand der Standardkurve. Es werden nur Werte verwendet deren
Extinktionswerte im exponentiellen Anstieg der Standardkurve liegen. Deshalb werden die
Proben in Verdiinnungen von 1:100 bis 1:1.000.000 gemessen.

Als Basiswert fur den Anstieg des hAAT-Levels im Serum wird der hAAT-Wert ein Tag

nach HT gewahlt und als 1 definiert.

Coating-Puffer Citrat-Phosphat-Puffer TBS-T

NaHCO; 0,1M Na-Citrat 0,1M 1 M Tris pH7,5 50ml
Na,CO; 0,1M pH 4,5 NaCl 5,84g
pH 9,5 Tween20 0,5ml

ad 1 Liter H,0
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4.10. Proteinbiochemische Methoden

4.10.1. Proteinisolierung aus Lebergewebe

Etwa 2mm? tiefgefrorenes Lebergewebe wird in Proteinextraktions-Puffer mit Hilfe
eines Morsers homogenisiert. Das Homogenat wird fiir 10 Minuten bei 12000 g bei 4°C
zentrifugiert. Die Konzentration der Proteine, welche sich im Uberstand befinden wird per

Bradford assay bestimmt. Die Proteine kénnen bei -80°C gelagert werden.

Proteinextraktions-Puffer

NaCl 3 M 2,5ml
EGTA 0,01 M 5 ml

EDTA pH8 0,5 M 100 pl
NaH,PO; 1 M 500 pl
TrispH7,5 1M 1ml

NaF 1 M 100 pl
TritonX-100 500 pl
PMSF 0,1 M(in ETOH) 500 pl

Proteinase Inhibitor Tablette 1
Orthovanadat 1 M 50 pl
ad 10,25 ml

4.10.2.Bradford assay

Mit der Bradford Methode lasst sich der Proteingehalt in Proben bestimmen. Die
Methode basiert auf der Bindung von Commassie brilliant Blau an Proteinkomplexe und der
darauf folgenden Verschiebung des Absorptionsspektrums (Bradford 1976). Die Messung
erfolgte mit BioRad Reagenzien nach Vorgabe. Die Standardkurve wurde mit BSA hergestellt.
Zu 798ul der 1:5 verdiinnten Farbelosung werden 2 pl der isolierten Proteine gegeben,
gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption wird bei 595 nm

gemessen. Die gemessenen Proteinwerte werden mit der Standardkurve aus BSA berechnet.
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4.10.3. Western Blot

Die aus Lebergewebe gewonnenen Proteine werden zur Probenvorbereitung mit
einem Uberschuss an SDS versetzt und fir 10 Minuten auf 95°C erhitzt. AnschlieRend
werden 50 ug jeder Probe auf das Sodium dodecyl sulphate (SDS) Gel aufgetragen nach der
bewahrten Methode nach Laemmli (Laemmli 1970). Die Auftrennung der Proteine per
Elektrophorese erfolgt bei 25 mA fiir eine Stunde. Danach werden die Proteine mittels Wet-
Blot fir 90 Minuten auf eine Polyvinyl-fluorid Membran transferiert. Der Proteintransfer
wird mittels einer Ponceau-Farbung getestet. Dazu wird die Membran 1 Minute in Ponceau-
Rot Farbung geschwenkt, der Proteintransfer begutachtet und anschlieRend unter
flieRendem Wasser wieder entfarbt. Zum Blocken unspezifischer Bindungen wird die
Membran fiir eine Stunde in 5% Magermilchpulver in TBS-T geschwenkt. Die Inkubation des
ersten Antikorpers erfolgt in TBS-T Uber Nacht bei 4°C. Die Membran wird 2 Mal fir 10
Minuten in TBS-T gewaschen und anschliefend fiir 1 Stunde im 2. Antikdrper in TBS-T
inkubiert. Vor der Proteindetektion wird die Membran erneut 2 Mal fir 10 Minuten in TBS-T
gewaschen. Darauf folgt die Inkubation mit ECL (enzymatische Chemilumineszenz) fiir 2

Minuten. Die Entwicklung erfolgte auf Rontgenfilmen.
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Transferpuffer Transferpuffer (Stocklésung)
10x Stock 100 ml Tris 24,4 ¢
Methanol 200 ml Glycin 112,6 g

ad 1L dH,0 ad 1L dH,0

Sammelgel Trenngel (10%)

Puffer A 7.5 ml Puffer B 14,8 ml

Acrylamid 4.5 ml
APS (10 %) 225 ul

TEMED 15 pl
ad 18 ml dH,0
Puffer A

Tris HCL 46 g
SDS 2g

pH 6,8 ad 100 ml dH,0

Acrylamid 16,7 ml
APS (10%) 300 pl
TEMED 30 ul
ad 18,5 ml dH,0

Puffer B
Tris HCL 16,5
SDS 2g

pH 8,8 ad 100 ml dH,0
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4.11. Zellkulturarbeiten

4.11.1. Allgemeine Zellkulturarbeiten

Arbeiten sowohl mit primdren Zellen als auch mit Zellkulturen werden unter einer
Sterilbank durchgefiihrt. HEK293 Zellen, die in spateren Schritten mit Adenoviren infiziert
werden sollten, wurden unter S1-Bedingungen in einem Inkubator mit 5Vol% CO,-Anteil bei
einer Temperatur von 37°C gezlichtet, und erst zur eigentlichen Arbeit mit Adenoviren in ein
S2-Labor gebracht. Das verwendete Zellkulturmedium besteht aus DMEM-high-Glucose
Medium (Gibco) mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin. Die Zellen werden auf 10 cm
Zellkulturplatten gezlichtet und vermehrt. Die Vermehrung der Zellen erfolgt durch Splitten
der vorhandenen Zellen. Dazu werden die Zellen in der Petrischale unter dem Mikroskop
betrachtet und abgeschatzt in welchem Verhaltnis sich die Zellen am effektivsten splitten
lassen. Ublicherweise wurde im Verhiltnis 1:5 gesplittet. Das Medium wird abgesaugt und
die Zellen mit etwa 10 ml PBS gewaschen. Dann wird 1 ml Trypsin auf die Zellen gegeben
und diese etwa eine Minute bei 37°C inkubiert. Dadurch I6sen sich die Zellen vom
Schalenboden ab. Dazu gibt man 4 ml supplementiertes Medium, homogenisiert die Zellen
durch auf- und abpipettieren und gibt davon je 1 ml in eine neue Zellkulturschale, in die
bereits 9 ml Medium vorgelegt wurde. Durch vorsichtiges auf- und abschwenken verteilen
sich die Zellen gleichmaRig in der Schale. Meist sind die Zellen nach 48 Stunden bis zu

100%iger Konfluenz gewachsen, so dass erneut gesplittet werden kann.

4.11.2. S2 Zellkulturarbeiten mit Adenoviren

Fir die Arbeit mit Adenoviren werden die Zellkulturschalen in einen eigens flr S2-
Arbeiten eingerichteten Raum transferiert und hier in einem Inkubator gehalten. Fir die
Praparation der Adenoviren wurden HEK293 Zellen verwendet. DreiBig 10cm Platten wurden
bis zu 100% iger Konfluenz wachsen gelassen und dann infiziert. Die Infektion erfolgt durch
Zugabe von 10 ul Virusstock pro Schale. Der Virusstock mit dem NK4-Uberexprimierenden
Adenovirus wurde uns von Danielle Heideman (University Medical Center, Amsterdam,
Niederlande) zur Verfigung gestellt. Der Virusstock wird dazu vorher mit 2% FCS
Mangelmedium auf ein Volumen von 10ml gebracht und, die dann pro Schale dazugegeben

werden. Die Zellen werden bei 37°C im Brutschrank solange inkubiert bis der zytopathische
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Effekt unter dem Mikroskop sichtbar wird. In der Regel dauert das etwa 24 Stunden. Dann
werden die Zellen durch Auf- und Abpipettieren des Mediums in der Zellkulturschale
vorsichtig abgeldst und in 50 ml GefalRe Uberfiihrt. Die Zellen werden bei 200 rpm und 4°C
fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, die Pellets in 2 ml PBS
aufgenommen und vereinigt. Das AufschlieBen der Zellen erfolgt Gber eine dreimalige
Wiederholung von schnellem Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff und anschlieRendem
Auftauen bei 37°C im Wasserbad. Anschliefend werden die aufgeschlossenen Zellen bei 200
rpm und 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand gesammelt, das Pellet erneut in 2 ml
PBS aufgenommen und der Uberstand mit dem vorherigen Uberstand vereinigt. Um das im
Uberstand enthaltene Virus aufzureinigen werden 4 ml des Uberstandes auf einen Cisium-
Chlorid Gradienten (3,5 ml Casiumchlorid 1,2 tber 3,5 ml Casiumchlorid 1,4) geladen. Durch
Ultrazentrifugation bei 4°C und 27500 g wird das Virus aufgereinigt. Dabei entstehen zwei
sichtbare Banden von denen die untere und dickere das Virus enthdlt und durch einstechen
des Rohrchens mit einer Spritze abgezogen wird. Die Viruslosung wird mit 1 Vol 2x
Lagerungspuffer versetzt und kann so bei -20°C gelagert werden.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt Gber die Messung der Optischen Dichte (OD)
bei 260 nm. Eine OD von 1,0 entspricht dabei 10* viralen Partikeln/ml. Bei einem Titer von
4x10™ bendtigt man 50 pl fir eine 80%ige Transduktion der Leber. Vor der Injektion in die
Mause wird durch Dialyse ein Austausch des Lagerungspuffers des Virus gegen ein
physiologisches Medium durchgefiihrt. Das Virus wird dazu in einen beidseitig
verschlieBbaren Dialyseschlauch gefiillt und Giber Nacht gegen Dialysepuffer dialysiert.

Die Injektion erfolgt tiber die Schwanzvene.
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CsCl>-Gradient

Dichte 1,2g/ml: 13,25 g CsCl, Dichte 1,4g/ml: 26,75 g CsCl,
0,5 ml 1M Tris pH7,5 0,5 ml Tris pH7,5
ad 50 ml dH,0 ad 50ml dH,0
2x Lagerungspuffer Dialysepuffer
1M Tris pH8,0 100 pl 1M Tris pHS8,0 20 ml
5M NaCl 200 pl 1M MgCl, 2ml
1M MgCl, 10 pl 5M NaCl 56 ml
Glycerol 5ml
H,0 4,69 ml

Frisch zusetzen 10% BSA 100 ul

Sterilfiltrieren

4.12. Analysen

4.12.1. Auswertungen von Immunfluoreszenzgefarbten Kryoschnitten

Samtliche Fluoreszenzfarbungen wurden am Mikroskop (lamger Z.1) der Firma Zeiss
mikroskopiert und mit der Software AxioVision als Bild aufgenommen. Wurden bestimmte
Zelltypen angefarbt, erfolgte die Auswertung durch Auszahlen der positiven Zellen (BrdU-,
TUNEL-, Ly6G-, F4/80-, CD11b-, CD4-Farbungen). Die Anfarbung von fibrillaren Strukturen (o.-
Sma, Collagen) wurde bei den verschiedenen Proben unter gleicher Belichtungszeit am
Mikroskop aufgenommen. Die Auswertung erfolgte densitometrisch mit der Software
Image) 37.1c. Dabei wurde ein farbbasierter Schwellenwert fiir das positive Signal festgelegt

und das Programm berechnet die Prozentzahl des fiir dieses Gesichtsfeld positiven Signals.

4.12.2. Statistische Analysen

Die Werte werden mit der durchschnittlichen Standardabweichung prasentiert,
welche mit MS Excel (2007) berechnet wurde. Signifikanzen wurden mittels des T-Tests
zweiseitig und unpaarig berechnet. Daraus berechnete Werte, die kleiner als 0,05 waren

wurden als signifikant bezeichnet.
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5. Ergebnisse

5.1. Transplantation und Integration adulter Hepatozyten in der Leber

Zur erfolgreichen Durchfiihrung von Hepatozytentransplantations-Experimenten
muss zundchst ein etabliertes Operations- und Behandlungsprotokoll zur Verfligung stehen.
Die Transplantation adulter Hepatozyten in unbehandelte gesunde Empfanger fuhrt in der
Regel nicht zu einer konstanten Ansiedlung und Integration dieser in das Empfanger-
Lebergewebe. Vielmehr missen Bedingungen geschaffen werden, die den transplantierten
Spenderhepatozyten einen Selektionsvorteil bieten. Dazu wurden die Empfangertiere einem
bereits etablierten Konditionierungsprozedere unterzogen. Dieses besteht aus
Gammabestrahlung (12Gy) mit anschlieBender Knochenmarkstransplantation, der
zweimaligen Injektion von Retrorsine sowie einer 2/3 Hepatektomie (PH) der Leber. Die
Bestrahlung sowie die Gabe von Retrorsine flihren zu einer Inhibierung der Proliferation
residenter Leberzellen. Durch die darauffolgende PH wird in der Leber ein
Proliferationsstimulus ausgeldst. Die Transplantation von 1x10° Spenderhepatozyten Uber
die Milz erfolgte 48 Stunden nach PH. Als Spendermause wurden Mause verwendet, die
transgen sind fiir das humane alpha 1-Antitrypsin (hAAT), welches unter einem alpha 1-
Antitrypsin Promoter - und somit ausschlieBlich in den Hepatozyten - exprimiert wird. Der
durch die PH gesetzte Proliferationsreiz kann von diesen transplantierten Spenderzellen

ausgenutzt werden.

Bestrahlung und Partielle Hepatektomie (PH) Analyse der Serum-
ShE Kontrollzeitpunkt t, hAAT Werte
2 Wochen 2 Wochen 2Tage  2Tage 12 Wochen

\ / Hepatozyten-
transplantation

Abbildung 5.1: Experimentelles Design.

Die Vorbereitung der Empfangermause beginnt vier Wochen vor der eigentlichen
Transplantation mit einer Ganzkorperbestrahlung mit 12 Gy sowie einer
anschlieenden Knochenmarkstransplantation. Im Abstand von 2 Wochen wird den
Mausen zweimalig der Proliferationshemmer Retrorsine i.p. verabreicht. Die
Resektion von 70% der Leber setzt einen Proliferationsstiumulus frei, der 48 Stunden
spater durch transplantierte Spenderhepatozyten ausgenutzt werden kann.
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Es wurde zundchst untersucht, in welchen Organen sich die transplantierten
Hepatozyten wenige Stunden nach der Transplantation (iber die Milz befinden, und wo sie
sich eventuell schon beginnen anzusiedeln, ein Effekt, der auch als homing bezeichnet wird.
Als Empfangertiere wurden Wildtyp (WT) Tiere verwendet. Die Spendertiere sind transgen
fiir das Markerprotein hAAT. Fir die Untersuchungen wurden 2, 24, 48 und 72 Stunden nach
der Hepatozyten-Transplantation (HT) Blut, Leber, Milz, Lunge und Niere entnommen und
immunhistochemisch (hAAT-Immunfluoreszenz-Farbung), bzw. immunologisch (ELISA) auf
das Markerprotein hAAT hin untersucht.

Die Ausbreitung der Spenderhepatozyten wurde anhand des Gehaltes des
sezernierten Markerproteins hAAT im Blut mittels ELISA gemessen. Die Messung des Serum-
hAAT Gehaltes ergibt signifikant steigende Konzentrationen des Spenderzellmarkers mit
fortschreitender Zeit nach HT (Abb. 5.2A). Ein erhdohter Serum-hAAT Wert korreliert mit der
Anzahl an Zellen, welche von Spenderzellen abstammen. Die Lokalisation der hAAT-
exprimierenden Zellen erfolgte auf Gefrierschnitten durch immunhistochemische
Fluoreszenzfarbung des Markerproteins hAAT in allen vier entnommenen Geweben und zu
jedem der vier Zeitpunkte. Diese zeigte, dass in der Milz 2 Stunden nach HT hAAT(+) Zellen
nachgewiesen werden kénnen. Mit groRerem zeitlichen Abstand zur HT verringerte sich die
Zahl an hAAT(+) Hepatozyten in der Milz jedoch rasch. Lunge und Niere konnten zu keinem
der untersuchten Zeitpunkte hAAT-positive Zellen aufweisen. In der Leber liel sich mit
steigendem zeitlichem Abstand nach HT eine erhéhte Zahl an hAAT-exprimierenden Zellen

erkennen (Abb. 5.2B).
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Abbildung 5.2: Repopulation der Leber nach Hepatozytentransplantation.

Wildtyp Empfangermause wurden mittels Bestrahlung, anschlieBender KMT, sowie
durch die Behandlung mit Retrorsine und der Durchfiihrung einer 2/3 PH
konditioniert. A: Nachweis des Spenderzellmarkers hAAT im peripheren Blut mittels
ELISA. B: Immunfluoreszenz-Farbung des Spenderhepatozytenmarkers hAAT in Milz,
Niere, Lunge und Leber (rot: hAAT(+) Zellen; blau: Kernfarbung mit DAPI).
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5.2. Analyse der Rolle von c-Met bei der Ansiedlung und Proliferation
transplantierter Hepatozyten

Ziel dieser Untersuchung ist es Mechanismen, welche der Leberrepopulation im
Rahmen von Hepatozytentransplantationen zugrunde liegen, naher zu charakterisieren.
Dabei soll vor allem die c-Met-abhdngige in vivo Repopulation der Spenderzellen
Gegenstand der Untersuchungen sein.

c-Met defiziente (c-Met“""®) und WT (c-Met'™*/"*") Empfiangermiuse wurden vor der
Hepatozytentransplantation konditioniert. Die Konditionierung bestand aus einer inititalen
Leberschadigung durch Bestrahlung (12 Gy) und anschlieBender Knochenmarks-
Transplantation (KMT). Die zweimalige Behandlung mit Retrorsine und die Durchfiihrung
einer PH fuhren zu gehemmter Proliferation residenter Zellen sowie der Induktion eines
Proliferationsstimulus flr transplantierte Zellen. Die intraspleenische Hepatozyten-
transplantation erfolgte 48 Stunden nach PH. Die Messung der Ansiedlung transplantierter
Hepatozyten anhand des Serum-hAAT Wertes wurde mittels ELISA durchgefihrt. Das
Expressionsniveau des Markerproteins hAAT im Blut 24 Stunden nach HT wurde als
Basiswert (1) definiert. Die hAAT-Expressionswerte weiterer Zeitpunkte wurden individuell

auf den Basiswert pro Versuchsgruppe normiert.

5.2.1. c-Met in Donorhepatozyten ist essentiell fiir eine erfolgreiche Repopulation

Zunachst wurde die Rolle des c-Met Rezeptors in Donorhepatozyten untersucht. Es
wurden c-Met-defiziente, hAAT-transgene Spenderhepatozyten (c-Met“"*?/hAAT(+)) in
konditionierte c-Met™*'*? und c-Met*""* Empfingertiere transplantiert. Die folgende
Analyse der Serum-hAAT Expression ergab zu jedem untersuchten Zeitpunkt einen Abfall
unter den Basiswert (Abb. 5.3). Dies trifft auf beide Empfingergruppen (c-Met' ™' c-
MetAhepa) zu. Da die gemessenen Werte konstant unter dem Ausgangsniveau blieben, musste

davon ausgegangen werden, dass es zu keiner Repopulation in Empfangermausen

gekommen ist.
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5.2.2. c-Met-Defizienz in Empfangertieren begiinstigt positive Selektion von

WT-Spenderzellen

Die Konditionierung durch Bestrahlung, KMT, Retrorsine und PH soll eine positive
Selektion der Donorhepatozyten in der Empfangerleber bewirken und zu einem Anwachsen
mit fortschreitender Repopulation fiihren. Zunachst wurde untersucht, ob ein durch dieses

Konditionierungsprotokoll ausgeléster Selektionsdruck ausreichend fiir eine erfolgreiche

loxP/loxP loxP/loxP

Repopulation ist. Dazu wurden c-Met /hAAT(+) Donorhepatozyten in c-Met
Empfanger nach vorangegangener Konditionierung transplantiert. Die Messung des Serum-
hAAT Wertes ergab zwolf Wochen nach Transplantation einen 12-fachen Anstieg zum
Basiswert. Dies zeigt, dass die Vorbehandlung zu einem ausreichenden Selektionsdruck
fuhrt, welcher auf die Spenderzellen wirkt.

Wie in 5.2.1 gezeigt wurde, hat das Fehlen des c-Met Rezeptors in Donorhepatozyten
einen negativen Einfluss auf eine mogliche Repopulation. Deshalb fiihrte der nachste Schritt
dazu, den Einfluss des c-Met Rezeptors in Empfangertieren auf den Repopulationserfolg zu

Ahepa

untersuchen. c-Met Mause wurden nach vorangegangener Konditionierung mit c-

Met'™?'*P/hAAT(+) Spenderhepatozyten transplantiert. Die Analyse ergab einen 250-fachen
Anstieg des Serum-hAAT Gehaltes zwolf Wochen nach HT. Dies ist ein mehr als 20-fach

loxP/loxP

hoherer Anstieg verglichen mit c-Met Empfangertieren zu (Abb. 5.3).
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Abbildung 5.3: Ansiedlung transplantierter Spenderzellen im Empfingergewebe.

Die Hepatozytentransplantation (HT) erfolgte durch c-Met™"'®/hAAT(+) und c-
Met*"®P2/hAAT(+)Spendertiere in jeweils c-Met'™™'>® und c-Met""** Empfingertiere.
Bestimmung des hAAT Wertes im Serum mittels ELISA zu verschiedenen Zeitpunkten
nach HT. Basiswert ist der Mittelwert der Serum-hAAT Werte 24h nach HT aus den
Tieren der entsprechenden Gruppe. Die gemessenen Serum-hAAT Werte der
spateren Zeitpunkte wurden auf den 24 Stunden-Wert normiert.

Die Korrelation zwischen einem erhdhten Serum-hAAT Gehalt und der Ausbreitung
der Spenderhepatozyten in der Empfangerleber wurde durch eine Immunfluoreszenzfarbung
des Markerproteins hAAT bestatigt. Es zeigten sich mehr fluoreszenzmarkierte hAAT-positive
Zellen in c-Met*"P Miusen verglichen mit c-Met'™”'™? Empfingertieren (Abb. 5.4A). Die
clusterformige Anordnung der Spenderhepatozyten erlaubte eine Quantifizierung hAAT-
positiver Spenderzellbereiche mit Hilfe der Software Axiovision. Die Auswertung ergab vier

AhePa Tiaren.

Wochen nach HT bereits eine signifikante Erhéhung um das 5-fache in c-Met
Zwolf Wochen nach HT wiesen c-Met""*™ Tiere die 10-fache Fliche an hAAT-exprimierenden

Zellbereichen auf (Abb. 5.4B).
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Abbildung 5.4: Verstirkte Repopulation in c-Met""*"* Tieren.

A: Immunfluorenzenzfarbung transplantierter Hepatozyten durch den Spenderzell-
marker hAAT (rot: hAAT(+) Zellen; blau: Kernfarbung mit DAPI). B: Quantifizierung der
Fluoreszenzfarbung durch Ausmessung der hAAT(+) Bereiche mit der Software
Axiovision.

5.2.3. Die Deletion des c-Met Rezeptors ist ausreichend fiir eine positive Selektion

der Spenderhepatozyten

Wie bisher gezeigt werden konnten, spielt der HGF Rezeptor c-Met eine essentielle
Rolle bei der in vivo Repopulation im Modell der Hepatozytentransplantation. Im Folgenden
sollte geklart werden, inwieweit die Konditionierung der Empfangertiere durch Bestrahlung,
KMT, Retrorsine und PH Einfluss auf den Repopulationserfolg durch Spenderhepatozyten
nimmt. Die Hepatozytentransplantation erfolgten jeweils vier Wochen nach Bestrahlung. Die
Repopulation wurde durch Messen des Serum-hAAT Wertes sowie durch

Immunfluoreszenzfarbung hAAT-positiver Zellen vier und zwolf Wochen nach HT gemessen.
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loxP/loxP Ahepa

Zunachst wurden c-Met und c-Met Maéause mittels lethaler Bestrahlung,
KMT und der Gabe von Retrorsine konditioniert. Das Setzen des Proliferationsstimulus durch
PH wurde in dieser Versuchsgruppe ausgelassen. Die Hepatozytentransplantation erfolgte

loxP/loxP

mit c-Met /hAAT(+) Spenderzellen vier Wochen nach Bestrahlung. Dabei ergab die

Messung der Serum-hAAT Werte ergab einen 50-fachen Anstieg in c-Met*""

Empfingertieren verglichen mit c-Met'>®/1>®

Empfangertieren, bei denen keine erhohten
Serum-hAAT Werte gemessen werden konnten (Abb. 5.5A).

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss der Knochenmarkstransplantation auf
die Repopulation untersucht. Dazu wurden die Empfangertiere mittels abdominaler
Bestrahlung, Retrorsine und PH vorbehandelt. Der Unterscheid zur kompletten
Vorbehandlung besteht in diesem Fall in der Bestrahlung. Hier wurde nicht die komplette
Maus, sondern lediglich der abdominale Bereich, in dem die Leber lokalisiert ist, exklusive
der Extremitaten, bestrahlt. Dadurch wird eine Knochenmarkstransplantation Uberflissig.
Die Blenden der Strahlungsquelle wurden dazu bis auf einen 4 cm breiten Spalt Uber der
Leber zugeschoben, wodurch gewahrleistet wird, dass nur ein definierter Bereich der
Strahlendosis von 12 Gy ausgesetzt ist. Die Mause wurden dazu kurzzeitig narkotisiert. Die
Behandlung mit Retrorsine, sowie die Durchfiihrung der PH und der HT erfolgten nach
Protokoll. Als Spenderzellen wurden wiederum frisch isolierte c-Met'°XP/'°XP/hAAT(+) Zellen
verwendet. Die Repopulationsanalysen zeigten einen signifikanten Anstieg der Serum-hAAT
Werte zwéIf Wochen nach HT in c-Met*"®" Empfangertieren sowie einen Abfall des Serum-

loxP/loxP

hAAT Levels unter den Ausgangswert in c-Met Empfangertieren (Abb. 5.5B).

Die bisherigen Repopulationsanalysen zeigten unter Verwendung verschiedener

Ahepa

Vorbehandlungen jeweils erhohte Leberrepopulation in c-Met Empfangermausen. Daher

wurde im nachsten Experiment untersucht, ob alleine das Fehlen des Rezeptors c-Met

ausreichend ist eine Repopulation durch Spenderhepatozyten auszulésen. Dazu wurden

loxP/loxP Ahepa

c-Met'®"o?/hAAT(+) Spenderzellen in unvorbehandelte c-Met und c-Met

Empfangertiere im Alter von 10-13 Wochen transplantiert. Es zeigte sich ein 12-facher

Ahepa

Anstieg des Serum-hAAT Wertes zwolf Wochen nach HT in c-Met Empfangermausen,

lo®/loxP Empfingertieren kein Anstieg des Serum-hAAT Wertes

wohingegen sich in c-Met
nachweisen liel (Abb. 5.5C).
Im direkten Vergleich der Serum-hAAT Werte 12 Wochen nach HT in den Gruppen,

welche verschiedene Konditionierungen erfahren haben, zeigte sich eine deutlich effektivere
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Repopulation in der Empfangergruppe, welche dem kompletten Konditionierungsprotokoll
ausgesetzt war (Abb. 5.5D).
Im Folgenden wurden daher fir die weiteren Analysen Mduse verwendet, welche

durch Bestrahlung, KMT, Retrorsine und PH konditioniert wurden.
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Abbildung 5.5: HT nach verschiedenen Konditionierungen.
Immunfluoreszenzfarbungen und Serum-hAAT ELISA. A: HT nach Bestrahlung, KMT
und Retrorsine, jedoch ohne PH. B: HT nach Bestrahlung der Leber, wobei
Extremitdten und der Thorax abgeschirmt werden. Tiere wurden zusatzlich mit
Retrorsine-Gabe und PH vorbehandelt C: HT in naive unvorbehandelte Mause.

D: Vergleich der Serum-hAAT Werte zwolf Wochen nach HT unter dem Einfluss der
verschiedenen Vorbehandlungen.

63



Ergebnisse

5.2.4. Proliferationsanalysen in transplantierten Lebern

Weitere Untersuchungen sollen ursachlich klaren welche Mechanismen der erhdhten

Repopulation in c-Met""?

Empfangermdusen zu Grunde liegen. Dabei wichtige zu
untersuchende Punkte sind die Proliferation der Hepatozyten sowie ihre apoptotische
Aktivitat.

Die Rolle der Zellproliferation als einer der Hauptaspekte der Leberregeneration
wurde mittels BrdU-Inkorporation untersucht. Das Thymidin-Analogon Bromdesoxyuridin
(BrdU) wird wahrend der S-Phase des Zellzyklus anstelle von Desoxythymidintriphosphats in
die neu synthetisierte DNA eingebaut. Inkorporiertes BrdU kann dann durch entsprechende
Antikorper auf Kryo- oder Paraffin- Gewebeschnitten sichtbar gemacht werden. So lasst sich
eine Aussage Uber die im Gewebe stattfindende Proliferation treffen.

Die Injektion von 200 pl BrdU i.p. erfolgte 2 Stunden vor der Organentnahme. Aus
kryokonservierten in Tissue Tek eingebetteten Leberstiicken wurden Kryoschnitte gefertigt
und eine Immunfluoreszenzfarbung der BrdU-positiven Zellen durchgefiihrt. Reprasentative
Bereiche der Schnitte wurden unter dem Mikroskop fotografiert (Abb. 5.6A). Die
Auswertung erfolgte durch Zdhlen von BrdU-positiven Zellen in 5-10 Gesichtsfeldern pro
Empfangermaus in einer 100-fachen VergréBerung. Es wurden dabei unbehandelte
Kontrollen mit Proben zum Zeitpunkt der Leberresektion (Ktrl. ty), sowie Gewebe vier und
zwOlf Wochen nach der Hepatozytentransplantation miteinander verglichen. Die
Konditionierung durch Bestrahlung, KMT und Retrorsine-Behandlung fihrte zum Zeitpunkt
der Leberresektion zu einem deutlichen Abfall der DNA Synthese, gleichbedeutend mit einer
geringeren Anzahl an BrdU positiven Zellen. Vier Wochen nach HT war die Anzahl an BrdU-

Ahepa

positiven Zellen deutlich erhéht. In c-Met Empfangertieren konnte dabei signifikant

mehr Proliferation nachgewiesen werden im Vergleich zu Lebern der c-Met™®/'®
Empfangermduse. Zwolf Wochen nach HT hatte die DNA Synthese in beiden
Empfangergruppen deutlich nachgelassen. Jedoch war die Anzahl BrdU-positiver Zellen in c-
Met*"®*® Empfingermausen weiterhin signifikant erhdht im Vergleich zu c-Met™®/®

Empfangertieren (Abb. 5.6B).
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Abbildung 5.6: Proliferationsanalysen mittels BrdU-Inkorporation.

A: BrdU-Immunfluoreszenzfarbung proliferierender Zellen, welches 2 Stunden vor der
Organentnahme i.p. verabreicht wurde. (griin: BrdU(+) Zellen; blau: Kernfarbung mit
DAPI). B: Quantifizierung BrdU(+) Zellen durch Zahlen positiver Signale in einer 100-
fachen VergroBerung. *p<0,05;**p<0,01; ***<0,001.
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Ziel unserer Studien war es eine Repopulation der Leber durch transplantierte
Spenderzellen zu erreichen. Fir die Repopulationsanalysen war es daher interessant den
Ursprung der proliferierenden Zellen zu bestimmen. Da bereits nachgewiesen werden

Ahepa Tiare sowohl vier, als auch zwélf Wochen nach HT eine

konnte, dass Lebern der c-Met
erhohte Proliferation aufweisen, waren die Proben der c-Met defizienten Empfangertiere
Gegenstand der genaueren Analyse von Lage und Herkunft der proliferierenden Zellen. Dazu
wurde eine Doppel-Immunfluoreszenzfarbung von BrdU-positiven Zellen sowie von Zellen,
die das Markerprotein hAAT (humanes alpha 1-Antitrypsin) exprimieren, durchgefiihrt (Abb.
5.7A). Mit dem Software-Programm Axiovision wurde die Fliche der hAAT-positiven
Bereiche, sowie der Bereiche des residenten Lebergewebes berechnet und die BrdU-
positiven Zellen in beiden Bereichen gezahlt. Die Auswertung ergibt die Dichte der BrdU(+)
Zellen pro Flacheneinheit in beiden Bereichen.

Diese Analyse zeigte, dass die transplantierten Spenderhepatozyten vier Wochen
nach HT signifikant mehr proliferierten als Zellen des residenten Empfangergewebes. Zwolf
Wochen nach HT zeigten beide Gewebebereiche gleich viel Proliferation. Dabei proliferierten
c-Met*"" Empfingerleber in beiden Gewebsarealen signifikant mehr (Abb. 5.7B).

Im Weiteren stellte sich die Frage, welcher Zelltyp der vorwiegend proliferierende ist,
und ob sich dabei Unterschiede feststellen lassen, zu welchem Zeitpunkt nach HT die
Proliferation untersucht wird. Dazu wurde eine immunhistochemische Farbung der BrdU
positiven Zellen durchgefiihrt, die mit dem Substrat DAB anstatt mit einem
fluoreszenzmarkierten Antikorper entwickelt wurde. Das erlaubt unter dem Lichtmikroskop
eine Beurteilung des Zelltyps. Um eine moglichst groRe Zeitspanne zu untersuchen wurden
die Zeitpunkte 48 Stunden und zwd6lf Wochen nach HT betrachtet. Morphologisch betrachtet
zeigte sich, dass kurze Zeit nach HT sowohl Hepatozyten, als auch andere Zelltypen, wie
Stern- oder Kupfferzellen proliferieren. Zwolf Wochen nach HT proliferierten jedoch
vorwiegend Hepatozyten. Um diese Beobachtung weiter zu verifizieren wurden
Doppelimmun-Fluoreszenzfarbungen des Zellwandmarkers [B-Catenin und des weiteren
Proliferationsmarkers Ki67 durchgefihrt. Auch hier zeigte sich, dass 2 Tage nach HT viele
Zellen von kleinerer GroRe - was auf verschiedenste Zelltypen schlielRen lasst - proliferierten,
wohingegen zwolf Wochen nach HT von der ZellgroBe her, nur die grofReren Zellen -

Hepatozyten - positiv fir Ki67 waren (Abb. 5.7D).
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Abbildung 5.7: Lokalisation der proliferierenden Zellen.

A: Doppelimmunfluoreszenzfarbung hAAT(+) Spenderzellbereiche und BrdU(+)
proliferierender Zellen (rot: hAAT(+); griin: BrdU(+); blau: Kernfarbung mit DAPI) in c-
Met*"*P* M3usen. B: Bestimmung der Dichte proliferierender Zellen in Bereichen, die
aus Spenderzellen hervorgegangen sind im Vergleich zu proliferierenden Zellen im
residenten Empfangergewebe. C: Immunhistochemische Farbung BrdU(+) Zellen zur
Beurteilung des proliferierenden Zelltyps 2 Tage und 12 Tage nach HT. D:
Immunfluoreszente Doppelfarbung von B-Catenin und Ki67 proliferierenden Zellen.
(grun: B-Catenin; rot: Ki67(+) Zellen; blau: Dapi; weile Pfeile: Hepatozyten; rote
Pfeile: nicht-parenchymatose Leberzellen).
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5.2.5. Analyse der apoptotischen Aktivitdt nach Hepatozyten-Transplantation

Ein weiterer Aspekt im Rahmen der Leberregeneration ist Apoptose, der
programmierte Zelltod. Apoptotische Zellen kénnen durch die TUNEL (TDT-mediated dUTP-
biotin nick end labeling) Farbung sichtbar gemacht werden. Bei der Apoptose wird der DNA-
Strang durch Endonucleasen fragmentiert. Das Enzym TdT (Terminal desoxynucleotidyl
transferase) markiert die dabei frei werdenden Hydroxygruppen an den Enden der
Fragmente mit Nucleotiden, welche mit einem Fluoreszenzfarbstoff versehen sind. Die
TUNEL Farbung wurde auf Kryoschnitten durchgefiihrt, unter dem Mikroskop in einer 200-
fachen VergroBerung fotografiert und die Menge an apoptotischen Zellen bezogen auf die
Zahl der Zellkerne quantifiziert (Abb.5.8A).

Ahepa

Diese Analyse ergab vier Wochen nach HT in c-Met Empfangermausen eine

signifikant erhdhte apoptotische Aktivitit. Etwa 1% der Gesamtzellzahl in c-Met*"®P

Mausen war zu diesem Zeitpunkt TUNEL-positiv. c-Met™®/'®

Empfangermduse dagegen
lieRen keine erhohte apoptotische Aktivitdat erkennen und hatten mit etwa 0,6 % einen
vergleichbaren Wert an apoptotischen Zellen wie unbehandelte Kontrollen. Die Anzahl

loxP/loxP :
o®P/loxP als auch in c-

apoptotischer Zellen zwolf Wochen nach HT entsprach sowohl in c-Met
Met*"®P* Empfingermausen den Werten unbehandelter Kontrollmause (Abb. 5.8B).

Um die Lage und Herkunft der apoptotischen Zellen genauer lokalisieren zu kénnen
wurden Serienschnitte der entsprechenden Proben angefertigt und das Markerprotein hAAT
gefarbt, bzw. mittels TUNEL Farbung apoptotische Zellen sichtbar gemacht. So war es
moglich zu differenzieren, ob die apoptotischen Zellen in Bereichen liegen, die von
transplantierten Spenderzellen abstammen oder in Bereichen des residenten Lebergewebes.

Aufgrund der erhéhten Repopulation wurde diese Analyse an c-Met""

Empfangertieren
durchgefihrt. Die Auswertung vier Wochen nach HT zeigte, dass deutlich mehr der Zellen
des residenten Empfangergewebes apoptotisch waren. Damit war die Apoptoserate des
Empfingergewebes signifikant erhéht verglichen mit den aus transplantierten Hepatozyten
abstammenden Zellen. Auch zwo6lf Wochen nach HT zeigte sich eine deutliche Erhéhung der

apoptotischen Aktivitat in Bereichen des residenten Empfangergewebes (Abb. 5.8C).
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Abbildung 5.8: Bestimmung der apoptotischen Aktivitdt mittels TUNEL Farbung.

A: Immunfluoreszente Farbung des Markerproteins hAAT und apoptotischer Zellen
mittels TUNEL-Farbung auf Serienschnitten. Zur Lokalisation entsprechender Zellen
wurden hAAT(+) Bereiche umrandet und auf den TUNEL gefdrbten Schnitt Ubertragen.
GefdRe dienen der Orientierung (rot: hAAT(+) Zellen; grin: TUNEL(+) Zellen; blau:
Kernfarbung mit DAPI). B: Quantifizierung apoptotischer TUNEL(+) Zellen im Verhaltnis
zu den Zellkernen. C: Lokalisierung apoptotischer Zellen in c-Met defizienten
Empfangertieren.
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5.3. Schddigung und Regeneration des Gewebes vor und nach

Hepatozytentransplantation

5.3.1. Histologische Analysen

Die Konditionierungen durch Bestrahlung, Knochenmarkstransplantation und
Behandlung mit Retrorsine fihrten zur Schadigung der Leber. Diese Schadigung war die
Grundlage fiir eine  erfolgreiche Leberrepopulation durch  transplantierte
Spenderhepatozyten. Nachdem die Proliferation sowie die apoptotische Aktivitat im
Lebergewebe nach HT bereits untersucht wurde, sollten nun die histomorphologische
Veranderungen vor und nach HT in den Lebern naher betrachtet werden. Dazu wurden
Leberhistologien zwolf Wochen nach HT in einer H&E Farbung analysiert. Als Referenz
wurden Leberschnitte von Mausen gewahlt, welche zuvor bestrahlt,
knochenmarkstransplantiert und mit Retrorsine behandelt wurden. Die Lebern wurden zum
Zeitpunkt der PH entnommen und deshalb als 0 Stunden Zeitpunkt (Ktrl ty) benannt.

onP/onP' noch

Die Histologien wiesen zu keinem der beiden Zeitpunkte, weder in c-Met
in c-Met“" Empfingertieren histologische, mikroskopisch erkennbare Besonderheiten,
nekrotische Areale oder sonstige offensichtliche Schadigungen auf (Abb. 5.9A).

Die extrazellulare Matrix wurde durch eine Polarisationsfarbung mittels Sirius Rot

sichtbar gemacht Farbung. Dabei zeigten sich deutlich mehr positive Strukturen in c-Met""eP

Xl Mausen zum Zeitpunkt O Stunden (Ktrl. to). Betrachtet

Mausen verglichen mit c-Met
man derart gefarbte Schnitte zwolf Wochen nach HT, waren praktische keine Sirius-Rot-
positiven Strukturen mehr erkennbar (Abb. 5.9B).

Die Messung der Leber-Transaminasen ALT und AST zeigte eine deutliche Erh6hung
48 Stunden nach HT. Bereits vier Wochen spater hatten sich die ALT-Werte normalisiert,

Ahepa

AST-Werte blieben hingegen weiterhin erh6ht. Dabei zeigten c-Met Empfangermause

zwar nicht signifikant, aber dennoch tendenziell erhéhte Werte (Abb. 5.9C, D).
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Abbildung 5.9: Analyse von Histologien und Matrixsynthese.

Es wurde der Zeitpunkt zwolf Wochen nach HT in der H&E Farbung sowie in der Sirius
Rot Farbung betrachtet. Als Referenz wurden 0 Stunden Lebern hinzugezogen (Ktrl
to). Dies ist zum Zeitpunkt der PH vier Wochen nach KMT. A: Histologie in der H&E
Farbung. B: Farbung von Collagenfasern mit Sirius Rot. C, D: Leber-Transaminasen
AST und ALT.
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5.3.2. Darstellung von Leber-Umbauzeichen nach Hepatozytentransplantation

Umstrukturierungen in der Leber gehen in der Regel mit der Synthese von
Collagenfasern einher. Collagen wird von Myofibroblasten, den sogenannten aktivierten
Sternzellen, synthetisiert. Aktivierte Sternzellen wurden auf Kryoschnitten anhand einer
a-sma Farbung sichtbar gemacht. Von den Proben wurden mikroskopische Aufnahmen der
a-sma-Fasern mit identischer Lichtintensitdat gemacht, und diese dann densitometrisch
mittels Image J ausgewertet. Dabei zeigte sich eine mit dem Zeitverlauf nach HT ansteigende

Zahl aktivierter Sternzellen, welche besonders zwolf Wochen nach HT in den c-Met?her?

Empfangermausen signifikant erhoht war (Abb. 5.10).
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Abbildung 5.10: Immunfluoreszenzfarbung aktivierter Sternzellen
A: Immunfluoreszenzfarbung o—sma positiver Bereiche vier und zwolf Wochen nach

HT (grin: a-sma; blau: Kernfarbung mit DAPI). B: Densitometrische Auswertung der
o-sma positiven Signale.
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Die aktivierten Sternzellen stellen den Hauptsyntheseort von extrazellularer Matrix
dar. Daher wurde im ndchsten Schritt die Synthese von Collagen-1oc anhand von
Immunfluoreszenzfarbungen und der Messung der Expression von Collagen-mRNA mittels
quantitativer Realtime PCR untersucht. Immunfluoreszenzgefarbte Collagenfasern wurden
mit identischer Expositionszeit fotografiert und densitometrisch mittels Image J quantifiziert.

Die Analyse ergab eine signifikante Erhohung der Collagen-1a Akkumulation vier Wochen

Ahepa loxP/loxP

nach HT, welche in den c-Met Empfangertieren verglichen mit c-Met
Empfangertieren signifikant erhoht war. Zwolf Wochen nach HT zeigte sich nur noch eine
leichte Erhdhung der Collagen-1a Akkumulation (Abb. 5.11A, B). Die Analyse der Induktion
von Collagen auf mRNA—Ebene mittels quantitativer realtime PCR unterstrich dieses Ergebnis
durch die verstarkte Expression von Pro-Collagen-1oc mRNA vier Wochen nach HT in den

c-Met*"" Empfingertieren (Abb. 5.11C).
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Abbildung 5.11: Collagenakkumulation nach HT

A: Immunfluoreszenzfarbung von Collagen-1a Fasern zum Zeitpunkt der PH (Ktrl. To),
vier und zwolf Wochen nach HT. (griin: Collagen-1a Fasern; blau: Kernfarbung mit
DAPI). B: Densitometrische Quantifizierung der angefarbten Collagen-1o. Fasern mit
Imagel). C: Bestimmung der Pro-Collagen mRNA Expression mittels quantitativer
realtime-PCR.
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Um im nichsten Schritt die Ansammlung an Collagen-lo. in c-Met*"
Empfangermdusen zu lokalisieren, wurde eine Doppelfirbung von hAAT(+)
Spenderzellbereichen sowie der Collagen-1a. Fasern vorgenommen (Abb. 5.12A). Die
densitometrische Auswertung der Dichte der Collagen-1la Akkumulation sowohl in
Spenderzellbereichen als auch in residentem Empfangergewebe zeigte eine signifikant
erhéhte Ansammlung an Collagen-1a. Fasern in Bereichen, die aus transplantierten Zellen
hervorgegangen sind, vier Wochen nach HT. Zum Zeitpunkt zw6lf Wochen nach HT hatte sich
die Collagen-1a. Akkumulation deutlich verringert, und es gab keine signifikanten

Unterschiede in der Lokalisation (Abb. 5.12B).
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Abbildung 5.12: Lokalisierung der Collagenansammlungen.

A: Doppelfarbung von hAAT(+) Spenderzellarealen und Collagenfasern in c-Met
Empfangertieren (rot: hAAT (+) Zellen; gelb: Collagenfasern; griin: Doppelfarbung von
Collagenfasern und hAAT; blau: Kernfarbung mit DAPI). B: Densitometrische
Auswertung der Dichte an Collagenfasern in hAAT(+) Spenderzellbereichen verglichen
mit Collagen in residentem Gewebe.
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5.4. Aktivierung von HGF/c-Met induzierten intrazelluléiren Signalwegen

Die Analyse der HGF Expression als einzigem spezifischem Liganden des Rezeptors c-
Met wurde anhand der mRNA Expression mittels quantitativer realtime PCR untersucht.
Dabei zeigte sich eine Abnahme der HGF mRNA Expression (Ktrl. tg) nach der Vorbehandlung
der Empfangermause mittels Bestrahlung, KMT, Retrorsine zum Zeitpunkt der partiellen
Hepatektomie. Weiterhin zeigte sich eine signifikante Erhohung der HGF mRNA Expression
48 Stunden nach erfolgter HT (Abb. 5.13A). Es bestand jedoch kein signifikanter Unterschied
zwischen c-Met ™™ ¢ Met*"®P® Empfangertieren. Die Untersuchung zu spiteren
Zeitpunkten zeigte, dass die Erhohung der HGF mRNA Expression nur voriibergehend

stattfand und sowohl vier als auch zwolf Wochen nach HT nicht mehr nachweisbar war (Abb.

5.13B).
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Abbildung 5.13: HGF Expression nach HT.
A: Analyse der HGF Expression auf mRNA Ebene mittels quantitativer realtime PCR zu

frihen Zeitpunkten nach HT. B: HGF mRNA Expression vier und zwo6lf Wochen nach
HT.
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In weiteren Untersuchungen wurde die Aktivierung HGF/c-Met abhangiger
intrazellularer Signalwege auf Protein-biochemischer Basis im Western Blot analysiert. Dazu
wurden sowohl unbehandelte Kontrollen, als auch Kontrollen mit Bestrahlung, KMT und
Retrorsine zum Zeitpunkt der PH (Ktrl. tg) gewahlt. Als Analysezeitpunkte nach erfolgter HT
wurden 24 Stunden sowie 5 Tage nach HT gewabhlt.

Nach Bestrahlung, KMT, Retrorsine zeigten die Empfangertiere keine
Phosphorylierung der Proteinkinase AKT und des Transkriptionsfaktors STAT3, verglichen mit

loxP/loxP

unbehandelten Kontrollen. 24 Stunden nach HT zeigten c-Met Empfangermduse eine

deutliche Aktivierung der ATK und STAT3 Phosphorylierung, wohingegen c-Met""
Empfanger nur eine leicht induzierte Aktivierung aufwiesen. Die Expression von JNK war
ebenfalls 2 Tage nach HT erhoht, jedoch war kein signifikanter Unterschied zwischen c-
Met' ™" ynd c-Met*"®** Empfingern festzustellen. Die Aktivierung dieser HGF/c-Met

abhangigen Signalwege war jedoch nur voriibergehend, da bereits 5 Tage nach HT im

Western Blot keine erhéhte Phosphorylierung mehr nachweisbar war (Abb. 5.14).

GAPDH]| |

Abbildung 5.14: Proteinexpression HGF/c-Met abhingiger Signalwege.
Western-Blot Analyse der HGF/c-Met abhangigen Signalwege Akt und JNK sowie ihrer
phosphorylierten Form und STAT3. Untersucht wurden unbehandelte Kontrollen,
Kontrollen zum Zeitpunkt to, sowie Gewebe 2 und 5 Tage nach HT.
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5.5. Rolle des Immunsystems im Rahmen der Hepatozytentransplantation

Noch weitgehend unklar ist die Rolle immunologischer Vorgiange im Rahmen der
Selektion transplantierter Zellen. Daher war es unumganglich auch die inflammatorischen
Veranderungen nach HT genauer zu betrachten. Dazu wurden zunachst die Monozyten als
wichtige Fraktion der inflammatorischen Immunzellen untersucht. Durch die Markierung mit
dem Oberflaichenmarker CD11b wurden die Monozyten im Fluoreszenzbild auf
Kryoschnitten sichtbar gemacht (Abb. 5.15A). Die Auswertung ergab erhéhte Werte 48
Stunden nach HT, welche sich 4 Wochen nach HT bereits wieder normalisiert hatten.

Ahepa

Interessanterweise zeigten c-Met Empfangermduse zwolf Wochen nach HT wieder

loxP/loxP

signifikant erhdhte Entziindungswerte verglichen mit c-Met Empfangertieren (Abb.

5.15B).
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Abbildung 5.15: Analyse der inflammatorischen Antwort nach HT.

A: Immunfloureszenz Farbung des Oberflaichenmarkers CD11b, der samtliche
Immunzellen und vor allem Monozyten markiert (grin: CD11b(+) Zellen; blau:
Kernfarbung mit Dapi). B: Quantifizierung CD11b(+) Zellen.
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Da bereits gezeigt werden konnte, dass CD4 positive Zellen, ein Oberflichenmarker,
der vor allem durch T-Zellen, Monozyten und Makrophagen exprimiert wird, eine
bedeutende Funktion bei der Zellselektion nach HT haben, wurde die Infiltration von CD4
Zellen anhand von Immunfluoreszenzfarbungen analysiert (Abb. 5.15A). Die Quantifizierung
ergab jedoch nur einen leichten Anstieg CD4(+) Zellen nach HT, mit tendenziell héherer

Ahepa

Infiltration in c-Met Empfangermausen (Abb. 5.16B).
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Abbildung 5.16: Markierung von T-Lymphozyten mit dem Oberflachenmarker CDA4.
A: Immunfluoreszenzfarbung mit CD4 vier Wochen und zwolf Wochen nach HT (griin:
CD4(+) Zellen; blau: Kernfarbung mit Dapi). B: Quantifizierung der CD4(+) Zellen.
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Die Leber enthadlt an der Innenseite der Lebersinusoide gelegen residente
Makrophagen, welche sich aus Monozyten differenzieren kdnnen. Diese sogenannten
Kupffer-Zellen, oder auch Sternzellen, korrelieren in gewisser Weise mit der Schadigung der
Leber. Die Analyse der F4/80 positiven Kupffer-Zellen per Immunfluoreszenzfarbung zeigte
einen deutlichen Abfall der Anzahl der residenten Makrophagen vier Wochen nach HT (Abb.
5.17A). Bereits die Vorbehandlung durch Bestrahlung, KMT und Retrorsine-Gabe liel} die
Anzahl an Makrophagen sinken. Zwolf Wochen nach HT jedoch normalisierten sich die

Werte. Zum vier Wochen Zeitpunkt zeigten c-Met""

Empfangertieren signifikant weniger
F4/80 positive Zellen. Bei der Analyse weiterer Zeitpunkt gab es keinen signifikanten

Unterschied zwischen c-Met'™™"*® und c-Met*"®* Empfingertieren (Abb. 5.17B).
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Abbildung 5.17: Analyse der Makrophagen-Aktivierung.
A: Immunfluoreszenzfarbung von F4/80(+) Makrophagen (grin: F4/80(+) Zellen;
blau: Kernfarbung mit Dapi). B: Quantifizierung durch Auszahlen der F4/80(+) Zellen.
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Markerprotein hAAT in c-Met

Lokalisationsanalysen der F4/80(+) Makrophagen durch Doppelfarbung mit dem

Ahepa - Empfingertieren zeigte vier Wochen nach HT eine

signifikant starkere Reduktion der F4/80(+) Makrophagen im residenten Empfangergewebe

verglichen mit dem aus Spenderhepatozyten hervorgegangenen hAAT(+) Leberzellgewebe.

Zwolf Wochen nach HT hatte sich die Anzahl an F4/80(+) Zellen deutlich erhéht. Die Dichte

der F4/80(+) Zellen war in beiden untersuchten Geweben gleich hoch (Abb.5.18A, B).
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Abbildung 5.18: Lokalisierung der F4/80(+) Zellen in c-Met*"**® Empfingermausen.
A: Doppelimmunfluoreszenzfarbung von hAAT(+) Bereichen und F4/80(+) Zellen in c-
Met*"®P? Empfingertieren vier und zwdIf Wochen nach HT. B: Die Quantifizierung der
Dichte der F4/80(+) Makrophagen sowohl in Bereichen des residenten Empfanger-
gewebes, als auch in aus hAAT(+) Spenderzellen hervorgegangenem Gewebe.
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5.6. Inhibierung des c-Met Signalwegs durch den HGF-Antagonisten NK4

Durch Verwendung konditionaler c-Met knockout Mause konnte eine positive
Selektion der transplantierten Spenderzellen im direkten Vergleich zu Wildtyp
Empfangertieren erreicht werden. Daher stellt eine Inhibierung des c-Met Rezeptors einen
moglichen neuen therapeutischen Ansatz zur Steigerung der Zellselektion transplantierter
Hepatozyten dar. Die Inhibierung kann prinzipiell erreicht werden durch verschiedene
Tyrosin-Kinase-Rezeptor-Inhibitoren, die am c-Met Rezeptor eingreifen, oder auch durch
Antagonisierung des Liganden HGF. NK4 ist ein Molekil, welches durch Elastaseverdau aus
HGF gewonnen wird, wirkt als HGF Antagonist. NK4 bindet kompetitiv an den c-Met
Rezeptor, fiihrt jedoch nicht zu dessen Transphosphorylierung und setzt keine HGF/c-Met-
abhangigen Signalkaskaden in Gang. Dieses Prinzip sollte durch den Einsatz von NK4
Uberexprimierenden adenoviralen Vektoren genutzt werden.

Zwolf  Wochen alte unkonditionierte Mause wurden mit einem NK4-
Uberexprimierenden Adenovirus infiziert. Die Kontrollgruppe wurde mit einem LacZ-
exprimierenden Adenovirus (Adeno-LacZ) behandelt. Darauf erfolgte 48 Stunden nach der
Injektion die Transplantation von 1x10° c-Met' ™" /hAAT(+) Hepatozyten. Die Serum-hAAT
Werte wurden zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen und die Organentnahme vier
Wochen nach HT vorgenommen. Dabei zeigte sich, dass Mause, die mit dem Adeno-NK4
behandelt wurden deutlich erhéhte Serum-hAAT Werte zeigten im Vergleich zu Adeno-LacZ
behandelten Tieren (Abb. 5.19A). Das fehlende Anwachsen der Spenderzellen konnte durch
die immunologische Anfarbung des Markerproteins hAAT bestatigt werden. Diese zeigte,
dass in Adeno-LacZ behandelten Mausen keine hAAT-positiv angefarbten Zellen zu finden
waren, Adeno-NK4 behandelte Mduse jedoch kleine Ansammlungen hAAT positiver Zellen
aufwiesen (Abb. 5.19B). Die Bestimmung des Verhéltnisses von Lebergewicht zum
Gesamtkorpergewicht zeigte zwischen den Adeno-NK4 und Adeno-LacZ behandelten
Gruppen keinen Unterschied (Abb. 5.19D). Die Analysen der Leber-Transaminasen ALT und
AST zeigten erhohte Werte 24 Stunden nach HT die sich zwei und vier Wochen nach HT
normalisiert haben. Zwischen Adeno-LacZ und Adeno-NK4 behandelten Mausen gab es

diesbezliglich keine signifikanten Unterschiede (Abb. 5.19C).
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Abbildung 5.19: Selektion transplantierter Spenderzellen nach c-Met Rezeptor
Inhibierung durch Adeno-NK4.

A: Analyse des Serum-hAAT Wertes via ELISA. Als Basis dient der Wert welcher 24
Stunden nach HT gemessen wurde. B: Immunfluoreszenzfarbung des Markerproteins
hAAT vier Wochen nach HT. C: Analyse der Leberaminotransferasen ALT und AST. D:
Bestimmung des Verhaltnisses von Lebergewicht zu Kérpergewicht zum Zeitpunkt der
Organentnahme vier Wochen nach HT.
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5.7. Effektive Inhibierung c-Met/HGF abhdingiger Signalwege

Im Rahmen der Hepatozytentransplantation zeigte die Adeno-NK4 Behandlung der
Empfangermduse einen positiven Effekt auf die Repopulation durch transplantierte
Hepatozyten. Im Weiteren wurde untersucht, wie sich die adenovirale NK4 Expression auf c-
Met/HGF abhdngige Signalwege auswirkt. Dazu wurden Mause mit NK4- und LacZ-
exprimierenden Adenoviren infiziert. 24 Stunden spater wurde eine partielle Hepatektomie
durchgefiihrt, um die Aktivierung des c-Met/HGF Signalweges zu stimulieren. Die dabei
resektierten Leberlappen dienen fiir weitere Experimente als Kontrollen. Nach sechs
weiteren Stunden erfolgte die Organentnahme. Die Analyse der Phosphorylierung
c-Met/HGF abhangiger relevanter Proteine zeigte eine gering schwachere Aktivierung von
STAT3 in Adeno-NK4 behandelten Mausen. Die entsprechende Untersuchung in dem
resektierten Lebergewebe fiihrte zu keiner Aktivierung entsprechender Signalwege durch die
Infektion mit Adenoviren.

Die Stimulation durch partielle Hepatektomie schien fiir eine relevante Stimulierung
des c-Met/HGF Signalweges nicht auszureichen, um einen deutlichen Unterschied zwischen
Kontrolltieren und Tieren mit c-Met Rezeptor Inhibierung auszumachen (Abb. 5.20A).
Deshalb wurde in folgendem Experiment nicht die PH zur Stimulation angewandt, sondern
mittels Injektion von 2 pg rekombinanten murinem HGF (i.p.) der HGF/c-Met Signalweg
aktiviert. Die Organentnahme fand 2 Stunden nach HGF Injektion statt. Die
proteinbiochemische Analyse der Phosphorylierung c-Met/HGF abhangiger Proteine zeigte
in Adeno-NK4 behandelten Mausen eine deutlich schwachere Phosphorylierung von STAT3,
im Vergleich zu Adeno-LacZ behandelten Miusen und zur c-Met“"** Positivkontrolle (Abb.

5.20B).
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Abbildung 5.20: Inhibierung HGF/c-Met abhingiger Signaltransduktionswege durch
Ad-NK4.

A: Wildtyp Mause wurden mit Ad-NK4 und Ad-LacZ respektive transfiziert. Nach 24
Stunden wurde eine PH durchgefiihrt, und nach weiteren 6 Stunden erfolgte die
Organentnahme. B: Anstelle der PH wurden die Mause mit 2ug rekombinantem HGF
(ip.) stimuliert. 2 Stunden nach Injektion erfolgte die Organentnahme. Es wurde ein
Nachweis des HGF/c-Met abhdngigen Proteins STAT3 auf Proteinbasis durchgefiihrt.
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5.8. Selektion von Spenderhepatozyten nach HT in NEMO knockout-Mdusen

Chronische Lebererkrankungen fiihren in der Regel unumganglich zu Fibrosierung der
Leber. Im den folgenden Experimenten wird die zuvor beschriebene etablierte Methode der
Hepatozytentransplantation in einem Mausmodell der spontanen Leberfibrose untersucht.
Als Mausmodell dienen konditionale NEMO (NFkB essential modulator) knockout-Mause.
Aufgrund erhohter Entziindungsreaktionen und erhéhter apoptotischer Aktivitat entwickeln
diese Mause spontan eine Leberfibrose und stellen somit ein fibrotisches Lebermodell dar.
Die Transplantationen der Hepatozyten erfolgten wie beschrieben tber die Milz. Der Grad
der Leberrepopulation wurde Uber die Analyse des hAAT-Gehaltes im Blut bestimmt. Als
Referenzwert wurde hier nicht der gemessene Wert nach 24 Stunden gewahlt, sondern 48
Stunden nach HT Blut abgenommen und der Referenzwert hieraus bestimmt. Dies
begriindet sich auf der Empfindlichkeit der Tiere, welche durch erhéhte Infektionsanfalligkeit
eine erhohte Sterblichkeit nach operativen Eingriffen aufweisen.

Zunichst wurde die Leberschidigung in den NEMO defizienten (NEMO%"P?) Miusen
im Alter von 12 und 30 Wochen betrachtet und verglichen. Mit 12 Wochen zeigten
NEMO""® Miuse bereits makroskopische Veridnderung in Form einer unregelmiRigen
Leberoberfliche. Histologische Analysen zeigten ebenfalls UnregelmaRigkeiten im

Lebergewebe. Die Analyse von Sirius Rot Farbungen zu diesem Zeitpunkt zeigte erhéhte

Ahepa loxP/loxP

Kollageneinlagerungen in NEMO Mausen verglichen mit Wildtyp (NEMO ) Mausen
in gleichem Alter. NEMO"" Mg3use wiesen bereits im Alter von 12 Wochen signifikant
erhohte Transaminasen sowie relativ zum Korpergewicht gréBere Lebern auf. Im Vergleich
waren in 30 Wochen alten NEMO”"®"® M3usen makroskopisch deutliche Tumoren sichtbar.
Histologisch erkannte man eine verstarkte Verfettung der NEMO-defizienten Tiere im
Vergleich zu Wildtyp Tieren sowie eine erhohte Kollagenanreicherung. Die Hohe der
Transaminasen nahm im Vergleich zu 12 Wochen alten Tieren leicht ab, die GréRe der

Lebern im Verhaltnis zum Mausgewicht nahm zu (Abb. 5.21).
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Abbildung 5.21: Phanotypische Auspragung der hepatozytenspezifischen Deletion
von NEMO in 12 Wochen und 30 Wochen alten Mausen.

A: Makroskopische Betrachtung der Lebern nach Organentnahme in 12 und 30
Wochen alten Mausen. Hamatoxylin und Eosin Farbung zur Histologischen
Begutachtung. Sirius-Rot Farbung zur Darstellung von Kollageneinlagerungen. B:
Messung der Lebertrasnaminasen AST (GOT) und ALT (GPT). C: Bestimmung der
relativen LebergroBe durch Berechnung des Quotienten von Lebergewicht und
Korpergewicht.
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Zunichst wurde die Hepatozytentransplantation an NEMO“™ und NEMQ'®®/®
Empfangertieren durchgefiihrt, welche bereits ein Alter von 30 Wochen erreicht hatten. Es
sollte entschieden werden ob die in Abb. 5.21 beschriebene Leberschadigung in diesem Alter
einen ausreichenden Selektionsdruck auf transplantierte Spenderhepatozyten ausiibt.

Da konditionale NEMO knockout-Mause zu erhdhter Apoptose neigen, besteht die
Moglichkeit, dass Spenderzellen nach Transplantation durch Apoptose zugrunde gehen. Um
den Repopulationserfolg durch Apoptose der Spenderzellen nicht zu gefahrden, bzw. um zu
untersuchen, inwieweit die Apoptose in den Spenderzellen den Repopulationserfolg
beeintrachtigt, wurden Spenderzellen verwendet, welche aus Apoptose-resistenten Mausen
stammen. Dies sind Maduse mit einem hepatozytenspezifischen konditionalen knockout fiir

Ahepa) ‘Fehlt das Protein Caspase-8, so kann die Caspase-Signalkaskade nicht

Caspase-8 (Casp8
in Gang gesetzt werden, welche zum programmierten Zelltod fihrt. So dienten
Casp8' >/ JnAAT(+) sowie Casp8-"P?/hAAT(+) Miuse als Spendertiere.

In diesem Experiment erfolgte die Transplantation mit hAAT positiven transgenen
Caspase8 Wildtyp Mausen (Casp8'>*/'9?/hAAT(+)), ohne jegliche Vorbehandlung der 30
Wochen alten Empfangertiere. Es zeigte sich, dass bereits 14 Tage nach HT die Serum-hAAT

Werte unter den Ausgangswert, welcher 48 Stunden nach HT gemessen wurde, abgesunken

waren (Abb. 5.22).
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Abbildung 5.22: Hepatozytentransplantation in alte (30 Wochen) Mause
Transplantation von hAAT transgenen Spenderzellen in unvorbehandelte
NEMO'>*1%® ynd NEMO”"®P® Empfingermiuse. Die Bestimmung des hAAT Serum
Wertes nach 2 Wochen ergab bereits sinkende Werte, so dass keine Repopulation
mehr zu erwarten war.
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Aufgrund der fehlenden Repopulation nach HT in dlteren Tieren wurden im nachsten
Experiment unvorbehandelte Empfangertiere im Alter von zwdlf Wochen verwendet, da
bereits im Alter von zehn Wochen makroskopisch erste fibrotische Veranderungen in den
Lebern der NEMO“"*® M3use festzustellen sind. Die Messung des Serum-hAAT Gehalts zwdlf
Wochen nach HT zeigte einen Abfall dieses Wertes unter den bei 48 Stunden nach HT
gemessenen Ausgangswert. Dabei zeigte sich, dass Empfangertiere, die mit

Ahepa

Casp8 /hAAT(+) Spenderzellen transplantiert wurden, einen weniger starken Abfall der

Serum-hAAT Werte erkennen lieRen (Abb. 5.23).

Empféanger Spender
augani NEMoloxP/loxP Casp8|0xp/|°xp
—— NEMQAhepa CaspsloxP/loxP
R NEMoloxP/onP CaspsAhepa
—— NEMoAhepa CaspsAhepa
Basis Wert
2 Tage 10 Tage 6 Wochen 12 Wochen

1,000

0,100 4

0,010 4

X-fache Induktion
(Serum-hAAT)

0,001 4

0,000

Abbildung 5.23: Hepatozytentransplantation in naive NEMO Mause.

Die Transplantation von sowohl Casp8*/'®/hAAT(+), als auch von
Casp8“"**2/hAAT(+)Spendertieren resultierte 12 Wochen nach HT in einem Abfall
der Serum-hAAT Werte unter den gemessenen Ausgangswert.
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Die bisherigen Transplantationsergebnisse in NEMO knockout-Mausen konnten keine
Repopulation durch Spenderzellen erkennen lassen. Deshalb wurde im nachsten Schritt der
Selektionsdruck auf die transplantierten Zellen erhéht. Durch Bestrahlung des Abdomens der
Empfangertiere mit einer Dosis von 12 Gray wurde der Leber eine zusatzliche Schadigung
zugefligt. Residente Hepatozyten sollten dadurch soweit geschadigt sein, dass ihnen eine
Proliferation nicht mehr moglich ist. Durch Abschirmung der Extremitaten und des Thorax,
war es moglich nur den abdominalen Bereich der Maus zu bestrahlen. Dazu wurden die
Mause zum Fixieren in eine leichte Narkose gelegt. Da die Extremitdten von der Bestrahlung
ausgeschlossen wurden, ist es nicht notig eine Knochenmarktransplantation durchzufiihren.
Als Spendertiere wurden Casp8“"P*/hAAT(+) verwendet. Die Analyse des Serum-hAAT
Wertes zwolf Wochen nach HT ergab erneut abfallende Werte im Vergleich zum
Referenzwert (Abb. 5.24). Da durch die Transplantation von Casp8®/'™®/hAAT(+)
Spenderzellen kein gegenteiliges Ergebnis erwartet wurde, wurde dieses Experiment nicht

durchgefiihrt.
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Abbildung 5.24: HT in Empfingermduse, welche einer abdominalen Bestrahlung
ausgesetzt waren.

Die Empfangertiere wurden unter Narkose nur im abdominalen Bereich bestrahlt. Es
erfolgte keine KMT. Die HT mit Casp8"®**/hAAT(+) Spenderzellen fiihrte nicht zur
erwarteten Repopulation.
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Wie bereits gezeigt werden konnte hat die Knochenmarkstransplantation eine
fordernde Wirkung auf die positive Selektion von Spenderhepatozyten nach HT. Dies flhrte
zu dem Experiment, NEMO Mause einer Bestrahlung mit anschliefender
Knochenmarkstransplantation zu unterziehen. Vier Wochen nach dieser Vorbehandlung fand
die HT statt. Als Spendertiere dienten Casp8”"/'®/hAAT(+) sowie Casp82"¢P2/hAAT(+)
Mause. Die Transplantation in NEMO'®'® Empfingertiere resultierte sowohl mit
Casp8 /P JnAAT(+), als auch mit Casp8"®*?/hAAT(+) Spenderhepatozyten in einem Abfall

der Serum-hAAT Werte unter den Ausgangswert. NEMO2P?

Empfangermause hingegen
zeigten einen signifikanten Anstieg des Serum-hAAT Wertes zwolf Wochen nach HT. Hierbei
zeigte sich auch erstmals ein signifikanter Unterschied zwischen den Spendergruppen.
Mause, welche mit den apoptoseresistenten CaspSAhepa/hAAT(+) Hepatozyten transplantiert
wurden, wiesen einen signifikant hoheren Gehalt an hAAT im Blut auf, verglichen mit
Miusen, deren Spenderzellen aus Casp8'™*/'F/hAAT(+) Spendern stammte (Abb. 5.25A).

Dies lieR sich anhand einer Immunfluoreszenzfarbung des Markerproteins hAAT verifizieren

(Abb. 5.25B).

90



Ergebnisse

91

A Empfanger

Spender
sangue NEMoloxP/loxP CaspgloxP/loxP
—m—  NEMOAhepa Casp8gloxP/loxp
—— NEMoloxPlloxP Caspg Ahepa
=o' NEMO?Ahera Casp8Ahepa

Basis Wert 10 Tage 6 Wochen 12 Wochen 52 Wochen

1000
()
o 100 —
o
€ ~
E; = 10
<<
= o
2E 1
g B
o
®x = 01
0,01
B NEMoloxP/onP NEMO“heDa

Spender
Casp8Aahepa

Spender:
CaspsloxP/loxP

Abbildung 5.25: Eine vorangegangene Bestrahlung der Empfingertiere vor der HT

200pm

fiihrt zu Repopulation in NEMO-defizienten Mausen.

A: Die Messung der Serum-hAAT Werte nach HT via ELISA zeigen erhdhte Werte in
NEMO*"" Empfingertieren, ein Effekt der durch die Verwendung von Caspase-
resistenten Spenderzellen weiter verstarkt wird. B: Immunfluoreszenzfarbungen 52
Wochen nach HT verdeutlichen die Differenz in der Repopulationseffektivitat von
Zellen zu Caspase”" Zellen (rot: hAAT(+) Zellen; blau: Dapi).
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Im nachsten Schritt wurden weitere Untersuchungen zu Leberfunktion sowie zu
histologischen Veranderungen nach der HT unternommen. Bei der Organentnahme fiel auf,
dass Lebern transplantierter Mause wesentlich kleiner waren als Lebern untransplantierter
Mause (Abb. 5.26A). Histologisch wiesen transplantierte Tiere 52 Wochen nach HT weniger
infiltrierende Zellen auf, als untransplantierte Tiere gleichen Alters. Die Auswertung des
Verhaltnisses von Lebergewicht zu Kérpergewicht festigte diese den Eindruck von geringerer
GroRe der transplantierten Lebern (Abb. 5.26B). Auch die Werte der Lebertransaminasen
waren 52 Wochen nach HT im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen deutlich zuriick

gegangen (Abb. 5.26C; D).
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Abbildung 5.26: HT in NEMO-defizienten Mausen fiithrt auf Dauer zu verbesserter
Leberfunktion.

A: Makroskopische und histologische Betrachtung von transplantierten
(Casp8'>*'O?/hAAT(+) und Casp82"P*/hAAT(+) Spenderzellen) im Vergleich zu
gleichaltrigen behandelten Lebern. B: Das Verhdltnis von Lebergewicht zu
Korpergewicht bestatigt den Eindruck von geringerer Lebermasse in transplantierten
Mausen. C, D: Transplantierte Tiere zeigen niedrigere Transaminasen.
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6. Diskussion

6.1. c-Met abhiingige Repopulation nach Hepatozytentransplantation

Eine Reihe metabolischer, viraler oder toxisch-medikamentds-induzierter
Erkrankungen fiihren zu akuter oder chronischer Leberschadigung. Bei fulminanten
Verlaufen und terminalen Fibrosen ist eine Lebertransplantation die einzige kurative
therapeutische MaRnahme. Aufgrund geringer Organspenderzahlen besteht ein immenser
Mangel an Spenderlebern, wodurch sich die Wartezeiten der Patienten verlangern und die
Mortalitat steigt. Deshalb ist es ein wichtiger und wachsender Bereich der Forschung
alternative Therapiemoglichkeiten zur Lebend-Vollorgantransplantation zu etablieren.

Uber die Regenerationsfihigkeit der Leber nach mechanischer Schadigung berichtet
bereits die Prometheus-Sage (Bulfinch’s Mythology). Dieses Regenerationspotential der
Leberzellen wird bei der Entwicklung von Methoden mit denen man Lebend-
Organtransplantationen umgehen kann, und somit dem Mangel an Spenderlebern
entgegentreten kann, versucht zu Nutzen. Die Transplantation isolierter Hepatozyten aus
einer Spenderleber verteilt auf mehrere Empfanger stellt dabei einen vielversprechenden
Ansatzpunkt dar. Ziel dabei ist, dass die transplantierten Spenderzellen in der
Empfangerleber anwachsen und durch ihr hohes Regenerationspotential diese
funktionsfahig repopulieren. Die Vorteile dieser Methode liegen zum Einen in der Verteilung
der Zellen von einem Spender auf mehrere Empfanger, wodurch die Problematik des
Spendermangels gelést werden kénnte. Zum Anderen ist die Transplantation isolierter
Spenderzellen ein weniger invasiver Eingriff als die Transplantation eines ganzen Organs.
Weiterhin lassen sich isolierte Zellen im Gegensatz zu ganzen Organen problemlos
kryokonservieren und zu spateren Zeitpunkten verwenden (Moshage et al. 1988). Nachteile
sind auch hier die notwenige Immunsuppremierung des Empfangers sowie die Tatsache,
dass sich nur eine bestimmte Menge an Zellen in einem Eingriff transplantieren lassen. Da
die Transplantation Uber das vendse Pfortadersystem und nicht direkt in das
Leberparenchym erfolgt, kann es bei einer zu hohen Zelldichte zu thromboembolischen
Komplikationen kommen. Prinzipiell ist eine mehrfache Wiederholung der
Hepatozytentransplantation méglich, dennoch ist es mit einer geringeren Belastung fiir den

Patienten und letztlich auch mit geringeren Kosten verbunden, wenn die transplantierten
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Zellen in vivo zu erhohter Repopulation angeregt werden und weitere Eingriffe unnétig
machen.

Weitere Ansatze zur Etablierung alternativer Therapiemethoden sind die
Transplantation von Stammzellen welche sich in vitro (Basma et al. 2009), oder in vivo zu
Hepatozyten differenzieren (Moriya et al. 2007). Zahlreiche Studien beschéaftigen sich im
Maus- oder Rattenmodell mit den zugrundeliegenden Mechanismen der Repopulation nach
Hepatozytentransplantation, um Grundlagen zu geben eben diese in vivo Repopulation zu
erhéhen. Ziel dieser Studie ist es aufzukldren inwieweit der Wachstumsfaktor HGF
(hepatocyte growth factor) und sein Rezeptor c-Met Einfluss auf den Repopulationserfolg im
Maus-Modell nach Hepatozyten-Transplantation nehmen.

Die Bindung von HGF als einzigen Liganden an c-Met fihrt zu dessen
Phosphorylierung wodurch verschiedenste intrazelluldare Signalkaskaden in Gang gesetzt
werden (Weidner et al. 1996). Die Auswirkungen dieser durch c-Met aktivierten Signalwege
sind vielfaltig. So wurde gezeigt, dass HGF/c-Met angiogenetische, morphogenetische und
mito- und motogenetische Zellfunktionen steuern kann. Aulerdem (ben sie anti-
apoptotische Wirkungen aus. Weiterhin konnte demonstriert werden, dass die c-Met
Aktivierung zu einem Schutz der Hepatozyten sowohl bei akuter als auch bei chronischer
Leberschadigung fihrt (Huh et al. 2004; Giebeler et al. 2009).

In dem hier angewandten Mausmodell werden den Empfiangermausen jeweils 1x10°
unmittelbar vorher isolierte Hepatozyten in den oberen Milzpol injiziert. Es konnte gezeigt
werden, dass selbst Zellen, welche aus bereits 24 Stunden toten Tieren isoliert wurden, eine
vergleichbare Lebensfahigkeit besitzen wie frisch isolierte Zellen (Erker et al. 2010). Andere
Studien zeigen, dass vor allem das Alter der Spender ausschlaggebend fiir die Qualitat der
Spenderzellen ist (Kawahara et al. 2010). Die Zellen migrieren lber die Pfortader in die
Lebersinusoide, libertreten dort das Endothelium und siedeln sich im Leberparenchym an.
Um dort eine durch die transplantierten Leberzellen induzierte Regeneration der Leber zu
erreichen ist es notwendig, die Empfangerlebern zuvor zu konditionieren. Dazu wird ein
bereits etabliertes Protokoll bestehend aus Bestrahlung mit anschlieBender
Knochenmarkstransplantation, der Gabe des Proliferationshemmers Retrorsine sowie der
Durchfuhrung einer 2/3 Leberresektion als Proliferationsstimulus angewandt
(Tschaharganeh et al. 2010). Die Kombination aus leberschadigenden (Bestrahlung,

Retrorsine) und proliferationsstimulierenden  Eingriffen (partielle Hepatektomie)
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gewadhrleistet einen Selektionsvorteil fiir transplantierte Spenderzellen gegeniber den
residenten Hepatozyten (Igarashi et al. 2008).

Die nach vorangegangenen Konditionierungen der Empfangermause durchgefiihrte
Hepatozytentransplantation erfolgt zundchst mit hAAT (humanes a1-Antitrypsin) transgenen
Wildtyp Spenderzellen in ebenfalls Wildtyp Mause eines FVB Mausstammes. Anhand des
Serum-hAAT Wertes lasst sich das Anwachsen der Spenderzellen beurteilen, welcher bereits
in den ersten drei Tagen signifikant ansteigt (Abb. 5.2A). Hepatozytentransplantationen in
Ratten zeigten zwei Stunden nach HT, dass 55% der transplantierten Zellen in der Leber
angelangt sind, 15% sich in der Milz befinden und auch Lunge (3%) und Pankreas (1%)
transplantierte Zellen aufweisen (Gupta et al. 1991, 1995). Unsere Untersuchungen von
Leber, Lunge, Milz und Niere zeigen vergleichbare Ergebnisse. Zwei Stunden nach HT
befindet sich noch eine deutliche Ansammlung an Spenderzellen in der Milz, welche mit
fortschreitender Zeit nach HT deutlich abnimmt, wohingegen die Anzahl transplantierter
Zellen in der Leber zunimmt. In Niere und auch in der Lunge bleibt die Farbung hingegen
negativ. Mit diesem sogenannten ,homing“ in der Leber sind die ersten Voraussetzungen fir
eine erfolgreiche Repopulation der selben geschaffen (Abb. 5.2B).

Der primdre Transplantationsversuch c-Met*"P*/hAAT(+) Spenderzellen in

konditionierte Empfangertiere zu injizieren zeigt keine Repopulation. Dabei macht es keinen

loxP/loxP Ahepa

Unterschied, ob c-Met oder c-Met Empfangertiere verwendet werden. Diese

Daten legen die essentielle Rolle des HGF/c-Met Signalweges fiir die Leberregeneration dar.

Dies wird durch die Tatsache verdeutlicht, dass im Falle der Transplantation von c-Met'®®/®

loxP/loxP

Spenderzellen in c-Met Empfangertiere eine  Repopulation stattfindet.

loxP/loxP

Erstaunlicherweise repopulieren c-Met Spenderzellen in c-Met defizienten

loxP/loxP

Empfangermausen etwa 10 Mal starker, als in c-Met Empfangertieren (Abb. 5.3). Da
bei der partiellen Hepatektomie etwa 70 % des vorhandenen Lebergewebes entfernt wird,
wird der Repopulationserfolg weiter dadurch verdeutlicht, dass man 12 Wochen nach HT
nachweisen kann, dass mehr als 50 % des Gesamtlebergewebes von transplantierten
Spenderzellen eingenommen wird (Abb. 5.4). Dieser Effekt lasst darauf schlieBen, dass es
durch das Fehlen des c-Met Rezeptors in den Empfangertieren nach den Vorbehandlungen

zu einer reduzierten Gewebsregeneration kommt. Dadurch erfahren transplantierte

Hepatozyten einen Selektionsvorteil gegeniiber residenten Zellen.
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Die hier beobachtete extreme Repopulation durch Spenderzellen ist auf die
Vorschadigung durch Bestrahlung, Knochenmarkstransplantation (KMT), der Gabe von
Retrorsine sowie der 70%-igen Hepatektomie zurlckzufiihren. Verschiedene Variationen des
Vorbehandlungsprotokolls, bis hin zur HT in unbehandelte, naive Empfangermause zeigen
einen additiven Effekt auf den Repopulationserfolg (Abb. 5.5). Alleine das Fehlen des c-Met
Rezeptors in den Empfangern ohne jede Konditionierung fihrt zwolf Wochen nach HT zu

einem signifikanten Anstieg der Serum-hAAT Werte verglichen mit c-Met'™®/'>®

Empfangern
(Abb. 5.4C). Das zeigt, dass Spenderzellen durch die Schadigung der Empfangerlebern zwar
einen gewissen Selektionsvorteil genieBen, wobei dieser jedoch zu einer vollstandigen
Repopulation nicht ausreicht, da die anndhernd vollstindige Repopulation nur in c-Met
defizienten Empfangertieren beobachtet werden kann. In Versuchen zur Stammzell-
transplantation in Retrorsine behandelten und hepatektomierten Ratten, konnte diese
substanzielle Bedeutung des Rezeptors c-Met bereits gezeigt werden. Neun Monate nach
der Transplantation zeigten Ratten welche mit fetalen c-Met+ Stammzellen transplantiert
wurden funktionsfahiges neues Gewebe; c-Met defiziente fetale Stammzellen repopulieren
nicht in der geschadigten Leber (Suzuki et al. 2004).

Durch den Vergleich der Absolutwerte von hAAT im Serum 24 Stunden nach HT zeigt
sich, dass eine erhohte Repopulation in c-Met defizienten Mausen nicht auf ein verstarktes
Anwachsen der Spenderzellen gleich nach der HT zurilickzufiihren ist. Die Serum-hAAT Werte
sind nahezu identisch. Vielmehr werden c-Met abhangige Mechanismen Grundlage fiir einen
dauerhaften positiven Selektionsdruck in Spenderzellen sein.

Die Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen flihrt zunachst zur Analyse
der proliferativen Aktivitat. Vier Wochen nach Hepatozytentransplantation zeigen die
Empfiangermause die hochste Proliferation, wobei c-Met defiziente Empfanger signifikant
mehr proliferieren (Abb. 5.6A, B). Durch detailliertere Analysen stellt sich heraus, dass
vorwiegend Spenderzellen proliferieren, welche in c-Met-defiziente Empfanger
transplantiert wurden (Abb. 5.7A, B). Diese fiuhrt dann zu der beobachteten erhéhten
Repopulation schon wenige Wochen nach HT. Die abnehmende proliferative Aktivitat zwolf
Wochen nach HT ist auf die bereits sehr weit durchgefiihrte und moglicherweise bald
abgeschlossene Repopulation zuriickzufiihren. Da c-Met als wichtiger Faktor fir Proliferation
bekannt ist (Potempa et al. 1998; Borowiak et al. 2004) ist diese der Grund fir die

ausbleibende Repopulation durch c-Met defiziente Spenderzellen. Weitere Analysen zur
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Identifikation des proliferierenden Zelltyps ergeben 48 Stunden nach HT vorwiegend
kleinere proliferierende Zelltypen, wohingegen 12 Wochen nach HT eindeutig nur
Hepatozyten proliferieren (Abb. 5.7C, D). Es konnte bereits gezeigt werden, dass in Ratten
nach PH und Retrorsine-Behandlung eine Art kleinerer Hepatozyten-Vorldauferzellen fir die
Leberrekonstruktion verantwortlich ist (Gordon et al. 2000). Anhand unserer Daten kann
allerdings nicht zwischen ,small hepatocytes” und anderen nicht-parenchymatdsen Zellen
differenziert werden.

HGF/c-Met abhangige Signalwege sind bekannt daflir, anti-apoptotische
Eigenschaften zu steuern (Bardelli et al. 1996). Die Untersuchung der apoptotischen Aktivitat
ergibt erhohte Apoptose-Werte vier Wochen nach HT in den c-Met defizienten Mausen
(Abb. 5.8A, B). Auch hier werden Lokalisationsanalysen durchgefiihrt, welche eine erhéhte
apoptotische Aktivitdit im Bereich des Empfangergewebes aufweisen (Abb. 5.8C). Die
apoptotische Aktivitat wird auch durch die Bestrahlung ausgeldst, dennoch schien durch die
erhohte Repopulation in unbehandelten Madusen ebenfalls das Fehlen des c-Met Rezeptors
einen nicht unwesentlichen Beitrag zu leisten. Dadurch wird im Leberparenchym physisch
Platz geschaffen, welcher von proliferierenden Spenderzellen ausgenutzt wird. Dieser Effekt
des Zellaustauschs, welcher in der gesunden Leber zur stdndigen Regeneration beitragt
(Duncan et al. 2009) scheint demnach auch vom c-Met Rezeptor abhangig zu sein, und
wurde auch an Hepatozyten-transplantierten Lebern gezeigt (Ding et al. 2011). Eine Theorie,
die unter dem Namen ,Streaming Theory” bekannt wurde, beschreibt den Zellwettbewerb
bei der Gewebsregeneration mit erhohter Gewebsrekonstruktion, welche zunachst in der
Embryonalentwicklung der Fruchtfliege Drosophila melanogaster gezeigt wurde (Oertel et al.
2006).

Neben einer unausgeglichenen Proliferations-Apoptose Balance spielen auch
Veranderung der Gewebsstruktur eine wesentliche Rolle fir die Repopulation
transplantierter Hepatozyten. Histologische Untersuchungen des Gewebes nach HT zeigen
keinerlei Auffalligkeiten (Abb. 5.9A). Die Untersuchung von Sirus-Rot gefarbten Geweben
nach HT sowie zum Zeitpunkt der Hepatektomie (Ktrl. to) lassen deutliche Unterschiede in
der Farbeintensitat erkennen. Die Kontrollgruppe welche einer Knochenmarks-
transplantation sowie einer Retrorsine-Behandlung unterzogen war zeigt eine erhdhte Sirius-
Rot Farbung. Dieser Effekt kann durch partielle Hepatektomie mit anschlieBender

Hepatozytentransplantation aufgehoben werden (Abb. 5.9B). Die Leberenzyme ALT und AST
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steigen 2 Tage nach HT um das 5-fache (ALT) bzw. um das Doppelte (AST) an. ALT-Werte
haben sich vier Wochen nach HT bereits wieder normalisiert (Abb. 5.9C, D).

Darauf folgend wurde die Aktivierung von extrazelluldrer Matrix produzierenden
Sternzellen untersucht. Dabei zeigt sich eine erhdhte Anzahl aktivierter Sternzellen erst zwolf
Wochen nach HT in c-Met“"®® Empfingermiusen (Abb. 5.10A, B). Im Kontrast dazu zeigt
sich vier Wochen nach HT eine signifikante Erhohung der Collagen 1-o Akkumulation in c-
Met*"®P* Empfingermiusen (Abb. 5.11A, B), ein Ergebnis welches durch entsprechende
Ergebnisse auf mRNA Ebene in einer quantitativen PCR verifizieren lasst (Abb. 5.11C). Bereits
zwoOlf Wochen nach HT sind die Werte der Collagen 1-a Expression wieder auf mit
Kontrolltieren vergleichbare Werte gesunken. Diese Daten legen nahe, dass es durch die
Konditionierung und Transplantation nur zu temporaren Umbauvorgangen und nicht zur
dauerhaft anhaltenden fibrotischen Leberschdadigung kommt. Die nahere Analyse der
Lokalisation ergibt, dass besonders in Bereichen des Empfangergewebes mehr Collagen 1-a
nachweisbar ist (Abb. 5.12A, B). Diese Analyse zeigt erneut, dass Umstrukturierungen in
extrazellularer Matrix einen erheblichen Einfluss auf die Repopulation transplantierter
Hepatozyten haben, wie sie auch bereits in der Ratte beschrieben wurden (Kumaran et al.
2005).

Eine Reihe c-Met abhdngiger Gene spielen eine entscheidende Rolle in Bezug auf
Proliferation, Apoptose und somit in Bezug auf die Regeneration nach
Hepatozytentransplantation. Die Analyse der mRNA Expression von HGF zeigt einen Anstieg
48 Stunden nach HT, der jedoch nur voribergehend ist; bereits vier Wochen nach HT hat
sich der Wert bereits normalisiert, bzw. liegt tendenziell unter der normalen Expressionsrate
(Abb. 5.13). Das legt nahe, dass die transkriptionelle Regulation von HGF keine essentielle
Rolle fir die anhaltende Selektion spielt. Auf proteinbiochemischer Ebene zeigt sich eine
starke Phosphorylierung von AKT 48 Stunden nach HT, dabei fallt die AKT Aktivierung in c-
Met>?'*P  Empfingermiusen deutlich stirker aus, verglichen mit c-Met "
Empfangermdusen (Abb. 5.14). Dies entspricht den Analysen, welche bereits 1996 zeigten,
dass der PI3-Kinase/AKT Signalweg HGF/c-Met vermittelt aktiviert werden kann (Ponzetto et
al. 1996). Der Transkriptionsfaktor STAT3, welcher ebenfalls bekannt ist anti-apoptotische
und pro-proliferative Funktionen auszuliben (Haga et al. 2003; Dierssen et al. 2008), zeigt 48
Stunden nach HT ebenfalls eine deutliche Aktivierung in c-Met' """ Mzusen (Abb. 5.14).

Die ausbleibende bzw. deutlich geringere Aktivierung dieser HGF/c-Met abhangigen Gene in

99



Diskussion

c-Met*"®"* Miusen legt nahe, dass unter den gewahlten experimentellen Bedingungen
sowohl AKT als auch STAT3 zu einem relevanten Teil mit Gber c-Met reguliert werden. Da
Zellproliferation unter anderem von der Aktivierung der Kinase AKT wund des
Transkriptionsfaktors STAT-3 abhangig ist, liegt hier wahrscheinlich ein Mechanismus vor,
der in c-Met defizienten Mausen relevant gestort ist. Dadurch erfahren transplantierte

Hepatozyten einen deutlich stirkeren Selektionsvorteil als in c-Met'>®/'o®

Empfanger-
Mausen, deren Regenerationspotential nicht beeintrachtigt ist.

Im Rahmen der Analysen von Faktoren des Immunsystems in der Leber nach HT zeigt
sich eine signifikante Erhohung von CD11b positiven Zellen 48 Stunden nach HT (Abb. 5.15).
Durch den operativen Eingriff bei der Transplantation ist ein Anstieg von Immunzellen kurz
nach der Operation nicht ungewohnlich, da sich aufgrund von , nicht-humanen
Operationsstandards” minimale Entziindungen an der Operationswunde ergeben kénnen. Es
ist auch moglich, dass der Reiz der transplantierten residenten Zellen eine aseptische
Entziindungsreaktion in der Leber mit auslost. Auf eine Verbesserung der Werte nach vier
Wochen folgt interessanterweise ein Anstieg in den c-Met*"®"® Mausen (Abb. 5.15). Eine
weitere Analyse von CD4 positiven T-Lymphozyten bestatigte dieses Ergebnis durch ebenfalls
erhohte Werte zum zwélf Wochen Zeitpunkt in c-Met“" M3usen (Abb. 5.16). Der Einfluss
CD4 positiver Zellen auf die Zellselektion konnte bereits gezeigt werden (Streetz et al. 2008).
Die Analyse der Makrophagen Infiltration als Folge der Hepatozytentransplantation zeigt
zunachst eine geringere Anzahl an Makrophagen in der Leber. Dabei gibt es in c-Met
defizienten Mausen zunachst signifikant weniger F4/80 positive Zellen. Diese Beobachtung
wird gestlitzt durch Studien, welche belegen, dass die Depletion von Kupffer Zellen zu
verstarkter Repopulation nach HT fuhrten (Krohn et al. 2009). Zwolf Wochen nach HT hat
sich die Menge an Makrophagen wieder normalisiert (Abb. 5.17). Detaillierte Analysen
zeigen, dass besonders die Bereiche, die aus transplantierten Spenderzellen hervorgegangen
sind, erheblich mehr F4/80 positive Makrophagen aufweisen (Abb. 5.18).

Offensichtlich ist die Proliferation von Immunzellen im verwendeten Modell in
unterschiedlichem Malle beeintrachtigt. Es kann von den vorliegenden Daten nicht
angenommen werden, dass sie bei der Repopulation von Hepatozyten eine weiterreichende
Rolle spielen.

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Daten schlieBen, dass der Rezeptor c-Met

eine essentielle Rolle fur die Zellselektion nach HT spielt, und diese grundlegend férdert.
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Daraus ergeben sich neue Ansatzpunkte, die in vivo Repopulation durch therapeutische

Interventionen im HGF/c-Met Signalweg weiter zu verbessern.

6.2. Inhibierung des c-Met Rezeptors fiihrt zu positiver Zellselektion

Durch einen konditionalen hepatozytenspezifischen knockout kann also eine positive
und effektive Selektion transplantierter Hepatozyten nach HT erreicht werden. Dadurch
stellt c-Met einen interessanten Ansatzpunkt fur die Entwicklung von Strategien dar, die die
in vivo Repopulation transplantierter Hepatozyten beglinstigen. In dieser Arbeit wird
aufgrund dieser Erkenntnis nun ein weiterer Schritt im Bereich der experimentellen
therapeutischen  Anwendung unternommen. Im Rahmen des Hepatozyten-
transplantationsmodells wird der Rezeptor c-Met durch die Gabe eines HGF-Antagonisten
inhibiert. Dies entspricht quasi einem funktionellen knockout. Die Inhibierung erfolgt durch
die adenovirale Uberexpression des HGF-Antagonisten NK4 (Adeno-NK4). NK4 bindet
kompetitiv an c-Met, ohne jedoch seine Phosphorylierung auszulésen. NK4 hat seine
effektive inhibitorische Wirksamkeit im Bereich der Angiogenese und Proliferation
besonders im Rahmen der Tumorforschung sowohl in vitro (Jiang et al. 1999; Kuba et al.
2000), als auch in vivo (Kubota et al. 2009; Nakamura et al. 2010; Saimura et al. 2002;
Maemondo et al. 2002) eindrucksvoll bewiesen.

In unseren Studien werden Mause mit dem NK4-exprimierenden Adenovirus, bzw.
einem LacZ-exprimierenden Adenovirus, transfiziert und anschlieBend Hepatozyten-
transplantiert. Adeno-NK4 behandelte Mause zeigen signifikant mehr Repopulation nach
Hepatozytentransplantation (Abb. 5.19A, B). Die 4 Wochen nach HT gemessenen Serum-
hAAT Werte der Adeno-NK4 behandelten Mause sind vergleichbar mit denen welche in c-
Met defizienten Mausen 4 Wochen nach HT gemessen werden. Dies zeigt, dass NK4 c-Met
funktionell und effektiv inhibiert. Die experimentelle Inhibition der HGF/c-Met Wirkung kann
Grundlage sein fir die Entwicklung von Therapieansiatzen im Rahmen von
Hepatozytentransplantationen. Um diese flir den Patienten erfolgreich und mit moglichst
wenigen operativen Eingriffen gestalten zu kénnen, kann die Inhibierung von c-Met fiir eine
kurze Dauer vor der Zelltransplantation zu einer verstarkten in vivo Repopulation der
Spenderzellen fihren. Dabei ist zu beachten, dass eine Adenovirus-basierte Therapie an

Pateinten nicht unproblematisch ist. Auch wenn die in der Gentherapie verwendeten
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adenoviralen Vektoren durch die Deletion der Gene E1A und E1B nicht mehr zur Replikation
fahig  sind, und  Adenoviren  vorwiegend fir  weniger schwerwiegende
Atemwegserkrankungen verantwortlich sind, fihrt die Behandlung mit lhnen zu starken
Entziindungsreaktionen.

Die Messung der Lebertransaminasen zeigt deutlich erhohte Werte in den ersten
zwei Wochen nach HT, welche sich vier Wochen nach HT bereits normalisiert haben (Abb.
5.19C). Die Erhoéhung der Transaminasen ist auf die Infektion der Hepatozyten durch
Adenoviren zurlckzufiihren, ein Effekt welcher bereits beschrieben wurde (Christ et al.
2000). Hepatozyten, welche in Adeno-LacZ behandelte Empfanger transplantiert werden,
wachsen nicht in der Leber an, sondern werden abgebaut.

Die tatsachliche Effektivitat der c-Met Inhibierung durch Adeno-NK4 sollte nicht
ausschlieBlich anhand der Repopulation gemessen werden. Um die Inhibierung des c-Met
Signalweges auf Proteinebene zu untermauern, werden Mause mit Adeno-NK4 (Adeno-LacZ)
und partieller Hepatektomie behandelt, welche in Wildtyp Mausen nach 6 Stunden zu
erhohter Phosphorylierung des c-Met abhangigen Signaltransduktors STAT3 fiihrt (Dierssen
et al. 2008). Die Analyse von pSTAT3 in Adeno-LacZ und Adeno-NK4 behandelten Mausen
zeigt dabei allerdings keine signifikanten Unterschiede (Abb. 5.20A). Dem kann eine nicht
ausreichende c-Met Inhibierung oder ein zu schwach gewahlter Stimulus zu Grunde liegen.
Darauf aufbauend werden Adeno-NK4 (Adeno-LacZ) transfizierte Mause durch intravenose
Stimulation mit dem c-Met Liganden HGF stimuliert. HGF fiihrt als effektiver Stimulus des c-
Met Signalweges bereits 2 Stunden nach Applikation zu verstarkter Phosphorylierung von
STAT3 (Giebeler et al. 2009). Die Proteinexpressionsanalyse zeigt eine deutliche Inhibierung
von pSTAT3 in Adeno-NK4 behandelten Mausen. Tiere, welche mit dem Kontrollvektor
behandelt werden zeigen eine starke Phosphorylierung von STAT 3 als Antwort auf die
Stimulation mit HGF (Abb. 5.20B). Dieses Muster ist vergleichbar mit der STAT3 Expression in
c-Met defizienten Méausen nach HT, und untermauert somit die Effektivitdt der c-Met
Inhibierung durch NK4.

Es bestehen verschiedene Moglichkeiten c-Met zu inhibieren. Die Verwendung von
HGF-Antagonisten kann von uns als effektiv beschrieben werden. Sogenannte ,small
molecule inhibitors” von Tyrosin Kinasen sind eine weitere vielversprechende Maoglichkeit.
Da c-Met durch seine pro-proliferative und pro-angiogenetische Funktion besonders im

Bereich der Tumorforschung eine wichtige Rolle spielt, stellt die Inhibierung des Rezeptors
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auch einen interessanten Ansatzpunkt fiir die Entwicklung von Tumor-Therapien dar (Osada,
Yoshida 2010). Die spezifischsten c-Met Inhibitoren, wie SU11274 oder PHA665752 wurden
zunachst vorwiegend in vitro angewendet (Puri et al. 2007; You et al. 2011; Ma et al. 2005;
Inagaki et al. 2011), in den letzten Jahren jedoch auch zunehmend in in vivo Versuchen
eingesetzt. Die Verwendung von SU11274 in vivo fihrte tatsachlich zu verringertem
Tumorwachstum in malignen Melanomen sowie in Experimenten an Mausen mit
Magenkrebs (Kenessy et al. 2010; Toiyama et al. 2011).

Zusammenfassend kann man sagen, dass durch die Behandlung mit dem HGF-
Antagonisten NK4 eine ausreichende Inhibition des c-Met Rezeptors erreicht werden kann
um eine positive Spenderzellselektion zu veranlassen. Aufgrund der Problematiken, die bei
einer Adenovirus-basierten Gentherapie entstehen kdnnen ist eine Weiterentwicklung

dieses Therapieansatzes mit den sogenannten ,,small molecule Inhibitors” zu empfehlen.

6.3. Repopulation nach HT in NEMO Médusen

Ein GroRteil dieser Studien beschaftigt sich damit die Rolle des HGF-Rezeptors c-Met
auf die Repopulation geschadigter Lebern durch transplantierte Spenderhepatozyten im
Detail zu untersuchen. Dazu missen die Lebern entsprechender Empfiangertiere
konditioniert werden um einen Repopulationsstiumulus zu erreichen.

AnschlieBend daran wird die Hepatozytentransplantation auf Mause angewendet,
welche bereits endogen eine Leberschadigung aufweisen. Ein potentielles Maus-Modell dazu
stellt die NEMO-knockout Maus dar. NEMO als regulatorische Untereinheit im NFKB
Signalweg (bt verschiedenste Funktionen im Bereich der Erhaltung der Leberstruktur aus.
Die hier verwendeten konditionalen hepatozytenspezifischen NEMO defizienten Mause
zeigen histologisch bereits mit 12 Wochen schwach fibrotische Bereiche. Im Alter von 52
Wochen ist die Leber von Tumoren fast vollstandig durchsetzt (Lidde et al. 2011).

NEMO defiziente Maduse weisen mit fortschreitendem Alter erhohte Apoptose auf,
welche durch die Ausschiittung von TNF-o. bedingt ist (Kerr et al. 1972). Um den
Repopulationserfolg zu steigern und den TNF-o. Einfluss auf transplantierte Spenderzellen
gering zu halten, werden neben hAAT transgenen Wildtyp Spendern auch hAAT transgene

Apoptose-resistente Spendermduse verwendet. Dies geschieht unter der Annahme der
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Hypothese, dass eine Inhibition von Rezeptor vermittelter Apoptose eine bessere Resistenz
gegen TNF-a und damit eine vermehrte Selektion bewirken wiirden.

Zunachst werden 30 Wochen alte, NEMO defiziente Empfangermause verwendet,
welche bereits makroskopisch erkennbare Verdanderungen der Leber aufweisen. Die
Transplantation von hAAT transgenen Apoptose-resistenten Spenderzellen fiihrt jedoch
nicht zur erhofften Repopulation (Abb. 5.22). Die Empfangerlebern in diesem Alter weisen
bereits immense Schadigungen auf, was auch an einer erhdhten Konzentration der
Transaminasen zu sehen ist. Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass nicht eine zu
geringe Schadigung der Empfangerleber den Selektionsdruck auf Spenderzellen reduziert,
sondern die Ausschittung von Faktoren wie TNFa Spenderzellen an der Repopulation
hindert. Zudem kann eine mangelnde Immunkompatibilitdt Grund fir die fehlende Selektion
sein.

Daraufhin wird die HT an Mausen im Alter von 12 Wochen durchgefiihrt. Jedoch zeigt
sich durch die Messung des Serum-hAAT Wertes nach 12 Wochen, dass es zu keiner
Repopulation kommt, was darauf hindeutet, dass es offensichtlich noch zu keiner
ausreichenden Schadigung gekommen ist, die eine positive Selektion der Spenderzellen
erlauben (Abb. 5.23).

Aufgrund dieser Erkenntnis wird im nachsten Experiment eine Bestrahlung des
Abdomens exklusive der Extremitaten vorgenommen. Auch hier zeigt die vier Wochen spater
durchgefihrte HT mit Apoptose-resistenten hAAT(+) Spenderzellen keine erfolgreiche
Repopulation (Abb. 5.24).

Da bereits bekannt ist, dass eine Knochenmarkstransplantation und die daraus
resultierende CD4 Zellaktivierung einen bedeutenden Einfluss auf die Repopulation hat
(Streetz et al. 2008), wird im letzten Schritt der gesamte Koérper der Empfangermause lethal
bestrahlt und mit Zellen aus dem Stamm der zukinftigen Hepatozytenspender
Knochenmarks-transplantiert. Mithilfe dieser Konditionierung kann eine erfolgreiche
Repopulation durch erhdhte Serum-hAAT Werte sowie durch die Anfarbung der
Spenderzellen in NEMO defizienten Empfangertieren nachgewiesen werden. WT
Empfangertiere zeigen dagegen keine repopulierten Spenderzellen. Bereits 12 Wochen nach
HT wird deutlich, dass Apoptose-resistente Spenderzellen besser repopulieren als WT Zellen.
Um diesen Effekt weiter zu beobachten wird bei diesen Madusen zundchst keine

Organentnahme vorgenommen, sondern (ber den Zeitraum eines Jahres die Entwicklung
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der Repopulation weiter beobachtet Dabei verstarkt sich der Effekt, dass Apoptose-
resistente Zellen besser repopulieren als WT Spenderzellen (Abb. 5.25 A, B). Obwohl wir
bereits zeigen konnten, dass vorwiegend residente Zellen der Empfanger von Apoptose
betroffen sind (Abb. 5.8C) (Kaldenbach et al. 2012), spielt die Apoptose der Spenderzellen
bei der Transplantation in NEMO-defiziente Mause eine wesentliche Rolle.

52 Wochen nach HT kann anhand des makroskopischen Erscheinungsbildes der
Lebern, des verbesserten Verhdltnisses von Leber- zu Korpergewicht, sowie geringerer
Transaminasen, und einer verbesserten Histologie, eine insgesamt erfolgreiche Repopulation
der geschadigten Empfangerleber beobachtet werden (Abb. 5.26).

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich die Methode der
Hepatozytentransplantation bei ausreichend hohem Selektionsdruck sowie ausreichendem
Schutz der Spenderzellen vor Einflissen wie Apoptose-beglinstigenden Faktoren eignet
geschadigte Lebern funktionell zu repopulieren. Es kommt dabei im NEMO Modell zu einer
erheblich verbesserten Leberstruktur und einer Senkung der Transaminasen und hat damit

therapeutische Auswirkungen.
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