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1 Zielsetzung

Eine Lebertransplantation ist zurzeit die einzige Therapieoption fir Patienten im
Endstadium chronischer Lebererkrankungen und bei akutem Leberversagen. Wegen
der begrenzten Anzahl von Spenderorganen wurde die Aufmerksamkeit auf die
Moglichkeit fokussiert, Lebergewebe und -funktion durch Transplantation allogener
Hepatozyten oder autologer Stammzellen wiederherzustellen. Auch die Verwendung in
vitro differenzierter embryonaler oder fetaler Stammzellen stellt eine alternative
Moglichkeit regenerativer Therapien dar, aber die Risiken der Abstoliung oder der
Entwicklung von benignen oder malignen Keimzelltumoren sowie ethische Aspekte
limitieren diese Ansatze flr eine erfolgreiche und sichere Therapie. Autologe
Stammzellen des Knochenmarks koénnten hingegen geeignet sein, um die
Leberregeneration zu stimulieren. Entgegen extensiver Untersuchungen der
hepatischen Regeneration in verschiedenen Situationen der Leberschadigung ist nur
wenig Uber die Mechanismen der Leberregeneration im humanen System bekannt.

Derzeit wird diskutiert, dass die Leberregeneration sowohl tber reife Hepatozyten als
auch Uber intrahepatische und extrahepatische Stamm- und Progenitorzellen vermittelt
wird. Dabei scheinen die extrahepatischen Stammzellen im Knochenmark angesiedelt
zu sein und uUber die Blutzirkulation in die Leber zu gelangen. In diesem
Zusammenhang zeigte eine Studie von Gehling et al. aus unserem Forschungslabor
eine Mobilisierung myelomonozytarer Progenitorzellen mit hamatopoetischem
Phanotyp und hamatopoetischem und hepatozytarem Differenzierungspotential nach

partieller Hepatektomie [Gehling et al. 2005].

Basierend auf der Hypothese, dass Progenitorzellen des Knochenmarks zur

Leberregeneration nach partieller Hepatekomie bei gesunden Leberspendern

beitragen, und dass diese Zellen in das periphere Blut mobilisiert werden, um Uber die

Zirkulation in die Leber einzuwandern, sollen folgende Fragestellungen geklart werden:

1. Kommt es auch bei Patienten, die sich einer Leberresektion oder einer
Pfortaderembolisation unterziehen missen, zu einer postoperativen bzw.
postinterventionellen Mobilisierung von Stamm- und Progenitorzellen?

2. Unterscheiden sich die durch Leberresektion und Pfortaderembolisation
mobilisierten Stamm- und Progenitorzellen von den durch eine partielle
Hepatektomie mobilisierten Progenitorzellen hinsichtlich des Phanotyps?

3. Unterscheiden sich die mobilisierten  Progenitorzellpopulationen  der

verschiedenen Kollektive im Hinblick auf funktionelle Eigenschaften in vitro?
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2 Zusammenfassung

Zahlreiche experimentelle Studien der vergangenen Jahre weisen daraufhin, dass
Stammzellen des Knochenmarks an der Regeneration der Leber beteiligt sein kénnten.
In Studien wurden definierte Stammzellpopulationen aus dem Knochenmark isoliert
und Mausen oder Ratten intravends injiziert. Diese Stammzellpopulationen hatten
einen hamatopoetischen Phanotyp und waren in der Lage, sowohl das Knochenmark
als auch die Leber zu besiedeln und sich damit zu Blutzellen als auch zu Hepatozyten
zu differenzieren. Neueste Studien zeigen, dass insbesondere aus dem Knochenmark
stammende monozytare Zellen die Fahigkeit besitzen, eine geschadigte Leber zu
besiedeln und einen hepatozytdren Phanotyp anzunehmen. Diese Zellen, auch
myelomonozytdre Zellen genannt, scheinen dabei auch als bereits determinierte
Progenitorzellen an der Leberregeneration beteiligt zu sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob bei Patienten nach Leberresektion und
bei Gesunden nach Leberlebendspende Stammzellen aus dem Knochenmark in das
periphere Blut freigesetzt werden und welchen Phanotyp und welche
Differenzierungsfahigkeit diese Zellen besitzen. Dazu wurden bei
Leberlebendspendern und Patienten mit Lebererkrankungen pra- und postoperative
durchflusszytometrische Analysen des peripheren Blutes durchgefiihrt. Zur Detektion
der zirkulierenden Progenitorzellen wurden Antikérper gegen die Stammzellantigene
CD133, CD34, c-kit und bcrp-1 eingesetzt und zur weiteren Phanotypisierung
Antikérper gegen hamatopoetische Antigene CD45, CD14 und gegen den Chemokin
Rezeptor CXCR4 verwendet. Ferner wurde das klonogene Potenzial der zirkulierenden
Progenitorzellen mittels Colony Assays ermittelt.

Bei diesen Analysen lieB sich eine deutliche Mobilisierung von CD133-positiven (%)
Zellen, sowie von CD133"/CD14", CD133"/CXCR4", CD14", c-kit" und c-kit"/CXCR4"
Zellen bereits vor Leberresektion bei lebererkrankten Patienten nachweisen. Bei den
Lebendspendern war eine Mobilisierung der gleichen Zellpopulation hingegen vor
allem nach der Leberspende detektierbar. Es konnte gezeigt werden, dass vermehrt
nach Leberlebendspende jedoch nicht nach Leberresektion CD133" Progenitorzellen in
das periphere Blut mobilisiert werden. CD34" und bcrp-1" Zellen wurden in beiden
Kollektiven nur in sehr geringem Ausmal} mobilisiert.

Mittels o.g. Colony Assays konnte demonstriert werden, dass es nach

Leberlebendspende zu einer Zunahme hamatopoetischer, insbesondere monozytarer
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und erythrozytarer, sowie endothelialer Progenitoren kommt. Dieses Phdnomen war
nach Resektion einer erkrankten Leber nicht nachweisbar.

Weiterhin gibt der Nachweis c-kit* Zellen, zusammen mit der vermehrten Bildung von
CFU-E, sowie c-kit”/CXCR4" und CXCR4" Zellen Grund zu der Annahme, dass eine
Rekrutierung  hamatopoetischer Stammzellen unter anderem durch eine
intrahepatische Hypoxie gesteuert und mittels SDF-1 von verletztem Gewebe
angelockt werden kénnte.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Resultate weisen daraufhin, dass die Rekrutierung
von Stammzellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut einen relevanten
physiologischen Prozess im Falle von endogener sowie exogener Schadigung der
Leber darstellt, und unterstreichen die potentielle Rolle von Stammzellen fir die

Therapie von Lebererkrankungen.
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3 Einleitung

3.1 Definition einer Stammzelle

Eine Stammzelle ist definiert als eine undifferenzierte Zelle, die sich zum einen selbst
erneuern und darlber hinaus zu spezialisierten Zellen (Progenitorzellen)
ausdifferenzieren kann. Aus einer Zellteilung kdnnen eine Stammzelle und eine
Progenitorzelle hervorgehen. Dieses Phanomen wird als asymmetrische Zellteilung

bezeichnet und stellt eine stammzellspezifische Eigenschaft dar (Abbildung 3.1).

Stammzelle Selbsterneuerung

@J

Stammzelle determinierte Zelllinie A

Progenitorzelle

: determinierte Zelllinie B
Differenzierung @

Abb. 3.1: Definition einer Stammzelle. Eine Stammzelle ist eine undifferenzierte Zelle, die sich selbst

asymmetrische Zellteilung

erneuern sowie Progenitorzellen hervorbringen kann.

Stammzellen lassen sich durch ihr ontogenetisches Alter und dem damit verknupften
Differenzierungspotential unterscheiden. Eine Stammzelle kann totipotent, pluripotent,
multipotent oder oligopotent sein. Totipotente Stammzellen besitzen ein unbegrenztes
Differenzierungspotential. Sie koénnen zu allen Gewebstypen eines Organismus
ausreifen und somit einen neuen Organismus bilden. Nur eine befruchtete Eizelle und
Zellen der ersten Zellteilungen bis zum Achtzellstadium besitzen dieses Potential. Ist
das Stadium der Blastozyste erreicht, so bezeichnet man das Zellpotential als
pluripotent. Die Zellen der Blastozyste werden auch als embryonale Stammzellen

bezeichnet und besitzen die Fahigkeit, sich zu primitiven Keimstammzellen sowie zu
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somatischen Stamm- und Progenitorzellen (Vorlauferzellen) zu entwickeln.
Progenitorzellen kdnnen sich ebenso wie Stammzellen in verschiedene Gewebe
ausdifferenzieren, haben jedoch die Fahigkeit der Selbsterneuerung verloren.
Pluripotente embryonale Stammzellen kénnen sich zu jedem Zelltyp eines Organismus
differenzieren, jedoch sind sie im Gegensatz zu totipotenten Zellen nicht mehr in der
Lage, einen gesamten Organismus zu bilden. Multipotente Stammzellen treten in
nahezu allen Geweben des Menschen auf. Sie kommen im embryonalen, fetalen und
erwachsenen Organismus vor und koénnen sich in verschiedene spezifische
Gewebszellen differenzieren und Ubernehmen dabei wichtige Reparatur- und
Erneuerungsfunktionen. Im postnatalen Organismus werden diese Zellen als adulte
Stammzellen bezeichnet. Aus ihnen werden wahrend der gesamten Lebensdauer des
Organismus neue spezialisierte Zellen gebildet [zusammengefasst aus Engelhardt et
al. 2003, Morrison et al. 1997, Schoéler 2007]. Adulte Stammzellen finden sich
vorwiegend im Knochenmark. Es lassen sich hier Stammzellen des blutbildenden
Systems (hamatopoetische Stammzellen), Blutgefalistammzellen (endotheliale
Stammzellen) und Stammzellen des Stitzgewebes (mesenchymale Stammzellen)
nachweisen. Der Anteil hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen gemessen an
den Gesamtzellen betragt im Knochenmark eines gesunden Erwachsenen ca. 0,5-2%
und im peripheren Blut unter 0,5% [Barnes et al. 1967]. Der Anteil endothelialer
Progenitorzellen in Knochenmark und peripherem Blut ist deutlich geringer, eine
genaue Quantifizierung ist allerdings schwierig, da endotheliale Progenitorzellen einen
ahnlichen Phanotyp wie hamatopoetische Stammzellen aufweisen [Rafii und Lyden
2003]. Mesenchymale Stammzellen kommen unter physiologischen Umstanden nur im
Knochenmark vor und machen hier einen Anteil von 0,01 - 0,05 % aus [Minguell et al.
2001] Hamatopoetische Stammzellen wurden bereits in weiteren Organen
nachgewiesen. Sie sollen beispielsweise auch im Muskel vorkommen [DellAgnola et
al. 2002, Jackson et al. 1999, Kadawa und Ogawa 2001], und wurden in der Leber
detektiert [Korbling et al. 2002, Wang, Ge et al. 2003].

Als oligopotent bezeichnet man Zellen, die die Fahigkeit besitzen, sich in wenige
verschiedene Zelltypen innerhalb eines Gewebes differenzieren zu kénnen. Diese
Eigenschaften besitzen beispielsweise lymphoide oder myeoloide Vorlauferzellen
[Schoéler 2007].
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3.1.1 Hierarchie der hamatopoetischen Stammzellen

Je hoher eine Zelle in der Hierarchie der hamatopoetischen Zellkaskade steht, desto
potenter ist sie verglichen mit untergeordneten Zellen in Bezug auf die
Selbsterneuerungs-, Teilungs- (im adulten Organismus teilen sich unreife Stammzellen
seltener als reifere) und Differenzierungsfahigkeit. An der Spitze der hdmatopoetischen
Zellhierarchie stehen im adulten Organismus multipotente Stammzellen. Aus ihnen
kénnen sich alle Zellreihen der myeloischen und lymphatischen Hamatopoese
entwickeln (Abbildung 3.2). Auf der nachsten Ebene werden ihnen die myeloischen
und lymphatischen oligopotenten Stamm- und Progenitorzellen untergeordnet. Diese
oligopotenten Stamm- und Progenitorzellen werden auch als koloniebildende Einheiten
(CFU: colony forming unit) bezeichnet, weil sie nach Einbringen in eine semisolide
Matrix sog. Kolonien bilden kénnen. Bei den Kolonien handelt es sich um Zellklone, die
ihrerseits aus einer oder mehrerer, fliir eine bestimmte hamatopoetische Zellreihe
determinierte  Progenitorzellpopulation  bestehen. Wachstumsfaktoren  (colony
stimulating factors: CSF), wie der vaskulare Wachstumsfaktor (VEGF) oder der
hepatische Wachstumsfaktor (HGF) Uben dabei einen stimulierenden Effekt auf
Proliferation und Differenzierung der CFU-bildenden Zellen aus. Je nach
Differenzierungsgrad bzw. Differenzierungspotential einer CFU-bildenden Zelle kénnen
CFUs nur einer oder mehrerer hamatopoetischer Zellreihen gebildet werden. Im
Hinblick auf myeloische CFU-bildende Zellen unterscheidet man erythrozytare
Kolonien, so genannte burst forming unit erythrocyte (BFU-E) und colony-forming unit
erythrocyte (CFU-E), gemischte Kolonien wie colony- forming unit granulocyte
erythrocyte monocyte megakaryocyte (CFU-GEMM) und myelomonozytare Kolonien
als CFU- granulocyte monocyte (CFU-GM), granulocyte (CFU-G) und monocyte (CFU-
M). Eine myeloische und eine lymphoide CFU kann sich wiederum zu bi- oder
unipotenten Progenitoren weiter differenzieren, aus denen sich daraufhin die
morphologisch unterscheidbaren Vorstufen der verschiedenen Blutzellreihen bilden
kdénnen.

Verschiedene in vivo und in vitro Systeme wurden entwickelt, um Stammzellen und
Progenitoren zu detektieren und ihr Differenzierungspotential zu beurteilen.
Koloniebildende Zell-Ansatze (Colony Assays) konnen beispielsweise verwendet
werden, um das klonogene Potential von Zellen qualitativ und quantitativ in vitro zu

erfassen.
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Abb. 3.2: Hierarchie hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen.
(CFU: colony forming unit, BFU: burst forming unit, E: erythrocyte, GEMM: granulocyte erythrocyte
monocyte megakaryocyte, Eo: eosinophile, Baso: basophile, GM: granulocyte monocyte, Meg:

megakaryocyte, G: granulocyte, M: monocyte, NK-Zelle: natlrliche Killerzelle, Lymphoz.: Lymphozyt)

3.2 Entwicklungsgeschichtliche Beziehung zwischen Hamatopoese und

der Leber

Die Leber besitzt eine spezielle Beziehung zur Hadmatopoese, da in der embryonalen
und fetalen Entwicklung die Blutbildung auch im Parenchym der Leber stattfindet.
[Hoyes et al. 1973]

Die Hamatopoese beginnt anfangs mit der Bildung von Blutinseln, die sich in der
Embryonalphase bis zur sechsten Woche extraembryonal im Dottersack nachweisen
lassen. Zunachst treten mesodermale Zellaggregate auf, deren auliere Zellen sich zu
Endothel differenzieren, wahrend sich die inneren Zellen zu primitiven Erythrozyten

entwickeln, so dass mit Erythrozyten gefiillte BlutgefaRe gebildet werden [Sabin 2002].
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Erst spater entstehen im Dottersack weitere primitive hdmatopoetische Vorlauferzellen,
die jedoch im Dottersack keine weitere Differenzierung durchlaufen. Im Gegensatz zur
primitiven Hamatopoese im Dottersack beginnt die definitive Hamatopoese in der sog.
AGM (Aorta, Gonaden, Mesonephros) -Region des sich entwickelnden Embryos durch
Abknospung von multipotenten hamatopoetischen Stammzellen von aortalen
Endothelzellen. Diese Stammzellen, sowie die primitiven Vorlauferzellen des
Dottersackes wandern dann in die Leber, um sich weiter zu differenzieren. Von der
siebten bis zur 26ten Woche lauft die Blutbildung im Parenchym der Leber und ab der
20ten bis 32ten Woche aulRerdem in der Milz ab. Ab der 16ten Woche beginnt die

Hamatopoese zusatzlich im Knochenmark [Thomas und Yoffey 1964].

3.3 Zelloberflaichenmolekiile (Cluster of Differentiation)

Im humanen System sind derzeit Uber 300 verschiedene Zelloberflachenantigene
bekannt. Diese werden seit 1981 im sog. Cluster of Differentiation (CD) -System
erfasst und nach biochemischen oder funktionellen Kriterien geordnet. Dabei wird
jedes Antigen einer speziellen CD-Nummer zugewiesen. Bei den CD-Molekilen
handelt es sich in der Regel um membrangebundene Glykoproteine, die zum Teil
zellspezifisch exprimiert werden und unterschiedliche Funktionen haben kénnen. Die
Analyse des Expressionsmusters von CD-Molekilen, die sog. Immunphanotypisierung

stellt eine bedeutende Methode zur Charakterisierung von Zellen dar.

3.3.1 Stammzellantigene

CD34

CD34 ist ein glykosyliertes Typ-I Membranprotein, welches Anfang der 1980er Jahre
auf der Zelloberflache von humanen hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen
des Knochenmarkes entdeckt wurde [Civin et al. 1981]. Die Expression von CD34 ist
abhangig von Differenzierungsgrad der Knochenmarkzellen [Krause et al. 1996].
Wahrend ganz unreife Stammzellen nur schwach positiv flir dieses Merkmal sind,
weisen reifere Stammzellen eine starke Expression auf. Im Laufe der weiteren

Differenzierung dieser Stammzellen kommt es dann zu einer kontinuierlichen
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Herunterregulation der Expression. Ausdifferenzierte hamatopoetische Zellen sind
CD34 negativ.

Im humanen System wird CD34 dariber hinaus von zirkulierenden Fibrozyten [Abe et
al. 2001, Bucala et al. 1994], von Keratozyten des Auges [Thill et al. 2007], von
intrahepatischen Progenitorzellen [Crosby et al. 2001] und von gastrointestinalen
Stromatumoren exprimiert [Miettinen et al. 1995]. Die genaue Funktion des CD34-
Antigens ist bisher nicht geklart, es wird jedoch eine Rolle bei der Zelladhasion,
Zellmigration und Inhibierung der hamatopoetischen Differenzierung vermutet [Lange
et al. 2007].

CD133

Bei dem Antigen CD133, friher als AC133 bekannt, handelt es sich um ein
Membranprotein mit 5 transmembranen Domanen, welches 1997 erstmals im
humanen System identifiziert wurde [Yin et al. 1997]. Dabei wurde gezeigt, dass
CD133 auf einem Subset undeterminierter CD34-positiver hamatopoetischer
Stammzellen des Knochenmarkes, des Nabelschnurvenenblutes und der fetalen Leber
exprimiert wird [Yin et al. 1997]. Initial wurde angenommen, dass das CD133 Antigen
ausschlieBlich auf hamatopoetischen Stammzellen vorkommt. In einer assoziierten
Studie wurde jedoch schon damals berichtet, dass das CD133 Transkript in Retina,
Pankreas, Niere, Plazenta und schwach in Leber, Lunge, Gehirn und Herz
nachweisbar ist [Miraglia et al. 1997].

Bereits im Jahre 2000 konnte gezeigt werden, dass CD133 als Oberflachenantigen
auch auf humanen endothelialen Progenitorzellen exprimiert wird [Gehling et al. 2000,
Peichev et al. 2000]. Humane Hamangioblasten weisen ebenfalls diesen Marker auf
[Loges et al. 2004]. Inzwischen wurden CD133-positive (') Stamm- und
Progenitorzellen in zahlreichen gesunden Geweben identifiziert [Bussolati et al. 2005,
Sawamoto et al. 2001, Schmelzer et al. 2007, Snippert et al. 2009]. Darlber hinaus
wurden CD133" Zellen ebenfalls aus verschiedenen epithelialen Tumoren isoliert und
CD133 bis vor kurzem als Marker fur Tumorstammzellen diskutiert [Mizrak et al. 2008].
Eine aktuelle Studie hat, neben weiteren, jedoch demonstriert, dass das CD133-
Antigen im humanen System analog dem Prominin-1, dem homologen Protein im
Maussystem, auch von differenzierten Epithelzellen exprimiert wird [Shmelkov et al.
2008, Weigmann et al. 1997]. Da nicht nur benigne, sondern auch maligne
Epithelzellen CD133" sind, ist CD133 als alleiniger Marker fir Tumorstammzellen somit
nicht ausreichend [Shmelkov et al. 2008].

Die Funktion des CD133-Antigens ist wie die des CD34-Antigens nicht abschlielend

geklart. Der Molekulstruktur nach kdnnte es sich um einen Wachstumsfaktorrezeptor
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handeln, ein Ligand wurde aber bisher noch nicht identifiziert. Durch die begrenzte
Lokalisierung der CD133-Expression auf zytoplasmatischen Ausstilpungen wird tber
eine Rolle in der Organisation der Membran und/oder interzellularen Interaktionen
postuliert [Corbeil et al. 2001, Yu et al. 2002].

CD117

CD117, auch bekannt unter der Bezeichnung c-kit, kommt im humanen System zum
einen auf hamatopoetischen Stammzellen vor [André et al. 1989]. Ferner wird CD117
auf Endothelprogenitorzellen [Gehling et al. 2000, Peichev et al. 2000], auf
intrahepatischen Progenitorzellen [Crosby et al. 2001, Kwon et al. 2002], auf
Mastzellen [Nocka et al. 1990] und auf Tumorzellen in gastrointestinalen
Stromatumoren exprimiert [Sarlomo-Rikala et al. 1998].

Funktionell handelt es sich bei CD117 um eine Rezeptor-Tyrosinkinase. Die Interaktion
zwischen c-kit und seinem Liganden, dem Stem Cell Factor (SCF), ist am besten im
hamatopoetischen System untersucht und spielt eine Schllsselrolle fiir Proliferation

und Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen [McNiece et al. 1991].

berp-1

Das breast cancer resistance protein (bcrp-1), auch als ATP binding casette sub-family
G member 2 (ABCG-2) bekannt, wird ebenfalls auf hamatopoetischen Stammzellen
exprimiert [Bunting 2002, Kim et al. 2002]. Daritber hinaus findet es sich auf
Stammzellen mit dem so genannten side population (SP) Phanotyp, die in zahlreichen
nicht-hamatopoetischen Geweben vorkommen [Zhou et al. 2001] und auf embryonalen
Stammzellen [Bunting 2002]. Es wird ferner auf der apikalen Membran von
Syncytiotrophoblasten, Endothelzellen, Enterozyten und Hepatozyten exprimiert
[Hardwick et al. 2007] und kann in zahlreichen soliden Tumoren nachgewiesen werden
[Diestra et al. 2002].

Das bcrp-1 Protein funktioniert als Transmembranpumpe und gehdrt zur Gruppe der
ATP binding cassette (ABC) Transporter. ABC Transporter benutzen Energie, die aus
der Hydrolyse von ATP gewonnen wird, um diverse Substrate gegen einen Gradienten
aus der Zelle zu schleusen. Die ABC Transporter gehdren zu den multidrug resistance
proteins. Diese Proteine besitzen die Eigenschaft zytotoxische Stoffe, wie sie
beispielsweise in der Chemotherapie eingesetzt werden, aus der Zelle zu schleusen
[Hyde et al. 1990, Sarkadi et al. 2006]. Somit kann die Wirkung einer Chemotherapie
bei starker Expression von ABC-Transportern im Tumorgewebe stark herabgesetzt
sein [Borst et al. 2000, Deeley et al. 2006].
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3.3.2 Hamatopoetische Antigene

CD45

Das CD45 Antigen, initial auch leucocyte common antigen (LCA) genannt, ferner
bekannt als protein tyrosin phosphatase receptor type C (PTPRC), ist auf allen
kernhaltigen Zellen der Hamatopoese, d.h. auf allen humanen Leukozyten und unreifen
Vorstufen von Erythrozyten und Thrombozyten vorhanden [Mason et al. 2001, Mason
2002].  Funktionell handelt sich um eine membranstandige Protein-
Tyrosinphosphatase, deren wesentliches Substrat zytosolische Kinasen der Src
Familie sind. Eine wichtige Funktion besteht in der Aktivierung dieser Kinasen durch
Dephosphorylierung eines inhibitorischen Phospho-Tyrosinrestes an deren C-terminalem
Ende. Da Src-Kinasen entscheidend an der Initiierung der Signaltransduktion von T- und B-
Zellantigenrezeptoren beteiligt sind, wird die Aktivierung dieser Rezeptoren begulnstigt.
Darlber hinaus reguliert CD45 via Aktivierung von Src- und Janus Kinasen zahlreiche
Zellprozesse, einschliellich Proliferation und Differenzierung hamatopoetischer Zellen
[Holmes 2006, Irie-Sasaki et al. 2003].

CD14

Das CD14-Molekul kommt in zwei Formen vor: membrangebundenes CD14 (mCD14)
und l6sliches CD14 (sCD14). Auf sCD14, welches von Monozyten und Hepatozyten
synthetisiert wird und im Serum nachweisbar ist [Bas et al. 2004", Durieux et al. 1994],
soll hier nicht weiter eingegangen werden. mCD14 wird im humanen System vor allem
auf Monozyten und Makrophagen exprimiert [Goyert und Ferrero 1987]. Etwa 80% der
peripheren Blutmonozyten weisen eine starke Expression dieses Markers auf. Eine
schwache mCD14-Expression findet sich ferner auf aktivierten Granulozyten [Goyert
und Ferrero 1987], auf einer kleinen Subpopulation von B-Lymphozyten [Ziegler-
Heitbrock et al. 1994] und auf dendritischen Zellen [Verhasselt et al.1997]. Darlber
hinaus kommt mCD14 auch auf nicht-hdmatopoetischen Zellen vor. So wird es auf
Chondrozyten [Tobias und Ulevitch 1993], gingivalen Fibroblasten [Sugawara et al.
1998], Keratinozyten [Song et al. 2002], Endothelzellen der Nabelschnur [Jersmann et
al. 2001] und Gliazellen des Gehirns [Ulvestad et al. 1994] exprimiert. In der humanen
Leber ist mCD14 auf sinusoidalen Endothelzellen [Scoazec und Feldmann 1991] und
Kupfferzellen [Dai et al. 2003, Tomita et al. 1994] nachweisbar.

Membranstandiges CD14 fungiert als Rezeptor fir Endotoxine in Form von
Lipopolysacchariden (LPS), bei dem es sich um einen Bestandteil der &ufleren
Zellmembran von gram-negativen Bakterien handelt [Wright et al. 1990]. Fur die
Bindung von LPS an mCD14 entscheidend ist das LPS-bindende Protein LBP, welches
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als Akut-Phase-Protein von Hepatozyten synthetisiert wird und mit LPS hochaffine
Komplexe bildet [Tobias et al. 1989]. Durch die Bindung dieser LBP/LPS-Komplexe
kommt es zu einer Aktivierung der toll-like Rezeptoren (TLR) 2 und 4 [Muta und
Takeshige 2001] und zur Sekretion von Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und
weiterer Entzlindungsmediatoren [Wright et al. 1990].

Membranstandiges CD14 ist nicht nur der wichtigste Rezeptor fir Endotoxine, sondern
scheint darlber hinaus auch fir die Bindung von Peptidoglykan, einem
Zellmembranbestandteil gram-positiver Bakterien, verantwortlich zu sein [Gupta et al.
1996]. Im weiteren Verlauf wird CD14 fir mCD14 verwendet.

CD184

CD184, besser bekannt als CXCR4, wurde 1994 erstmals auf humanen Leukozyten
des peripheren Blutes identifiziert [Loetscher et al. 1994]. Inzwischen wurde die
Expression von CXCR4 auf zahlreichen verschiedenen Zell- und Gewebstypen,
einschliellich verschiedener Leukozytensubpopulationen, hamatopoetischer und nicht-
hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen sowie nicht-hamatopoetischer
differenzierter Zellen nachgewiesen [Murdoch 2000]. Studien im Rattenmodell weisen
darauf hin, dass auch intrahepatische Progenitorzellen CXCR4 exprimieren [Hatch et
al. 2002]. Dabei wird diskutiert, dass es sich bei den CXCR4-positiven intrahepatischen
Progenitorzellen um rekrutierte Zellen des Knochenmarkes handelt.

CD184 gehort zur Familie der 7-Transmembran Chemokin- Rezeptoren [Loetscher et
al. 1994] und bindet spezifisch den Liganden stromal cell-derived factor-1 (SDF-1)
[Bleul, Farzan et al. 1996, Oberlin et al. 1996]. SDF-1 wird u.a. von Zellen des
Knochenmarkes ausgeschuttet und spielt eine essentielle Rolle in der Anlockung von
hamatopoetischen Progenitorzellen [Dutt et al. 1998, Kim und Broxmeyer 1998] sowie
bei der Chemotaxis von anderen CXCR4-positiven Zellen [Bleul, Fuhlbrigge et al.
1996, Kucia et al. 2005].

3.4 Zellulare Mechanismen der Leberregeneration

Die Leber hat sich wahrend der evolutionaren Entwicklung mit einer einzigartigen
regenerativen Fahigkeit an einen Gewebsuntergang durch Zufluss von Toxinen oder
Verletzungen angepasst und antwortet darauf mit einem schnellen Gewebsersatz
[Michalopoulos und DeFrances 1997, Taub 2004]. Bei der Regeneration akuter und
chronischer Schadigung scheinen verschiedene Zellkompartimente eine Rolle zu

spielen. Zu diesen Zellkompartimenten zahlen Hepatozyten [Fausto und Campbell
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2003, Michalopoulos 2007], intrahepatische Progenitorzellen [Alison et al. 1997,
Haruna et al. 1996, Nagy et al. 1994] und vermutlich auch Stammzellen aus dem
Knochenmark [Petersen et al. 1999]. Daruber hinaus wurden in der humanen Leber
Stammzellen entdeckt, die sich funktionell von intrahepatischen Progenitorzellen
unterscheiden und deren Bedeutung fir die Leberregeneration noch nicht geklart ist
[Schmelzer et al. 2007].

3.4.1 Regeneration durch Hepatozyten

Bis vor kurzem wurde angenommen, dass die Regeneration der Leber in erster Linie
Uber reife Hepatozyten vermittelt wird [Fausto und Campbell 2003]. In der Leber eines
gesunden Erwachsenen befinden sich die Hepatozyten in einem ruhenden Stadium
und teilen sich ein bis zweimal pro Jahr. Allerdings kann die Proliferationsrate stark
ansteigen, z.B. nach einer Verletzung oder durch einen operativen Eingriff wie eine
partielle Hepatektomie [Grisham 1962, Michalopoulos 1990]. So wurde bei Nagern eine
vollstandige Wiederherstellung der Leber nach einer 2/3 Leberresektion innerhalb von
ein bis zwei Wochen nachgewiesen [Michalopoulos und DeFrances 1997]. Die
extensive Proliferation der reifen Hepatozyten wird durch verschiedene Faktoren
reguliert. FUhrender Stimulator zur Proliferation ist der Wachstumsfaktor hepatocyte
growth factor (HGF). Dieser wird hauptsachlich produziert und sezerniert von
Sternzellen/ltozellen der Leber [Schirmacher et. al 1993], und weiterhin von
sinusoidalen Endothelzellen [LeCouter et al. 2003]. Umgekehrt werden sinusoidale
Endothelzellen zur Proliferation angeregt durch Wachstumsfaktoren, die produziert
werden von Hepatozyten. Dabei handelt es sich u.a. um den vascular endothelial
growth factor (VEGF) und den transforming growth factor alpha (TGF-a) [Mead und
Fausto 1989, Michalopoulos 2007]. Letzterer kann zusatzlich Cholangiozyten zur
Proliferation stimulieren [Michalopoulos 2007]. Der tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
spielt eine weitere, wenn auch untergeordnete Rolle, bei der Regulation der
Proliferation von Hepatozyten [Michalopoulos 2007]. TNF- a wird innerhalb der Leber
von Kupfferzellen produziert [Michalopoulos 2007] und extrahepatisch von

zirkulierenden Monozyten synthetisiert [Wright et al. 1990].
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3.4.2 Regeneration durch intrahepatische Progenitorzellen

Die Rolle von intrahepatischen Progenitorzellen bei der Leberregeneration wurde
jahrzehntelang kontrovers diskutiert. Zahlreiche Studien sprechen jedoch dafir, dass
es in Situationen, in denen die Proliferation der Hepatozyten beeintrachtigt ist oder eine
ausgedehnte und/oder chronische Leberschadigung besteht, zu einer Aktivierung und
Proliferation von intrahepatischen Progenitorzellen kommt [Evarts et al. 1993, Fujio et
al. 1994, Sell 1994]. In einer Studie an Ratten wurde gezeigt, dass nach einer
Blockierung der Mitose der Hepatozyten durch DNA-Alkylantien, kombiniert mit einer
Leberresektion, diese Progenitorzellen in Form von Proliferation entlang der
intralobaren Gallengange in Erscheinung treten [Alison et al. 1997]. Diese Zellen, im
Nagermodell Ovalzellen genannt, zeigen phanotypische Eigenschaften sowohl von
adulten Hepatozyten wie auch von Gallengangsepithelzellen und werden als bipotente
Progenitoren angesehen, die zu Hepatozyten [Evarts et al. 1987] und Cholangiozyten
differenzieren kénnen [Rountree et al. 2007]. Phanotypisch weisen Ovalzellen ferner
ein ahnliches Expressionsmuster wie hamatopoetische Stammzellen (u.a. CD34, c-kit,
bcrp-1, CD45) und fetale Hepatoblasten (Bildung von alpha Fetoprotein, AFP) auf
[Cantz et al. 2008, Petersen et al. 1999, Shimano et al. 2003]. Die Feststellung, dass
Ovalzellen auch hamatopoetische Stammzellgene exprimieren, hat zu der Hypothese
gefuhrt, dass sie sich von hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) des Knochenmarkes
herleiten. Diese Hypothese konnte jedoch nur in einer Studie an Mausen bestatigt
werden [Petersen et al. 1999]. Andere Studien an Nagern sprechen eher dafir, dass
es sich bei Ovalzellen um in der Leber residente Progenitorzellen handelt [Menthena et
al. 2004, Wang, Foster et al. 2003]. Das humane Aquivalent der Ovalzellen wurde
1990 von Roskams et al. als “ductular reactions® beschrieben. “Ductular reactions” sind
ebenfalls als Zellproliferate entlang der intrahepatischen Gallengange einer erkrankten
humanen Leber nachweisbar. Morphologie und phanotypische Eigenschaften
entsprechen denen muriner Ovalzellen [Demetris et al. 1996, Kiss et al. 2001,
Roskams et al. 1990, Roskams et al. 1998]. Diese “ductular reactions* mit Ovalzell-
ahnlicher Erscheinung wurden im humanen Lebergewebe bei verschiedenen
Erkrankungen entdeckt. Diese “humanen Ovalzellen® wurden unter anderem im
Hepatitis B assoziiertem HCC detektiert [Hsia et al. 1992], im Hepatoblastom [Ruck et
al. 1997], bei cholestatischen Lebererkrankungen wie der primar bilidren Zirrhose und
der primar sklerosierenden Cholangitis [Crosby et al. 1998] und bei Steatosis hepatis
nachgewiesen [Roskams et al. 2003]. Die Herkunft bzw. Herleitung dieser “ductular
reactions ist derzeit nicht bekannt. Es kann vermutet werden, dass es sich um

rekrutierte Stamm- und Progenitorzellen aus dem Knochenmark handelt [Crosby et al.
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2001, Housset 2000, Lemmer et al. 1998, Wu und Yu 2007]. Alternativ kann eine
Praexistenz von hepatischen Progenitorzellen in der Umgebung der Gallengange

postuliert werden [Roskams et al. 2004].

3.4.3 Regeneration durch intrahepatische Stammzellen

Zusatzlich zu den intrahepatischen Progenitoren, als “ductular reactions” oder “humane
Ovalzellen* bezeichnet, gibt es Vermutungen Uber die Beteiligung von intrahepatischen
Stammzellen bei der Regeneration der Leber [Herrera et al. 2006, Khuu et al. 2007,
Schmelzer et al. 2007]. Diese intrahepatischen Stammzellen zeigen andere
Eigenschaften als “humane Ovalzellen“. Kirzlich wurden diese intrahepatischen
Stammzellen als mdgliche pluripotente Vorlauferzellen von Hepatoblasten beschrieben
[Schmelzer et al. 2007]. Hepatoblasten sind Progenitorzellen, die wahrend der fetalen
Entwicklung der Leber zu Hepatozyten und Cholangiozyten ausdifferenzieren [Haruna
et al. 1996, Kubota und Reid 2000]. In der Studie von Schmelzer et al. wurden diese
Zellen nach Herkunft und Fahigkeiten untersucht: Sie waren lokalisiert in den
Duktalplatten in der fetalen Leber, aber auch in den Hering Kanalen der adulten Leber.
Uberleben und Proliferation dieser vermeintlichen Stammzellen der Leber erforderte
parakrine Signale von hepatischen Sternzellen und/ oder Angioblasten. Sie
exprimierten unter anderem Zytokeratine und CD133. Sie waren negativ fur Marker, die
fir adulte Hepatozyten charakteristisch sind, wie AFP und Cytochrom P450. Sie
zeigten keine Expression von Markern flr hamatopoetische Stammzellen (CD45-
negativ), und Mesenchymalzellen (VEGF-, Desmin-negativ). Die Transplantation dieser
Zellen in SCID Mausen flhrte zur Bildung von ausgereiften Lebergewebe mit
Expression von human-spezifischen Proteinen wie Albumin und AFP [Schmelzer et al.
2007].

Ein Jahr zuvor wurde bereits von einer Zellpopulation in der Leber des Menschen
berichtet, die sich ebenfalls phanotypisch von “humanen Ovalzellen“ unterscheidet
[Herrera et al. 2006]. Diese Zellpopulation exprimierte mesenchymale
Stammzellmarker, aber keine hamatopoetischen Stammzellmarker, wie CD45, CD117,
CD34 oder CD133. Sie differenzierten in vitro zu reifen Hepatozyten durch HGF und
exprimierten Cytochrom p450 und Albumin. In Vivo trugen sie zur Regeneration von
Leberparenchym von SCID Mausen bei [Herrera et al. 2006]. Eine ahnliche
Entdeckung machte die Forschergruppe von Khuu et al. Sie beschrieben Epithelzellen

aus gesunder humaner Leber, die unter Kulturbedingungen hepatozytare Proteine wie
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Albumin, und biliare Marker bildeten. Phanotypisch waren sie negativ fir Marker, die
fur adulte Hepatozyten und flr Ovalzellen charakteristisch sind. Die Transplantation
dieser Zellen in SCID Mausen flhrte zum Nachweis Albumin-positiver Zellhaufen in

dem transplantierten Gewebe. [Khuu et al. 2007]

3.4.4 Regeneration durch Stammzellen aus dem Knochenmark

Zahlreiche Studien der vergangenen Jahre weisen daraufhin, dass zusatzlich zu reifen
Hepatozyten und intrahepatischen  Progenitoren auch  Stammzellen des
Knochenmarkes an der Leberregeneration beteiligt sind. Es wir postuliert, dass das
Knochenmark heterogene Populationen von Stamm- und Progenitorzellen beherbergt.
So suggerierten mehrere Studien in den letzten Jahren, dass Knochenmarkzellen zu
Muskel- [Ferrari et al. 1998], Herz- [Orlic et al. 2001], ZNS- [Eglitis und Mezey 1997]
und Lebergewebe [Alison et al. 2000, Lagasse et al. 2000, Theise et al. 2000, Wang
und Ge et al. 2003] differenzieren koénnen. Etwa zeitgleich wurden
Transplantationsstudien durchgefiihrt, die darauf hinweisen, dass transplantierte
Stammzellen aus dem Knochenmark in die Leber eindringen kénnen und in der Lage
sind, Hepatozyten und Cholangiozyten zu entwickeln [Alison et al. 2000, Lagasse et al.
2000, Petersen et al. 1999, Theise et al. 2000, Wang und Ge et al. 2003].
Beispielsweise konnte Theise et al. in Leberbiopsien samtlicher Patientinnen, denen
gegengeschlechtliches Knochenmark transplantiert worden war, Y-Chromosom-
positive Hepatozyten und Cholangiozyten nachweisen [Theise et al. 2000].

Da die Leber wahrend der pranatalen Entwicklung als ein Ort der Hamatopoese
fungiert, wird vermutet, dass adulte hamatopoetische Stammzellen des
Knochenmarkes die  Fahigkeit besitzen, zu  Leberparenchymzellen zu
“transdifferenzieren“. Erste Berichte Uber die Plastizitat, d.h. das Potential zur
Multiorgan-Differenzierung von HSZ wurden in den spaten 1990 publiziert. Adulte
CD34 positive HSZ schienen in vitro auf Einzelebene die Fahigkeit zu besitzen, sich zu
Epithelzellen von Leber, Lunge, Gastrointestinaltrakt und Haut zu differenzieren
[Krause et al. 2001]. Im selben Zeitraum beschrieb Lagasse et al., dass HSZ zu
funktionsfahigen Leberzellen differenzieren kénnen. In dieser Studie wurden
aufgereinigte HSZ gesunder Mause Fumarylacetoacetathydrolase defizienten (FAH™)
Mausen intravends injiziert. Die Transplantation der gesunden HSZ resultierte im
Uberleben dieser letal an Tyrosinamie Typ | erkrankten Mausen, indem die

biochemische Funktion der Leber wiederhergestellt wurde [Lagasse et al. 2000]. In
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einer spateren Studie wurde immundefizienten Mausen CD34-positive HSZ aus
humanem Knochenmark oder Nabelschnurblut transplantiert. Einen Monat spater
wurde bei diesen Mausen mittels Tetrachlormethan (CCl,) eine akute toxische
Leberzellschadigung induziert. Als Kontrollgruppen dienten Mause die nur CCl, oder
HSZ erhielten. Zur Evaluierung des hepatozytaren Differenzierungspotentials der HSZ
wurde die Expression von humanem Albumin in der Leber und im Serum untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass nur in denjenigen Mausen funktionell intakte
Hepatozyten ausdifferenzieren, in welchen eine Leberschadigung induziert wurde und
humane HSZ transplantiert wurden [Wang und Ge et al. 2003].

Zeitgleich wurde jedoch von Kanazawa et al. demonstriert, dass KM Zellen nur
geringflgig an der Leberregeneration beteiligt sind. In dieser Studie wurde das
hepatozytare Differenzierungsvermdégen markierter KM-Zellen unter verschiedenen
Arten der Leberschadigung im Mausmodel untersucht. Die erste Gruppe umfasste
Mause mit CCl, induziertem akuten toxischen Leberschaden. Die zweite Gruppe
bildeten Mause, die transgen Albumin-Urokinase Utberexprimierten und nachfolgend ein
subakutes Leberversagen entwickelten. Die dritte Gruppe von Mausen wurden mit dem
Hepatitis B- Virus infiziert, und stand reprasentativ fir eine chronische Schadigung. Bei
allen drei Gruppen war in der Leber nur eine geringe Anzahl von Hepatozyten
nachweisbar, die aus markierten KM Zellen abstammten [Kanazawa und Verma 2003].
Auch andere Studien sind zu dieser Einschatzung gekommen. Derzeit variieren die
Raten bezlglich der Beteiligung von KM Zellen an der Leberrepopulation zwischen
<0,01% bis zu 40% [Alison et al. 2000, Kanazawa und Verma 2003, Korbling et al.
2002, Lagasse et al. 2000, Petersen et al. 1999, Theise et al. 2000, Wang und Ge et
al. 2003].

Viele dieser Studien wurden inzwischen in Frage gestellt, durch weitere
Untersuchungen, die demonstriert haben, dass nicht eine Transdifferenzierung
sondern eine Zellfusion das zugrunde liegende Prinzip einer nicht hamatopoetischen
Determinierung von HSZ ist [Alvarez-Dolado et al. 2003, Camargo et al. 2004, Nygren
et al. 2004, Vassilopoulos et al. 2003, Wang und Willenbring et al. 2003, Willenbring et
al. 2004]. Im normalen Organismus findet Zellfusion wahrend der Embryogenese statt
und ist ein zentraler Mechanismus der Differenzierung von Trophoblasten, adultem
Muskel- und Knochengewebe [reviewed in Larsson et al. 2008]. Initiale Studien des
Zellfusionspotential in vitro weisen darauf hin, dass sowohl adulte humane neuronale
Stammzellen als auch Knochenmarksstammzellen mit embryonalen Stammzellen
fusionieren kdnnen [Terada et al. 2002]. Dariiber hinaus wurde im FAH” Mausmodell
zum einen gezeigt, dass HSZ mit Hepatozyten fusionieren und somit die Funktion

Enzym-defizienter Hepatozyten wiederherstellen kénnen [Vassilopoulos et al. 2003,
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Wang und Willenbring et al. 2003]. Dabei gelang der Nachweis von Zellfusionen u.a.
durch zytogenetische Analysen der Geschlechtschromosomen
gegengeschlechtstransplantierter Mause [Wang und Willenbring et al. 2003]. Weiterhin
wurde im Mausmodell gezeigt, dass weniger unreife HSZ als vielmehr myelomonozytar
determinierte Zellen des KM in der Lage sind, funktionelle Hepatozyten durch in vivo
Fusion zu generieren [Camargo et al. 2004, Willenbring et al. 2004]. Jedoch
suggerieren weitere Studien, dass HSZ des KM die Kapazitat besitzen, sich ohne
Zellfusion zu Hepatozyten zu entwickeln [Harris et al. 2004, Jang et al. 2004].

Wenn auch die zugrunde liegenden Mechanismen derzeit nicht bekannt sind, so haben
Stamm- und Progenitorzellen des KM offenbar das Potential, in die Leber und andere

Organe einzuwandern und an deren Regeneration teilzunehmen (Abbildung 3.3).

HSZ

ansdifferenzierung ?

Abb. 3.3: Zusammenfassende schematische Darstellung vermeintlicher hepatozytarer
Differenzierungspotentiale von hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) und Ovalzellen. Die
Generierung von Hepatozyten in einer geschadigten Leber kdnnte zum einen durch Transdifferenzierung
von HSZ oder durch Fusion von HSZ mit beispielsweise Kupfferzellen stattfinden. Weiterhin ist die
Differenzierung von HSZ zu hepatischen Endothelzellen nachgewiesen worden. Ovalzellen kdnnen sich zu
Hepatozyten sowie zu Cholangiozyten differenzieren.
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Weitere Studien weisen daraufhin, dass Knochenmarkzellen eine wichtige Rolle
sowohl bei der Entstehung als auch bei der Regeneration fibrotischer
Lebererkrankungen spielen und zur Wiederherstellung von chronisch geschadigtem
Lebergewebe beitragen. Forbes et al. untersuchte den Anteil KM-hergeleiteter Zellen in
fibrotischen Arealen der Leber eines Patienten, der eine KM-Transplantation erhalten
hatte. Es konnte demonstriert werden, dass ein signifikanter Anteil hepatischer
Myofibroblasten dem KM entstammten [Forbes et al. 2004]. Demgegenuber sprechen
andere Studien in Nagern dafiir, dass eine KM-Transplantation bei bestehender
chronischer Lebererkrankung die Leberregeneration stimulieren und durch
Verringerung der hepatischen Fibrose die Leberfunktion verbessern kann [Sakaida et
al. 2004, Ueno et al. 2006]. In einer Studie von Duffield et al. wurde gezeigt, dass
monozytare/makrophagozytare Zellen des KM sowohl zur Entstehung als auch zur
Verringerung der Fibrose wahrend einer entziindlichen Lebererkrankung beitragen
kénnen [Duffield et al. 2005].

Zusammenfassend weisen zahlreiche Studien darauf hin, dass KM Zellen an der

Regeneration akuter und chronischer Leberschadigungen beteiligt sein konnten.

Bis vor kurzem wurde postuliert, dass die Leberregeneration nach partieller
Hepatektomie bzw. Leberresektion ausschliellich tber proliferierende Hepatozyten
vermittelt wird [Fausto et al 2003; Michalopoulos 2007]. Dabei beruht dieses Postulat
allerdings auf Ergebnissen tierexperimenteller Studien, die nicht notwendigerweise auf
das humane System Ubertragbar sind. Denn im Gegensatz zu dieser Annahme wurde
im Nagermodell in einer Studie von Fuijii et al. gezeigt, dass es im Anschluss an eine
partielle Hepatektomie zu einer Einwanderung von KM-Zellen in die Leber kommt, wo
sie sich an der Regeneration beteiligen [Fujii et al. 2002]. Dies war die erste Studie, die
eine direkte Involvierung der KM Zellen bei der Leberregeneration nach partieller
Hepatektomie zeigte. Diese Beobachtungen wurden unterstiitzt von einer Studie von
Gehling et al., die den Anteil zirkulierender Stamm- und Progenitorzellen im peripheren
Blut gesunder Leberlebendspender untersuchte [Gehling et al. 2005]. Es konnte
gezeigt werden, dass eine partielle Hepatektomie die Mobilisierung hamatopoetischer
Progenitorzellen induziert. Die mobilisierten Progenitorzellen wiesen einen
universellen, CD133-positiven und myelomonozytaren Phanotyp und
hamatopoetisches als auch hepatozytares Differenzierungspotenial in vitro auf. Die
Autoren analysierten vergleichend periphere Blutproben von Patienten, die sich
aufgrund einer gynakologischen bzw. traumatologischen Indikation einer Operation
unterziehen mussten. Es fand sich keine Mobilisierung von Stamm- und

Progenitorzellen bei diesen Patienten. Die Autoren schlussfolgern somit, dass die
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durch eine partielle Hepatektomie mobilisierten myelomonozytaren Progenitorzellen

eine Rolle bei der Leberegeneration spielen kénnten.
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchsplanung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob es im Anschluss an eine
Pfortaderembolisation sowie nach Leberresektion zur Freisetzung von Stamm- und
Progenitorzellen in das periphere Blut kommt und wie diese Stammzellen phanotypisch
und funktionell charakterisiert sind. Hierzu sollten Blutproben von Patienten, die sich
einer Pfortaderembolisation oder einer Leberteilresektion unterziehen mussten, pra-
und postoperativ untersucht werden. Vergleichend sollten pra- und postoperative
Blutproben von Leberlebendspendern analysiert werden. Die Proben sollten zunachst
mittels Durchflusszytometrie phanotypisch analysiert werden und weiterhin in einem
standardisierten Kultursystem (Colony Assay) eingebracht werden, um die

Differenzierungspotentiale dieser Zellen zu erfassen.

4.2 Klinische Daten der Versuchspersonen

Die Stichprobe setzte sich zunachst aus drei verschiedenen Kollektiven zusammen.
Leider wurden kurz nach Aufnahme dieser Arbeit keine Pfortaderembolisationen mehr
in unserer Klinik durchgefihrt. Es konnten nicht genligend Daten fir eine
aussagefahige Auswertung erfasst werden. Daher wird im Folgenden auf die Angabe
dieses Kollektivs verzichtet.

Die weiteren Angaben beziehen sich auf zwei Kollektive: Kollektiv | besteht aus
Patienten, die sich einer Leberresektion unterziehen mussten. Kollektiv Il umfasst
gesunde Leberspender. Die ausgewerteten Daten stammen aus diesen beiden

Kollektiven mit folgenden Eigenschaften.

Kollektiv | 11 Patienten mit verschiedenen Lebererkrankungen
(Patient Nr. 1 bis 11)
Alter: 60 Jahre (MW, SEM = 4,8)

Geschlecht: 6 weiblich, 5 mannlich
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Kollektiv | umfasst Patienten mit malignen sowie benignen Lebererkrankungen (Tabelle
4.1). Das Ausmald der Leberresektion variierte innerhalb dieser Gruppe sehr. Es
wurden sowohl einzelne als auch mehrere Lebersegmente reseziert, eine
Hemihepatektomie links sowie rechts und eine erweiterte Hemihepatektomie rechts
durchgefuhrt (Tabelle 4.2). Bei vier Patienten wurde zusatzlich die Gallenblase
entfernt. Nach dem operativen Eingriff wurde ein Patient mit Erythrozyten-,
Thrombozytenkonzentraten und Fresh Frozen Plasma substituiert. Der postoperative
Verlauf aller anderen Patienten des Kollektiv | zeigte sich komplikationslos. An
Begleiterkrankungen wurde bei drei Patienten eine koronare Herzkrankheit festgestellt,
bei drei weiteren Patienten eine Leberzirrhose, bei einem Patienten Diabetes mellitus
Typ |, bei drei Patienten Diabetes mellitus Typ Il und ein Patient befand sich im
Zustand nach einer Chemotherapie. Bei allen Patienten wurde der Tumor bzw. wurden

die Metastasen als RO oder R1 Resektion entfernt.

Tabelle 4.1:  Hauptdiagnosen der Patienten des Kollektiv | (dargestellt mit entsprechender

Anzahl der Patienten).

Hauptdiagnosen Patientenanzahl

maligne: cholangiozelluldres Karzinom
hepatozellulares Karzinom

solitare Metastase eines Kolonkarzinoms

N N N W

multiple Metastasen eines Kolonkarzinoms

—_

benigne: hepatozellulares Adenom

multiple Leberzysten
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Kollektiv Il 5 Leberlebendspender (Spender 1 bis 5)
Alter: 39,4 Jahre (MW, SEM % 3,7)

Geschlecht: 2 weiblich, 3 mannlich

Das Kollektiv Il besteht aus gesunden Leberspendern. Das Ausmal? der Operation war
in diesem Kollektiv unterschiedlich. Bei drei Spendern wurden zwei Segmente
reseziert, und bei jeweils einem Spender wurde eine Hemihepatektomie links bzw.
rechts durchgefliihrt (Tabelle 4.2). Der operative Eingriff und der postoperative Verlauf

zeigten sich komplikationslos.

Tabelle 4.2:  Uberblick Gber Art und Umfang der durchgefiihrten Leberresektionen im

Kollektiv | und Il (mit entsprechender Anzahl der Patienten/ Spender).

Kollektiv AusmahB der Resektion Patienten-/Spenderanzahl

| Segment V

Segment VI

Segment V und VI
Segmente | bis IV
Segmente IV bis VIII
Segmente VI und VI
Segmente VIl und VI

[ U U U U U G LS T\ O]

Segmente Il und Teile von

IV bis VII
Segmente V bis VIII 1
Il Segmente Il und Il 3

Segmente | bis IV
Segmente V bis VI 1
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4.3 Durchflusszytometrische Analysen

Die Durchflusszytometrie ermdglicht das Zahlen von Partikeln wie Zellen oder
Kunststoffkligelchen sowie die Analysen derer physikalischer und molekularer
Eigenschaften in einem Flussigkeitsstrom. Ein Durchflusszytometer bendétigt eine
Kombination aus einem Flussigkeitssystem, einem optischen System und der
dazugehorenden Elektronik. Das Flussigkeitssystem dient dem Transport und der
Fokussierung der Zellen im Messpunkt. Das optische System kann durch einen
Lichtstrahl (Laser) simultan mehrere Eigenschaften wie GrofRe und Granularitat
kompletter Zellen mit hoher Durchsatzrate messen. Dabei senden die Zellen in
Abhangigkeit vom Zelltyp und der Probenvorbereitung charakteristische Lichtsignale
aus, die mittels geeigneter Detektoren nachgewiesen werden. Durch Erzeugung einer
hydrodynamischen Fokussierung aufgrund der Querschnittsverringerung der
Messkivette im Bereich des Laserstrahls kénnen die Zellen den Laserstrahl jeweils
einzeln passieren und damit als einzelne Zelle gemessen werden (Abbildung 4.1). Eine
den Laserstrahl kreuzende Zelle verursacht Streulicht in verschiedene Richtungen. Das
Vorwartsstreulicht (FSC: Forward Scatter) wird entlang der Achse des einfallenden
Lichts gemessen und ist proportional zur Zellgréfie. Das Seitwartsstreulicht (SSC: Side
Scatter) wird in einem 90° Winkel zum einfallenden Licht gemessen und ist proportional

zur Zellgranularitat (Abbildung 4.1).

Laserstrahl

Seitwartsstreulicht
Zellgranularitat

Lichtquelle Vorwartsstreulicht
‘ -. Zellgrolle

Probe

Mantelflissigkeit Mantelflissigkeit

Abb. 4.1: Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung (links) und Veranschaulichung der
Streulichterzeugung (rechts). (Abbildung genehmigt von Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D; siehe
Anhang)

Weiterhin ist es durchflusszytometrisch maoglich, Zelloberflachenmolekile zu

charakterisieren, nachdem die zu analysierenden Zellen mit Fluorochrom-konjugierten
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Antikérpern inkubiert wurden. Hat eine Zelle einen Fluorochrom-konjugierten
Antikorper gebunden und passiert den Laser, so absorbiert das Fluorochrom die
Energie des Laserlichts und gibt diese Energie hauptsachlich als Emission wieder ab.
Die emittierten Lichtsignale werden zu spezifischen Detektoren geleitet, in ein
elektronisches Signal umgewandelt und an die angeschlossene Computereinheit
weiter geleitet. Analoge Signale werden von der Elektronik in proportional digitale
Signale umgewandelt.

In  der vorliegenden Arbeit erfolgte die graphische Darstellung der
durchflusszytometrischen Analysen als zweidimensionale Punktwolkengraphik (Dot
Plot). Bei diesem Dot Plot kénnen ZellgroRe und -granularitdt als Parameter
gegeneinander aufgetragen werden. Bei der Analyse von peripherem Blut erscheinen
die Leukozyten entsprechend ihrer Grofe und Granularitat in ,Zellwolken®. Dabei sind
drei Zellpopulationen eindeutig abgrenzbar: Die Granulozyten (relativ groRe Zellen mit
zahlreichen Granula), die Monozyten (relativ grof3e Zellen mit wenig Granula) und die
Lymphozyten (relativ kleine Zellen ohne Granula). Zur weiteren Analyse der
Expression von Antigenen werden die Zellen wie oben angegeben mit Fluorochrom-
konjugierten Antikdrpern inkubiert. Hierbei kdnnen mehrere Antikdrper, die mit
verschiedenen Fluorochromen konjugiert sind, gleichzeitig eingesetzt werden. Dies

ermdglicht die Analyse von Koexpressionen mehrerer Antigene (Abbildung 4.2).

A B C

-~ LLS LLS LLS
+ + |
23 =L 2
L W T3
=T w7 o ]
o a_ A @

@ & = (1 ey —e -
o 3 o o 3
- : (] — -
Q4-1 ] Q3
IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T o | IIIIIIII| TT IIIIII| T I’I
TTT I5|UI TT I1U|UI TT I15|DI TT I20|DI TT I25|UI 10:] 10‘ 105 0101 102 10:] 10‘ 105
FSC-H ix 1.000) lgG2 FITC-A CD 45 FITC-A

Abb. 4.2: Beispiel einer durchflusszytometrischen Analyse, dargestellt als Dot Plot. Unter A lassen
sich die Granulozyten als groRe schwarze Wolke von den Monozyten (rechte rote Wolke) und
Lymphozyten (linke rote Wolke) deutlich abgrenzen. B zeigt eine Isotypkontrolle ohne unspezifische
Bindung, d.h. nahezu alle Zellen bilden sich im Quadrant Q3-1 ab. In C ist die Mehrzahl der Zellen einfach
positiv fur den Marker CD45 (in Quadrant Q4-1), wenige sind doppelt positiv fir die Marker CD133 und
CD45 (in Quadrant Q2-1), und keine der Zellen zeigt sich einzeln positiv fir den Marker CD133 (in
Quadrant Q1-1).

(LLS: Leberlebendspender, SSC: side scatter, FSC: forward scatter, PE: Phycoerythrin, FITC: Fluorescein

Isothiocyanat, Q: Quadrant)
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4.3.1 Versuchsanordnung

Fir die durchflusszytometrischen Analysen wurden periphere Blutproben der Patienten
des Kollektiv | (Patient Nr. 1 bis 11) und Il (Spender Nr. 1 bis 5) verwendet.
Angereicherte Blutleukozyten wurden mittels Zweifarbendurchflusszytometrie im
Hinblick auf die Expression der Stammzellmarker CD133, CD34, c-kit und bcrp-1, des
Endothel- und Monozytenmarkers CD14 sowie des Panleukozytenmarkers CD45 und
des SDF-1 Rezeptors CXCR4 analysiert und quantifiziert. Hierbei wurden
Phycoerythrin- (PE) und Fluorescein Isothiocyanat- (FITC) konjugierte, monoklonale
Antikérper (MoAb) verwendet. Als Kontrollantikbrper wurden PE- und FITC-markierte
Immunglobulin-lsotypantikérper (IgG+, IgG,) eingesetzt. Aus jeder Blutprobe wurden elf

Analyseréhrchen (Tubes) angefertigt (Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: Kombinationen der Antikdrper fur die durchflusszytometrischen Analysen.

Tube Nummer Immunglobuline - PE markiert | Imnmunglobuline - FITC markiert
MoAb - PE markiert MoAb - FITC markiert
1 v1 (IgG) v1(IgG)
2 v1(IgGy) V2 (19Gz)
3 CD133 CD45
4 CD133 CD14
5 CD133 CD34
6 CD45 CD34
7 c-kit CD34
8 berp-1 CD34
9 CD133 CXCR4
10 c-kit CXCR4
11 bcrp-1 CXCR4
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4.3.2 Gewinnung und Vorbereitung der Blutproben

Bei beiden Kollektiven wurde jeweils eine Blutprobe von 10ml praoperativ (in der Regel
ein Tag pra OP) entnommen. In Kollektiv Il erfolgten weitere Blutentnahmen 12h, 24h
und am zweiten und dritten postoperativen Tag, wahrend im Kollektiv | die
postoperativen Blutentnahmen 12h, 24h und vom 2. bis 6. Tag durchgeflhrt wurden.
Alle Blutproben wurden mittels heparinisierter Rohrchen gewonnen und umfassten
postoperativ 10-30ml.

Fir die durchflusszytometrischen Analysen war es zunachst erforderlich, die
Erythrozyten zu lysieren. Dafir wurde je 100yl heparinisiertes Blut in je 3ml
Erythrozytenlysepuffer fur 10min. inkubiert und bei 1500rpm 5min. zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand mit den lysierten Erythrozyten dekantiert. Dieser
Vorgang wurde zweimal wiederholt, um eine hohe Reinheit der Leukozyten zu
erhalten. AnschlieBend wurde mit phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (PBS)
gewaschen.

Die gereinigten Leukozyten wurden als nachstes mit 10ul Blocking-Reagenz inkubiert,
danach wurden je 10ul eines PE-konjugierten MoAb (bzw. Immunglobulin-lsotyps) und
FITC-konjugierten MoAb (bzw. Immunglobulin-lsotyps) einpippetiert (Tabelle 4.3), gut
gemischt und fur 30min. bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben mit PBS
gewaschen und in 350ul PBS resuspendiert.

4.3.3 Messung der Blutproben am FACS Gerit

Fur die durchflusszytometrische Analyse der Blutleukozyten wurde ein FACS Canto
Gerat (Becton Dickinson, Heidelberg) verwendet. Zunachst wurde eine Kompensation
der verwendeten Fluorochrome durchgefiihrt, die auch die Autofluoreszenz der zu
analysierenden Zellen mitberlicksichtigte. Dann erfolge die Messung der elf
vorbereiteten Analyserohrchen. Hierbei wurden 100.000 Ereignisse pro Probe mit einer
Geschwindigkeit von 3000 Ereignissen/sec. gemessen. Die Ergebnisse der
analysierten Zellen wurden in Form von Dot Plots dargestellt.

Die prozentuale Anzahl der fur einen Marker positiven Zellen (Z), wie im Ergebnisteil
und Anhang dargestellt, wurde wie folgt ermittelt:

Z = Anzahl der fur PE- oder FITC-Fluorochrom-konjugierten MoAb positiven Zellen —
Anzahl der fur PE- oder FITC-Fluorochrom-konjugierten Isotyp Kontrolle positiven

Zellen.
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4.4 Analyse von hamatopoetischen und endothelialen Kolonien (Colony

Assays)

Ein Colony Assay kann sowohl zur Bestimmung des Differenzierungsgrades als auch
des Differenzierungspotentials von Stamm- und Progenitorzellen dienen. Dabei werden
die zu analysierenden Zellpopulationen in ein semisolides Medium (z.B. Agar oder
Methylzellulose) aufgenommen. Dieses semisolide Medium reduziert die Zellmigration
und beglinstigt, dass sich einzelne Zellen zu Zellklonen entwickeln, welche als einzelne
Kolonien identifiziert werden koénnen. Die Kolonien sind somit Nachkommen einer
einzelnen Zelle. Wird die Methylzellulose mit bestimmten Wachstumsfaktoren
angereichert, kann die Differenzierung in bestimmte Zellreihen induziert werden. Die
Entwicklung von Kolonien differenzierterer hamatopoetischer oder endothelialer
Progenitorzellen kann durch Faktoren wie SCF, IL-3, IL-6, G-CSF, und EPO
(hamatopoetisch) und durch die Kombination von VEGF plus
Stammzellwachstumsfaktor (stem cell growth factor: SCGF) stimuliert werden.

In einem hamatopoetischen Kolonie Ansatz wird die Generierung von BFU-E, CFU-E,
CFU-GEMM, CFU-GM, CFU-M und CFU-G beurteilt. Zellen dieser Kolonien gehéren
der myeloischen Reihe an. BFU-E und CFU-GEMM werden aus multipotenten
hamatopoetischen Stammzellen gebildet, wahrend CFU-E aus erythrozytar-
determinierten Progenitoren hervorgehen. Entsprechend leiten sich CFU-GM von
granulozytar/monozytar determinierten Progenitorzellen her. CFU-GM koénnen CFU-G
und CFU-M generieren, bei denen es sich um weiter differenzierte Progenitorzellen
handelt. CFU-E kdnnen ausschlieBlich nur zu Erythrozyten, CFU-G zu Granulozyten
und CFU-M zu Monozyten differenzieren (Abbildung 2.2, Kapitel 2.1.1). Weiterhin kann
gelegentlich im hamatopoetischen Ansatz das Wachstum CFU-EC &hnlicher
(endothelial cell like) Kolonien beobachtet werden, die eine &ahnliche raumliche
Anordnung wie die typischen CFU-EC des endothelialen Colony Assays aufweisen.
Die typischen CFU-EC des endothelialen Colony Assays werden von kleinen runden
Zellen gebildet, die sich wenig dicht und unterhalb der Methylzellulose auf zahlreichen
Ebenen verteilen. Demgegentber entwickeln sich hadmatopoetische Kolonien in einer
einzigen Ebene. Weiterhin kédnnen im endothelialen Ansatz atypische CFU-EC und
CFU-M ahnliche (monocyte like) Kolonien unterschieden werden. CFU-M-like Kolonien
sind morphologisch mit CFU-M Kolonien, wie sie im hamatopoetischen Colony Assay
in Erscheinung treten vergleichbar, wahrend es sich bei atypischen CFU-EC um

Kolonien handelt, die anderen Kategorien nicht zugeordnet werden konnen.
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4.41 Versuchsanordnung

Fir die Analyse des koloniebildenden Potentials wurden Blutproben von Patienten des
Kollektiv | (Patient Nr. 7 bis 11) und Spendern des Kollektiv Il (Spender Nr. 1 bis 5)
verwendet, die praoperativ sowie 12 Stunden postoperativ gewonnen wurden. Fir jede
Blutprobe wurden pro hamatopoetischen und endothelialen Colony Assay jeweils zwei

Petrischalen angelegt.

4.4.2 Vorbereitung der Kolonie Ansitze

Zunachst wurde das Verfahren der Erythrozytenlyse wie unter 4.3.2 beschrieben
angewendet. Dabei wurde jeweils 10ml peripheres heparinisiertes Blut mit 40ml
Erythrozytenlysepuffer inkubiert. Um die auf diese Weise gewonnenen Leukozyten in
einer definierten Zelldichte einsetzten zu kénnen, wurden 10ul der Zellsuspension mit
Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer am Lichtmikroskop gezahlt (siehe Formel).
AnschlieRend wurden jeweils 5x10* Zellen in 1ml Nahrmedium aufgenommen und pro
Colony Assay zwei Petrischalen mit jeweils 1ml zellhaltigem Medium angelegt. Fur den
hamatopoetischen Colony Assay wurde als Nahrmedium Methylzellulose verwendet,
die bereits mit verschiedenen rekombinanten humanen Wachstumsfaktoren
supplementiert war. Fir den endothelialen Colony Assay musste native Methylzellulose
zundchst mit den rekombinanten humanen Wachstumsfaktoren VEGF und SCGF
supplementiert werden. Die Assays wurden fur 14 Tage bei 37°C in 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Formel fiir eine Zahlkammer nach Neubauer:

Summe der gezahlten Zellen aus Quadrant | bis IV x 10*/ml x ml (Volumen der

4 Probe) x Verdinnung

4.4.3 Analyse des koloniebildenden Potentials

Samtliche pro Blutprobe angefertigten Colony Assays wurden nach 14 Tagen Kultur
mit Hilfe eines Inversionsmikroskopes ausgewertet. Hierbei wurde die Anzahl der
gebildeten Kolonien pro Petrischale ausgezahlt und anschlieRend der Mittelwert pro

Colony Assay errechnet.
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4.5 Gerate und Materialien

4.5.1 Puffer und Medien

Erythrozytenlysepuffer

Substanzen: 8,29g Ammoniumchlorid (NH,CI), 1g Kaliumhydrogenkarbonat (KHCO3),
0,372g Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fir die Herstellung dieses Puffers wurden die entsprechenden Mengen von

Ammoniumchlorid, Kaliumhydrogenkarbonat und EDTA auf einer Feinwaage

abgewogen und in einem Liter Aqua dest. aufgeldst.

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung

Substanzen: 0,2g/L Kaliumchlorid (KCI), 0,2g/L Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PQO,),
8g/L Natriumchlorid (NaCl),
2,16g/L Natriumphosphatlésung (Na,HPO,-7H,0)

Dieser Puffer wurde als fertige L6sung vom Hersteller (siehe Tabelle 4.5) verwendet.

Methocult GF H4435

Substanzen: Methylcellulose, fetales Rinderserum, Rinderserum Albumin,
2-Mercaptoethanol, L-Glutamin, rh Stammzellfaktor,
rh GM-CSF, rh G-CSF, rh IL-3, rh IL-6, rh Erythropoetin

Diese Methylcellulose enthalt alle Faktoren fir einen hamatopoetischen Kolonie

Ansatz.

Methocult H4230

Substanzen: Methylcellulose, fetales Rinderserum, Rinderserum Albumin,
2-Mercaptoethanol, L-Glutamin

80 ml dieser Methylcellulose wurden mit 20 ml Iscove's Modified Dulbecco's Medium

(IMDM), einem Vail SCGF und einem halben Vail VEGF versetzt und gut gemischt.

Diese angemischte Methylcellulose wurde flir den endothelialen Kolonie Ansatz

verwendet.
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4.5.2 Bezugsquellen der Gerate und Materialien

Tabelle 4.4: Gerate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller, Stadt, Land

Motorpipette

pipet-aid

drummond, Pensylvania, USA

Pipetten 100p1, 100041,
50004l

eppendorf research

eppendorf, Hamburg, D

Schittler KS 501 digital ika Labortechnik, Stauffen, D
Feinwaage Adventurer AR 2140 Ohaus Corp., New York, USA
Zentrifuge Centrifuge 58102 eppendorf, Hamburg, D
Durchflusszytometer FACS Canto Becton Dickinson, Heidelberg, D
Wasserbad W6 medingen, Dresden, D

Sterilbank HERA safe Heraeus instruments, Dusseldorf, D
Inkubator Typ B 5060 EC-CO2 Heraeus instruments, Dusseldorf, D
Zahlkammer Neubauer Optik Labor, Balgach, CH
Inversionsmikroskop Olympus 1X50 Olympus Optical Corp., Hamburg, D

Digitalkamera

Olympus C5050 Zoom

Olympus Optical Corp., Hamburg, D
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Tabelle 4.5: Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller, Stadt, Land

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)

Gibco invitrogen, Karlsruhe, D

Aqua dest.

Baxter Deutschland, UnterschleiRheim, D

Puffer und Salze:

Ammoniumchlorid (NH4CI)
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenkarbonat (KHCO3)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PQO,)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumphosphatlésung (Na,HPO,4-7H,0)

Merck Chemicals, Darmstadt, D

Humane Wachstumsfaktoren:
VEGF, SCGF

TEBU, Offenbach, D

Methocult GF H4435

Stem Cell Technologies, via
CellSystems, St. Katharinen, D

Methocult H4230

Stem Cell Technologies, via

CellSystems, St. Katharinen, D

IMDM

Gibco invitrogen, Karlsruhe, D
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Tabelle 4.6: Antikorper fir die durchflusszytometrische Analyse

PE/FITC

monoklonal

Antikorper Spezies Klon Nr. Hersteller, Stadt, Land
Maus anti-human Milteny Biotec,
CD133-PE AC141
monoklonal Bergisch-Gladbach, D
Maus anti-human Becton Dickinson Biosciences,
CD45-PE HI30
monoklonal Heidelberg, D
Maus anti-human
c-kit-PE 104D2 Dako Cytomation, Hamburg, D
monoklonal
Maus anti-human
bcrp-1-PE 5D3 eBioscience, Frankfurt, D
monoklonal
Maus anti-human Becton Dickinson Biosciences,
CD45-FITC HI30
monoklonal Heidelberg, D
Maus anti-human Becton Dickinson Biosciences,
CD14-FITC M5E2
monoklonal Heidelberg, D
Maus anti-human Becton Dickinson Biosciences,
CD34-FITC 8G12
monoklonal Heidelberg, D
Maus anti-human
CXCR4-FITC 12G5 R&D Systems, Wiesbaden, D
monoklonal
y1/y1 (IgG+/1lgG,) | Maus anti-human 40 Becton Dickinson Biosciences,
PE/FITC monoklonal Heidelberg, D
y1/y2 (IgG+/1gG,) | Maus anti-human %39 Becton Dickinson Biosciences,

Heidelberg, D

FcR-Blocking
Reagent

Maus anti-human

monoklonal

Milteny Biotec,
Bergisch Gladbach, D
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Tabelle 4.7: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller (Stadt, Land)

heparinisierte Réhrchen

Sarstedt, Nimbrecht, D

Kanulen

Braun, Melsungen, D

FACS Messrohrchen, 5ml

Becton Dickinson, Heidelberg, D

Zentrifugenréhrchen, 50ml

Cellstar, greiner bio-one, Essen, D

Pipettenspitzen, steril und unsteril

eppendorf, Hamburg, D

Glaspipetten, steril

Becton Dickinson, Heidelberg, D

Filter, 22um, 500mi

Corning, Pennsylvania, USA

Glaswaren

Schott Duran, Wertheim/Main, D

Deckglaser

Marienfeld superior, Lauda-Koénigshofen, D

Petri Schalen

(Durchmesser 35mm, 100mm)

nunc, Roskilde, Danemark
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4.6 Graphische Darstellung und statistische Methoden

Alle durchflusszytometrisch gewonnenen Daten wurden mit Hilfe der Software BD
FACS Diva, Version 4.1.2 (Becton Dickinson, Heidelberg, D) analysiert.

Die Ergebnisse der analysierten Parameter, bestehend aus der durchflusszytometrisch
gemessenen Anzahl mobilisierter Zellen zu einem bestimmten Zeitpunkt sowie der
Anzahl gebildeter Kolonien in den Colony Assays, sind dargestellt als Mittelwerte +
standard error of the mean (SEM). Alle daraus erstellten Diagramme (in Kapitel 5)
wurden durch das Programm GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Kalifornien,
USA) erstellt.

Die statistische Korrelation der Mobilisierung CD133-, c-kit- und bcrp-1-positiver Zellen
(siehe Kapitel 5.1.6) und der Mobilisierungsverlaufe bei Lebererkrankten und
Lebergesunden (siehe Kapitel 5.1.7) erfolgte mittels des Programms GraphPad Prism
4 (GraphPad Software, Kalifornien, USA). Dabei wurde die Verteilung der Messwerte
mittels Kolmogorov-Smirnov-Test untersucht. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde mit
dem Mann-Whitney U-Test geprift. Bivariate Korrelationen wurden mittels Spearman’s
rho (nicht-normalverteilte Variablen) untersucht. Ein P-Wert von kleiner als 0,05 wurde
als statistisch signifikant erachtet. Die Tabellen zu diesen statistischen Auswertungen
sind in Kapitel 9.1.2 und 9.1.3 abgebildet.
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5 Ergebnisse

5.1 Durchflusszytometrische Analysen

Fir die durchflusszytometrischen Analysen wurden Blutproben des Kollektivs | von
sechs Patienten, die sich einer Leberresektion unterziehen mussten (Patient Nr. 1 bis
6) und einem Leberlebendspender (Spender Nr. 5) verwendet.

Da sich beim Dot Plot der FSC/SSC-Analysen Stamm- und Progenitorzellen in der
Monozyten- und Lymphozytenpopulation abbilden, bezieht sich die Auswertung nur auf
diese beiden Populationen. Zusammen werden diese Populationen als mononukleare
Zellfraktion (MNC) bezeichnet. Darstellungen des zeitlichen Verlaufs und Angaben von
Prozentwerten beziehen sich, soweit nicht anders angegeben, auf die MNC der
Leukozyten. Stammzellmarker-positive Zellpopulationen wurden dann als signifikant

erachtet, wenn deren Anteil an der MNC mehr als 0,5% betrug.

5.1.1 Quantifizierung und Phanotypisierung CD133-positiver Zellen

Patienten mit Lebererkrankungen:

Alle Patienten zeigten bereits praoperativ eine signifikant erhéhte Anzahl zirkulierender
CD133-positiver (*) Zellen in der MNC (0,6% bis 5%, Mittelwert: 2,3%, SEM: 0,8), wie
in Abbildung 5.1 dargestellt. Alle CD133" Zellen wiesen wahrend des gesamten
erfassten Zeitraums auch den hamatopoetischen Marker CD45 auf. Diese Population
CD133"/CD45" Zellen nahm im Verlauf zunachst leicht zu und ab dem dritten
postoperativen Tag deutlich ab (Abbildung 5.1). Die CD133/CD45" Zellen wiesen
keine signifikante Koexpression des Stammzellmarkers CD34 auf.

Der Monozytenmarker CD14 wurde Uber den gesamten Zeitraum koexprimiert. Diese
CD1337/CD45/CD14" Population war bei allen Patienten nachweisbar und fand sich
stets in der Monozytenpopulation (Abbildung 5.2). Bei vier von sechs Patienten jedoch
zeigte sich ein kleinerer Teil der mobilisierten CD133/CD45" Zellen (0,7% + 0,3%) vor
allem praoperativ und 24 Stunden nach dem Eingriff negativ fir CD14. Der Anteil der
CD133°/CD45%/CD14" Zellen an allen CD133"/CD45" Zellen betrug bei diesen vier
Patienten zu den signifikanten Zeitpunkten im Mittel 32% (SEM 3,9%). Diese
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CD133*/CD45*/CD14 Population war hingegen stets in der Lymphozytenpopulation zu
beobachten (Abbildung 5.1 und 5.2).

Bei vier Patienten (Patient Nr. 1 bis 4) exprimierte ein Teil der CD133" Population
besonders praoperativ (1,2% + 0,6%) sowie zwolf (0,7% £ 0,4%) und 24 Stunden
(1,2% + 0,4%) postoperativ den SDF-1 Rezeptor CXCR4. Diese CD133"/CXCR4"

Population war tUberwiegend in der Monozytenpopulation darstellbar (Abbildung 5.2).
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Abb. 5.1: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der mobilisierten CD133*/CD45", CD133"/CD14",
CD133°/CD14", CD133*/CD34" und CD133*/CXCR4" Zellen nach Leberresektion, n=6.
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Abb. 5.2: Durchflusszytometrische Analysen der CD133" Populationen eines Patienten vor
Leberresektion. Die CD133"/CD14" Zellen sind (iberwiegend in der Monozytenpopulation (B) und die
CD133"/CD14" Zellen in der Lymphozytenpopulation (C) erkennbar. E zeigt die CD133"/CXCR4" Zellen
Uiberwiegend in der Monozytenpopulation. CD133*/CXCR4™ Zellen sind sowohl in der Monozyten- als auch
in der Lymphozytenpopulation nachweisbar (F). A: Isotypkontrolle fir B und C. D: Isotypkontrolle fiir E und
F.
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Leberlebendspender:

Es zeigte sich zwolf Stunden nach dem Eingriff ein signifikanter Anstieg (5,6%)
CD133"/CD45" Zellen (Abbildung 5.3). Darlber hinaus exprimierten alle CD133" Zellen
zwolf und 24 Stunden nach der Operation den Monozytenmarker CD14 und ein
geringer Teil (1,3%) zwolf Stunden nach der Operation zusatzlich CD34. Bei den
mobilisierten Zellen handelte es sich somit um eine CD133"/CD45/CD14" Population,
die Uberwiegend CD34 negativ war. Der CD133"/CD45"/CD34" Anteil stellte sich nur in
der Monozytenpopulation dar (Abbildung 5.4).

Unerwarteterweise fand sich bereits praoperativ ein erhdhter Anteil CD133" Zellen
(2,9%), welcher ebenfalls eine CD133*/45"/CD34/CD14" Population aufwies, die sich
entsprechend den Befunden nach Leberresektion (berwiegend in der
Monozytenpopulation darstellte. Im Unterschied zu der postoperativ mobilisierten
Population wurde praoperativ zusétzlich eine CD133*/CD45'/CD34  Population
nachgewiesen, welche negativ fir CD14 war. Diese CD133*/CD14" Zellen waren nur in
der Lymphozytenpopulation nachweisbar, entsprechend der CD133*/CD14" Zellen der
Patienten des Kollektivs |I. Dieses Phanomen des Auftretens CD14-positiver und -
negativer Progenitoren war am dritten Tag nach dem operativen Eingriff erneut
signifikant darstellbar, wie in Abbildung 5.3 und 5.4 gezeigt.

Zudem exprimierte (iber den gesamten Zeitraum ein signifikanter Anteil der CD133"
Zellen CXCR4 (25% der CD133" Zellen). Mit dem postoperativen Anstieg der CD133*
Zellen stieg auch die CD133"/CXCR4" Population an (Abbildung 5.3). Diese Population
war nur im monozytaren Anteil der MNC darstellbar (Abbildung 5.5).
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Abb. 5.3: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der zirkulierenden CD133*/CD45", CD133'/CD14",
CD133%/CD34" CD133"/CXCR4", und CD133"/CD14" Zellen nach Leberlebendspende, n=1. (prd OP:
praoperativ, h: Stunden d: Tag)
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Abb. 5.4: Durchflusszytometrische Analysen der mobilisierten CD133" Populationen nach
Leberlebendspende. Zwolf Stunden postoperativ zeigten sich die CD133" Zellen allesamt positiv fiir
CD14 (B) und teilweise fur CD34 (C), reprasentativ dargestellt fur 24 Stunden postoperativ. Am dritten
postoperativen Tag erkennt man deutlich in der Monozytenpopulation die CD133"/CD14" Zellen (E) und in
der Lymphozytenpopulation die CD133"/CD14  Zellen (F). Im oberen Teil der Abbildung sind die

entsprechenden Isotypkontrollen dargestellt (A fur B und C, D fir E und F).
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5.1.2 Mobilisierung CD34-positiver Zellen

Patienten mit Lebererkrankungen:

In der mononukleéaren Zellfraktion war eine geringe Mobilisierung CD34" Zellen am
sechsten postoperativen Tag (0,6% + 0,1) nachweisbar. Die zirkulierenden CD34"
Zellen koexprimierten stets CD45. Eine signifikante Mobilisierung c-kit oder bcrp-1
koexprimierender Zellen fand sich nicht (Abbildung 5.6).

Bei zwei Patienten (Patient Nr. 2, 24h postoperativ und Patient Nr. 3 am Tag 5 und 6
postoperativ) betrug jedoch der Anteil der mobilisierten CD34" Zellen in der MNC Uber
ein Prozent. Ein Teil dieser Zellen koexprimierte c-kit, fir bcrp-1 zeigten sich alle
CD34" Zellen negativ. Es handelte sich demnach um eine CD34"/CD45"/c-kit"/bcrp-1-
Population (Abbildung 5.7).
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Abb. 5.6: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der zirkulierenden CD34°/CD45", CD34"/c-kit" und
CD34"/bcrp-1* Zellen, n=6.



Ergebnisse 46

Leberlebendspender:

Es fand sich ein geringer postoperativer Anstieg CD34" Zellen (0,8%) in der MNC zwolf
und 24 Stunden postoperativ (Abbildung 5.8). Diese Zellen exprimierten wahrend des
gesamten erfassten Zeitraums CD45. Zwolf Stunden postoperativ koexprimierten diese
CD347/CD45" Zellen auBerdem c-kit (Abbildung 5.8). Eine signifikante Koexpression

des Stammzellmarkers bcrp-1 fand sich hingegen zu keinem Zeitpunkt.
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Abb. 5.8: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der mobilisierten CD34'/CD45", CD34"/c-kit" und
CD34"/bcrp-1* Zellen nach Leberlebendspende.

5.1.3 Expression der Stammzellmarker c-kit und bcrp-1

Patienten mit Lebererkrankungen:

Bei allen Patienten war bereits praoperativ eine erhdhte Anzahl c-kit® Zellen
nachweisbar (2,5% = 0,7%). Zwolf Stunden nach dem operativen Eingriff zeigte sich
ein weiterer Anstieg auf 4,1% = 0,9% (Abbildung 5.9). Im weiteren Verlauf lag der
Anteil c-kit* Zellen weiterhin leicht Uber praoperativem Niveau.

Ein Teil dieser c-kit" Zellen exprimierte CXCR4 (c-kit"/CXCR4" gemessen an der MNC:
pra OP 1,1% % 0,4%, 12h post OP 3,2% % 1%, 24h post OP 1,8% + 0,5%). Diese
doppelt positiven Zellen waren berwiegend im Bereich der monozytaren Population
darstellbar, wahrend die c-kit”/CXCR4 Zellen sowohl in der Monozyten- als auch in der
Lymphozytenpopulation zu beobachten waren (Abbildung 5.11).

Die Anzahl zirkulierender bcrp-1" Zellen zeigte im zeitlichen Verlauf im Gegensatz zu
c-kit" kaum signifikante Anstiege. Bei vier Patienten lieRen sich bcrp-1" Zellen im
Bereich von einem Prozent nachweisen, die vor allem praoperativ darstellbar waren
(Abbildung 5.10 und 5.11).
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Abb. 5.9: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der c-kit® und c-kit'/CXCR-4" Zellen nach

Leberresektion, n=5.

Prozent
-
(3,

0.5 }\ A T T
T 47 | . brop-1°

T T T T T T T T
praOP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d

Zeit

Abb. 5.10: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der bcrp-1" Zellen nach Leberresektion, n=6.
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Abb. 5.11: Darstellung der c-kit", c-kit'/CXCR4" und bcrp-1* Populationen vor und nach
Leberresektion. Es sind die c-kit" (B) und c-kit’/CXCR-4" (C) Zellen von Patient Nr. 3 zwdIf Stunden nach
dem Eingriff reprasentativ fir alle Patienten abgebildet. E zeigt die praoperativ erhéhte Anzahl

zirkulierender berp-1* Zellen des Patienten Nr. 6. A und D: Isotypkontrollen.

Leberlebendspender:

Uber den gesamten erfassten Zeitraum war eine erhdhte Anzahl zirkulierender c-kit*
Zellen nachweisbar, wobei sich zwolf Stunden nach der Operation ein deutlicher
Anstieg auf 14,5% fand (Abbildung 5.12). Ein Teil der c-kit" Zellen exprimierte,
entsprechend den Befunden des Kollektivs |, Uber den gesamten erfassten Zeitraum
ebenfalls CXCR4. Diese c-kit’/CXCR4" Zellen waren Uberwiegend in der
Monozytenpopulation zu beobachten (Abbildung 5.12 und 5.14).

Ein signifikanter Anstieg von bcrp-1* Zellen war postoperativ nicht zu verzeichnen
(Abbildung 5.13).
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Abb. 5.12: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der zirkulierenden c-kit" und c-kit’/CXCR4" Zellen

nach Leberlebendspende.
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Abb. 5.13: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der zirkulierenden bcrp-1* Zellen nach

Leberlebendspende.
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Abb. 5.14: Durchflusszytometrische Analysen der c-kit" und c-kit'’/CXCR4" Populationen zwélf
Stunden nach Leberlebendspende. Die c-kit'/CXCR-4" Zellen (B) sind (berwiegend in der

Monozytenpopulation zu beobachten. A: Isotypkontrolle.
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5.1.4 Mobilisierung CD14-positiver Zellen

Patienten mit Lebererkrankungen:

Bereits préoperativ lag der Anteil CD14" Zellen mit 34% * 7% in der MNC sehr hoch
(Abbildung 5.15). Postoperativ fanden sich innerhalb des Kollektivs sehr variable
Verlaufe, wobei insgesamt Anstiege zu verzeichnen waren bei zwdlf Stunden (42% *
6,24%), drei Tage (43% + 10,33%) und vier Tage (46% * 7,19%) nach Leberresektion.
Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der CD14" Zellen innerhalb der Monozyten- und
Lymphozytenpopulation getrennt voneinander, so zeigte sich in beiden Zellfraktionen
ein ahnliches Muster. In beiden Populationen war eine Zunahme CD14" Zellen zwolf
und 24 Stunden sowie drei und vier Tage nach der Operation feststellbar (Abbildung
5.16).
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Abb. 5.15: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der CD14" Zellen nach Leberresektion, n=6.

100
100 8

©
a
"

©o

o

Prozent
B

NN
A N YN

1
- cDp14’ - CcD14*

der Monoz. der Lymphoz.
T T T 0

T T T T T
praOP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Zeit

Prozent

85,

T T T T T T T T
praOP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d

Zeit

Abb. 5.16: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der CD14" Zellen innerhalb der Monozyten- (links)
und Lymphozytenpopulation (rechts) nach Leberresektion, n=6. (Monoz.: Monozytenpopulation,

Lymphoz.: Lymphozytenpopulation)
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Leberlebendspender:

Im Vergleich zu den Befunden des Kollektivs | zeigte sich erst im postoperativen
Verlauf ein erhohter Anteil CD14" Zellen in der MNC (Abbildung 5.17).

Betrachtet man auch hier die Monozyten- und Lymphozytenpopulation getrennt
voneinander, so zeigte sich im Gegensatz zu den Ergebnissen des Kollektiv | in beiden
Zellfraktionen ein unterschiedliches Verhalten. Die Anzahl der CD14" Zellen innerhalb
der Monozytenpopulation nahm dabei von 79% praoperativ auf 90% 24 Stunden
postoperativ zu. Bei den Lymphozyten hingegen zeigte sich eine Abnahme von 2,3%
vor der Operation, auf 1,5% 24 Stunden nach der Operation (Abbildung 5.18). Es fand
sich eine starke Abnahme der Anzahl der Lymphozyten (préa OP: ca. 13000/ul, 24h
post OP: ca. 5000/ul) bei gleich bleibender Anzahl der Monozyten (ca. 3000/ul). Diese
Veranderung des Verhaltnisses innerhalb der MNC erklart die starke Zunahme CD14"
Zellen in der MNC.
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Abb. 5.17: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der CD14" Zellen nach Leberlebendspende.
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Abb. 5.18: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der prozentualen Anzahl CD14" Zellen innerhalb der
Monozyten- (links) und Lymphozytenpopulation (rechts) nach Leberlebendspende. (Monoz.:

Monozytenpopulation, Lymphoz.: Lymphozytenpopulation)
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5.1.5 Mobilisierung CXCR4-positiver Zellen

Patienten mit Lebererkrankungen:

Alle Patienten wiesen Uber den gesamten Verlauf eine erhdhte Anzahl zirkulierender
CXCR4" Zellen in der MNC auf. Eine leicht verstarkte Mobilisierung war erst 24
Stunden nach Leberresektion feststellbar (Abbildung 5.19). Diese scheint zum Grofteil
auf der Zunahme CXCR4" Zellen innerhalb der monozytéren Zellfraktion zu beruhen
(Abbildung 5.20). Allerdings ist die Anzahl mobilisierter CXCR4" Zellen praoperativ bis
zum zweiten postoperativen Tag innerhalb des Kollektivs sehr variabel: Bei der Halfte
der Patienten zeigte sich keine Zunahme der CXCR4" Zellen innerhalb der

mononukledren Zellfraktion.
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Abb. 5.19: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Anzahl CXCR4" Zellen innerhalb der MNC nach

Leberresektion, n=6.
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Abb. 5.20: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der CXCR-4" Zellen innerhalb der Monozyten- (links)

und Lymphozytenpopulation (rechts) nach Leberresektion, n=6.
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Leberlebendspender:

Es fand sich ein deutlicher Anstieg CXCR4" Zellen zwolf Stunden postoperativ
(Abbildung 5.21). Dabei lag der Anteil CXCR4" Zellen in der monozytaren Zellfraktion
bei 20,2% (gegenuber 10,7% praoperativ) und in der lymphozytaren Zellfraktion bei
6,8% (10,7% praoperativ). Zu diesem Zeitpunkt lag eine vermehrte Mobilisierung
CXCR4" Zellen in der monozytaren Zellfraktion vor, wahrend in der lymphozytaren
Zellfraktion wiederum eine Abnahme CXCR4" Zellen zu beobachten war (Abbildung
5.22).

-
£ AN
N 10
(o]
S
o / \\
5
—
—®= CXCR-4*
0 T T T T T
praoOP  12h 24h 2d 3d
Zeit

Abb. 5.21: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der CXCR4" Zellen nach Leberlebendspende.
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Abb. 5.22: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der CXCR4" Zellen innerhalb der Monozyten- (links)

und Lymphozytenpopulation (rechts) nach Leberlebendspende.
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5.1.6 Korrelation der Mobilisierung CD133-, c-kit- und bcrp-1-positiver Zellen

Es wurde eine statistische Korrelationsanalyse der durchflusszytometrisch ermittelten
Verlaufe der mobilisierten CD133", c-kit" und berp-1* Populationen durchgefiihrt. Dabei
fand sich unter Verwendung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman’s rho fir
nicht-normal verteilte Ereignisse keine Korrelation dieser Populationen.
Korrelationsanalysen des Alters der Patienten bzw. Spender mit der Anzahl der
mobilisierten Zellpopulationen wurden aufgrund des kleinen Kollektivs nicht
durchgeflhrt.

5.1.7 Vergleich der Mobilisierungsverlaufe nach Leberresektion bei Patienten

mit Lebererkrankungen und Leberlebendspendern

Fir einen Vergleich der Mobilisierungsverlaufe der Patienten mit denen der
Leberlebendspender wurden mittels Mann-Whitney U-Test die Anzahl CD133*/CD45"
Zellen praoperativ und zwdlf Stunden postoperativ ausgewertet.

Fur den Vergleich der praoperativen Mobilisierung wurden Daten gesunder Probanden
(n=8) herangezogen. Die Daten gesunder Probanden wurden mit freundlicher
Genehmigung der Studie von Gehling et al. 2005 entnommen (Anhang Kapitel 9.1.3).
Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied der mobilisierten CD133"/CD45" Zellen
zwischen gesunden Probanden und erkrankten Patienten (P=0,01). Hierbei war die
praoperative Mobilisierung CD133"/CD45" bei den Patienten des Kollektiv | im
Gegensatz zu den gesunden Pobanden deutlich erhdht. Die Mobilisierung
CD133*/CD45" Zellen nach der Operation von Patienten mit einer Lebererkrankung
(n=6) zeigte im Vergleich zu Leberlebendspendern (n=11) ebenfalls einen signifikanten
Unterschied (P<0,0001). Bei Leberlebendspendern stieg die Mobilisierung an, bei
Kollektiv | hingegen war die Mobilisierung unverandert hoch. Die Daten der
Leberlebendspender wurden ebenfalls der Studie von Gehling et al. 2005 entnommen.
Ein Vergleich innerhalb des Kollektiv | zwischen der Anzahl der pra- und postoperativ

mobilisierten CD133/CD45" Zellen zeigte keinen signifikanten Unterschied.
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5.2 Evaluierunqg des koloniebildenden Potentials __zirkulierender

Leukozyten

Zur Ermittlung des koloniebildenden Potentials zirkulierender vermeintlicher Stamm-
und Progenitorzellen wurden Blutproben von finf Patienten mit einer Lebererkrankung
(Patient Nr. 7 bis 11) und von funf Leberlebendspendern (Spender Nr. 1 bis 5)

praoperativ sowie zwolf Stunden postoperativ mittels Colony Assays analysiert.

5.2.1 Analyse hamatopoetischer Kolonien

Patienten mit Lebererkrankungen:

Die aus den praoperativen Blutproben gewonnenen Leukozytenpopulationen
generierten im Mittel 9,8 + 0,7 CFU-E, 1 £ 0,5 CFU-GM, 1,4 + 0,8 CFU-M, 1,6 £ 0,7
CFU-G, 2,4 £ 0,8 CFU-EC like (Abbildung 5.23 und 5.25).

Es fand sich bei den Patienten nach Leberresektion eine leichte Zunahme der Anzahl
der CFU-E um Faktor 1,2 und CFU-M um Faktor 1,3 (Abbildung 5.23). Darliber hinaus
zeigten die aus den postoperativen Blutproben gewonnenen Leukozyten die Kapazitat
CFU-GEMM zu bilden. CFU-E wurden von allen analysierten pra- und postoperativ
gewonnenen Leukozytenpopulationen generiert, dabei lag der praoperative Mittelwert
bei 9,6 £ 0,7 Kolonien. Der leichte postoperative Anstieg des Mittelwertes auf 11,4 +
4,6 CFU-E beruht auf einer verstarkten Koloniebildung von nur einem Patienten, bei
dem praoperativ neun CFU-E und postoperativ 29 CFU-E nachweisbar waren. Bei drei
Patienten zeigte sich eine Abnahme der Anzahl der CFU-E. Kolonien des Typs CFU-M
fanden sich praoperativ bei drei von flinf Patienten mit einem Mittelwert von 1,4 £ 0,8.
Eine postoperative Zunahme war nur bei zwei Patienten zu beobachten, und zwar von
null auf eine Kolonie und von vier auf sieben Kolonien. Die anderen drei Patienten
zeigten eine Abnahme. Zusammengefasst betrachtet war bei den Patienten nach
Leberresektion nur eine geringe Zunahme der Anzahl von CFU-E und CFU-M
nachweisbar. CFU-GEMM waren postoperativ nur bei einem Patienten zu verzeichnen,
der nur eine Kolonie dieses Typs bildete. BFU-E fanden sich weder pra- noch
postoperativ.

Eine postoperative Abnahme der Anzahl gebildeter Kolonien war fir CFU-G und CFU-
GM zu verzeichnen. Kolonien des Typs CFU-GM wurden praoperativ bei drei Patienten

(1 £ 0,5 Kolonien) und postoperativ bei zwei Patienten (0,6 + 0,4) nachgewiesen. Die
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Anzahl der CFU-G zeigte postoperativ nur eine leichte Abnahme des Mittelwertes von
1,6 £ 0,7 auf 1,4 £ 0,8.

Unerwarteterweise fanden sich praoperativ bei vier Patienten Kolonien des Typs der
CFU-EC like mit einem Mittelwert bei 2,4 £ 0,8 (Abbildung 5.25 D). Diese Kolonien sind
normalerweise nur im Colony Assay fir endotheliale Progenitorzellen zu beobachten.
Auch fur die Anzahl der CFU-EC-like war eine postoperative Abnahme auf 1,8 £ 1 zu

verzeichnen .
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Abb. 5.23: Analyse des koloniebildenden Potentials mobilisierter Progenitorzellen mittels
hamatopoetischem Assay vor und zwolf Stunden nach Leberresektion, n=5. Logarithmische
Darstellung der mittleren Anzahl koloniebildender Einheiten. (pra OP: praoperativ, h: Stunden, CFU:
colony forming unit, -E: erythrocyte, -GEMM: granulocyte erythrocyte monocyte megakaryocyte, -GM:

granulocyte monocyte, -M: monocyte, -G: granulocyte, -EC-like: endothelial cell like)

Leberlebendspender:

Es fand sich nach Leberlebendspende eine Zunahme der Anzahl generierter CFU-E,
CFU-M, CFU-GM und CFU-GEMM (Abbildung 5.24 und 5.25). Praoperativ lag die
Anzahl der einzelnen Kolonietypen in dhnlichen Bereichen wie bei den Patienten des
Kollektiv .

Unter allen gebildeten Kolonien waren bei den Spendern CFU-E und CFU-M sowohl

pra- als auch postoperativ zahlenmafRig am starksten vertreten, und wurden auch im
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Vergleich zu den Patienten in deutlich hdherem Male postoperativ generiert. Auch in
diesem Kollektiv waren CFU-E praoperativ bei allen untersuchten Proben nachweisbar.
Dabei lag der Mittelwert mit 8,2 + 1,7 Kolonien leicht niedriger als der Mittelwert der
von den Patienten gebildeten CFU-E. Postoperativ zeigte sich eine Zunahme um den
Faktor 2,8 auf 23 £ 9,7 Kolonien. Interessanterweise war postoperativ bei einem
Spender eine Abnahme der Anzahl generierter CFU-E zu beobachten. Kolonien des
Typs CFU-M fanden sich praoperativ bei vier von funf Spendern, allerdings in
geringerer Anzahl als CFU-E (CFU-M: 1,4 £+ 0,7 Kolonien). Postoperativ war bei allen
Spendern eine Zunahme der Anzahl CFU-M zu verzeichnen (8,2 £ 2 Kolonien). Dies
entspricht einer Vermehrung der CFU-M um den Faktor 5,9. Somit stellen CFU-M die
am starksten mobilisierte hamatopoetische Progenitorzellpopulation dar (Abbildung
5.25). Im Vergleich zum Kollektiv | war bei den Spendern postoperativ also eine
deutliche Zunahme der Anzahl CFU-E und CFU-M nachweisbar. Ein wesentlich
schwacherer Anstieg fand sich postoperativ flir Kolonien des Typs CFU-GM.
Praoperativ waren lediglich bei einem Spender zwei Kolonien dieses Typs
nachweisbar. Postoperativ fanden sich CFU-GM bei zwei anderen Patienten mit einer
bzw. drei gebildeten Kolonien. Dies entspricht einer Zunahme von 0,4 £+ 0,4 auf 0,8 +
0,6 Kolonien. Dennoch erreichen diese Mittelwerte der CFU-GM sowohl pra- als auch
postoperativ das doppelte Niveau von dem der Patienten. Wie in Kollektiv | zeigte sich
fur CFU-GEMM die geringste Zunahme. Es war eine Kolonie bei nur einem Spender
postoperativ nachweisbar. Kolonien des Typs BFU-E waren bei keinem Spender pra-
oder postoperativ nachweisbar.

Keine Zunahme der Anzahl war fur Kolonien des Typs CFU-G zu verzeichnen.
Praoperativ bildeten alle Spender CFU-G (3 £ 1,1 Kolonien), wahrend postoperativ nur
noch zwei Spender Kolonien dieses Typs aufwiesen. Dabei zeigte sich eine Abnahme
des Mittelwertes auf 2,2 + 1,4 Kolonien. Uberraschenderweise fanden sich auch in
diesem Kollektiv, praoperativ bei drei Spendern und postoperativ bei einem Spender,
Kolonien des Typs der CFU-EC like. Im Mittel war postoperativ ebenfalls eine
Abnahme der Anzahl dieser CFU-EC-like Kolonien von 1 + 0,5 auf 0,6 + 0,6 zu
verzeichnen. Jedoch fand sich bei dem Spender, welcher postoperativ Kolonien dieses
Typs bildete, ein Anstieg von 0 auf 3 Kolonien. Im Vergleich zum Kollektiv | wurde pra-

und postoperativ aber nur ein drittel der Anzahl der Kolonien der CFU-EC like gebildet.
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Abb. 5.24: Analyse des koloniebildenden Potentials mobilisierter Progenitorzellen mittels
hamatopoetischem Assay vor und zwolf Stunden nach Leberlebendspende, n=5. Logarithmische
Darstellung der mittleren Anzahl koloniebildender Einheiten. (pra OP: praoperativ, h: Stunden, CFU:
colony forming unit, -E: erythrocyte, -GEMM: granulocyte erythrocyte monocyte megakaryocyte, -GM:

granulocyte monocyte, -M: monocyte, -G: granulocyte, -EC-like: endothelial cell like)
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Abb. 5.25: Morphologie der von mobilisierten Progenitorzellen generierten hamatopoetischen
Kolonien: Abgebildet sind Kolonien des Typs CFU-E (A) des Spender 3, CFU-M (B) von Spender 2, CFU-
G (C) von Patient Nr. 10 und CFU-EC-like (D) von Patient Nr. 9. Originalvergrof3erung: Bild A x 20, B x 10,
Cund D x 4.

Betrachtet man vergleichend die Gesamtzahl der im hamatopoetischen Assay
generierten koloniebildenden Einheiten in beiden Kollektiven, so lasst sich eine
eindeutige Mobilisierung hamatopoetischer Progenitorzellen nach Leberlebendspende,

jedoch nicht bei den Patienten nach Leberresektion erkennen (Abbildung 5.29).
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5.2.2 Analyse endothelialer Kolonien

Patienten mit Lebererkrankungen:

Kolonien des Typs CFU-EC waren sowohl pra- als auch postoperativ bei nur je einem
Patienten nachweisbar, die jeweils eine CFU-EC bildeten. Ebenso fanden sich CFU-M-
like Kolonien pra- und postoperativ bei nur jeweils einem Patienten. Atypische CFU-EC
waren bei keinem der Patienten weder pra- noch postoperativ zu beobachten
(Abbildung 5.26).
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Abb. 5.26: Analyse des koloniebildenden Potentials mobilisierter Progenitorzellen mittels
endothelialem Assay vor und zwolf Stunden nach Leberresektion, n=5. Logarithmische Darstellung
der mittleren Anzahl koloniebildender Einheiten. (CFU: colony forming unit, -EC: endothelial cell, -M-like:

monocyte like)

Leberlebendspender:

Dieses Kollektiv prasentierte sich im Vergleich zu den Patienten mit anderen Befunden.
Praoperativ fanden sich bei drei Spendern vereinzelte CFU-EC. Interessanterweise
waren postoperativ CFU-EC bei keinem Spender nachweisbar. Stattdessen waren
postoperativ vermehrt CFU-M-like Kolonien zu beobachten. Wahrend dieser Typ
praoperativ nur bei einem Spender (1 Kolonie) zu verzeichnen war, bildeten
postoperativ vier Spender CFU-M-like Kolonien. Der Mittelwert zeigte eine Steigerung
um den Faktor 43 von 0,2 £ 0,2 auf 8,6 + 4,5 Kolonien (Abbildung 5.27 und 5.28).
Weiterhin fand sich postoperativ bei einem Spender vermehrt atypische CFU-EC, die

praoperativ nur bei einem anderen Spender als Einzelkolonie zu beobachten war.
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Abb. 5.27: Analyse des koloniebildenden Potentials mobilisierter Progenitorzellen mittels
endothelialem Assay vor und zwolf Stunden nach Leberlebendspende, n=5. Logarithmische
Darstellung der mittleren Anzahl koloniebildender Einheiten. (CFU: colony forming unit, -EC: endothelial

cell, atyp: atypische,-M-like: monocyte like)
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Abb. 5.28: CFU-M-like Kolonien, Analysetag: zwo6lf Stunden nach Leberlebendspende. CFU-M-like
Kolonie (A), und Ausschnitt (B) aus in A gebildeter Kolonie. Weitere CFU-M-like Kolonie (C), mit ahnlicher
Morphologie wie in A. OriginalvergréfRerung: A x 10, B x 20, C x 40.

Betrachtet man auch hier vergleichend die Gesamtzahl der pra- und postoperativ
gebildeten Kolonien beider Kollektive, so lasst sich postoperativ eine eindeutige
Zunahme der Anzahl endothelialer Kolonien nach Leberlebendspende nicht jedoch

nach Leberresektion der Patienten feststellen (Abbildung 5.29).
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Abb. 5.29: Gesamtzahl der pra- und postoperativ gebildeten Kolonien im hamatopoetischen und
endothelialen Assay vor und zwolf Stunden nach Operation, n=5. Logarithmische Darstellung der
mittleren  Anzahl  koloniebildender Einheiten der Leberlebendspender und Patienten mit
Lebererkrankungen.
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6 Diskussion

Insgesamt wird die Inzidenz der Leberzirrhose in Nordeuropa und Amerika mit
250/100.000 Einwohner im Jahr angenommen [Caselmann et al. 1997]. Davon werden
50-60% durch chronischen Alkoholabusus, 20-30 % durch chronische Virushepatitiden
und 10-30% durch weitere Faktoren wie die primar bilidre Zirrhose, primar
sklerosierende Cholangitis, Autoimmunhepatitis, Stoffwechselerkrankungen und
Aanderen ausgeldst. Es gibt nur wenige Daten zur Inzidenz akuter fulminant
verlaufender Lebererkrankungen; und diese sind sehr inhomogen. In den Vvereinigten
Staaten von Amerika beispielsweise werden 1-30 Falle pro 100.000 Einwohner/Jahr
angegeben [Bower et al. 2007, Madl 2005,].

Eine Lebertransplantation ist zurzeit die einzige kurative Therapieoption fiir Patienten
im Endstadium chronischer Lebererkrankungen und bei fulminantem Leberversagen. In
Europa bestand 2009 bei ca. 2500 Patienten der Bedarf firr eine Lebertransplantation.
Aber es konnten aufgrund der begrenzten Anzahl von Organen nur 1500
Lebertransplantationen  durchgefiihrt werden, Leberlebendspenden mitgezahit
[Oosterlee und Rahmel 2009].

Wegen der begrenzten Anzahl von Spenderorganen wurde die Aufmerksamkeit auf die
Méoglichkeit fokussiert, Lebergewebe und -funktion durch Transplantation allogener
Hepatozyten oder autologer Stammzellen wiederherzustellen. Auch die Verwendung in
vitro differenzierter embryonaler oder fetaler Stammzellen stellt eine alternative
Méglichkeit regenerativer Therapien dar. Aber die Risiken der Abstof3ung oder der
Entwicklung von benignen oder malignen Keimzelltumoren sowie ethische Aspekte
limitieren diese Ansatze fur eine erfolgreiche und sichere Therapie.

Derzeit wird diskutiert, dass die Leberregeneration sowohl Uber reife Hepatozyten als
auch Uber intrahepatische und extrahepatische Stamm- und Progenitorzellen vermittelt
wird. Dabei scheinen die extrahepatischen Stammzellen im Knochenmark angesiedelt
zu sein und dber Zirkulation in die Leber zu gelangen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine vergleichende Analyse der phanotypischen und
funktionellen Eigenschaften mobilisierter Progenitorzellen im Rahmen verschiedener
leberchirurgischer Eingriffe durchgefiihrt. Hierzu sollten drei Patientenkollektive
untersucht werden: zum einen Patienten, die sich aufgrund einer Lebererkrankung
einer Leberresektion unterziehen mussten (Kollektiv 1), zum anderen gesunde
Leberlebendspender (Kollektiv Il), und weiterhin Patienten bei denen eine
Leberembolisation durchgefiihrt wurde (Kollektiv 11l). Wenige Wochen nach Beginn

dieser Arbeit musste jedoch auf das Kollektiv Il verzichtet werden, da



Diskussion 65

Pfortaderembolisationen am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf nicht mehr
durchgefiuihrt wurden. Auf eine Auswertung bereits erhobener Daten wurde aufgrund
der geringen Anzahl der Patienten dieses Kollektivs somit verzichtet.

Eine  weitere = Schwierigkeit ergab sich bei der Auswertung der
durchflusszytometrischen Daten der Patienten des Kollektivs | sowie der Spender
(Kollektiv I1). Durch einen Wechsel des Durchflusszytometers kam es zu
Kompensationsinkompatibilitdten, so dass lediglich Daten von sechs Patienten des
Kollektiv | und Daten von einem Leberlebendspender ausgewertet werden konnten.
Ferner war es aus organisatorischen Griinden nicht immer mdglich, die Blutproben zu
den geplanten Zeitpunkten zu erhalten, so dass die einzelnen zeitlichen Verlaufe

teilweise llickenhaft sind.

6.1  Durchflusszytometrische Ergebnisse

6.1.1 Mobilisierung CD133-positiver Zellen

Die durchflusszytometrischen Analysen der peripheren Blutleukozyten der sechs
Patienten des Kollektivs | zeigte deutlich erhdhte Prozentzahlen zirkulierender CD133"
Zellen (MW 2,3 £ 0,8 bezogen auf die MNC) bereits vor dem operativen Eingriff. Dabei
wiesen alle CD133" Zellen den Panleukozytenmarker CD45 auf und entsprachen somit
hamatopoetischen Zellen. Postoperativ war kein Anstieg dieser Zellpopulation zu
verzeichnen. Auch bei dem Leberlebendspender fand sich bereits préoperativ ein
erhohter Wert zirkulierender CD133"/CD45" Zellen, der jedoch postoperativ um den
Faktor zwei zunahm (préa OP: 2,9%, 12h: 5,6%). Diese Beobachtungen an dem
Leberlebendspender stimmen mit den Ergebnissen der Studie von Gehling et al. 2005
Uberein. Darin wurde gezeigt, dass es bei gesunden Leberlebendspendern im
Anschluss an eine partielle Hepatektomie zu einer Mobilisierung CD133/CD45" Zellen
kommt, und zwar auch dann, wenn bereits praoperativ eine erhdhte Anzahl
zirkulierender CD133*/CD45" Zellen feststellbar war. Es ist unklar, warum sich bei dem
Leberlebendspender aus dieser Arbeit ebenfalls eine erhohte praoperative CD133"
Population in selben Ausmalf wie bei dem Patientenkollektiv | nachweisen liel3. Aber
es ist bekannt, dass auch beim Gesunden Faktoren bestehen, die zu einer Erhéhung
zirkulierender CD133" Zellen fiihren. Beispielsweise kann angenommen werden, dass
physisches Training ebenfalls zu einer Mobilisierung hdmatopoetischer CD34" oder
CD133" Stammzellen fiihren kénnte [Laufs et al. 2004, Morici et al. 2005, Steiner et al.
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2005]. Es kann aber durchaus von weiteren Faktoren ausgegangen werden, die zu

einer Mobilisierung CD133" Zellen flihren kdnnen.

Bei weiterer Phanotypisierung zeigte sich die Mehrheit der zirkulierenden CD133"
Zellen sowohl der Patienten als auch des Spenders fur den Stammzellmarker CD34
negativ und fir den Monozytenmarker CD14 positiv. Diese CD133"/CD45%/CD14"
Population war bei allen Patienten sowie beim Leberlebendspender ausschlief3lich in
der monozytaren Zellfraktion zu beobachten (Abbildung 5.2 B, 5.4 E). Dies spricht
dafiir, dass es sich bei dieser Population um myelomonozytare Progenitorzellen
handelt, wie bereits in der Studie von Gehling et al. 2005 beschrieben. Diese
zirkulierenden myelomonozytaren Progenitorzellen sind mdglicherweise beteiligt bei
der Regeneration einer durch Teilresektion geschadigten Leber bzw. an
regeneratorischen Prozessen bei Patienten mit einer Lebererkrankung bereits vor
einem operativen Eingriff. Gestiitzt wird diese Hypothese durch Ergebnisse einer
weiteren Studie von Gehling et al., die eine CD133"/CD45'/CD14" Population im
peripheren Blut von Patienten mit Leberzirrhose (n=72) nachweisen konnte [Gehling et
al. 2010]. Die in der zitierten Studie identifizierten CD133"/CD45%/CD14"
Progenitorzellen wiesen analog der nach partieller Hepatektomie identifizierten
CD133%/CD45*/CD14" Zellen ein hepatisches Differenzierungspotential in vitro auf.

Das hepatozytéare Differenzierungspotential CD133" Zellen in vivo ist bisher nur
unvollstdndig untersucht. Im Nagermodell wurde nachgewiesen, dass CD133*/CD45"
Knochenmarkszellen zumindest zur Regeneration von hepatischem sinusoidalen
Endothelgewebe beitragen kénnen [Harb et al. 2009]. In zwei klinischen Studien am
humanen Model konnte gezeigt werden, dass die intraportale Applikation von
autologen CD133" Knochenmarkzellen mit anschlieBender Pfortaderembolisation zu
einer starkeren Hypertrophie der vermehrt perfundierten Lebersegmente flhrt als die
alleinige Pfortaderembolisation [am Esch et al. 2005, First et al. 2007]. Durch die
zusatzliche Applikation von CD133" Knochenmarkzellen konnte das Lebervolumen
derart gesteigert werden, dass alle Patienten, die an einem malignen Tumor der Leber
erkrankt waren, einer tumorresezierenden Operation zugefiihrt werden konnten [Frst
et al. 2007]. Die genauen Mechanismen, wie die CD133" Zellen zu dieser Hypertrophie
beigetragen haben, wurden allerdings in diesen Studien bzw. in anschlieBenden
Studien nicht untersucht.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit wurde aktuell Gber die
zunehmende Mobilisierung hamatopoetischer CD133" Zellen bei lebererkrankten
Patienten nach partieller Hepatektomie berichtet [Zocco et al. 2010], wobei die Autoren

von rekrutierten Stammzellen aus dem Knochenmark ausgehen. Es miissen
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verschiedene Mechanismen und Begleitfaktoren fiir die Mobilisierung CD133" Zellen
existieren, wie beispielsweise das Alter der Patienten, die Art und das Ausmal der
Erkrankungen. Diese sollten in nachster Zeit identifiziert werden, um daraufhin
mogliche therapeutische Strategien entwickeln zu kénnen. Weiterhin wurde in dieser
Studie in dem resezierten erkrankten Lebergewebe CD133" und AFP-positive Zellen
nachgewiesen, die als mogliche hepatische Progenitorzellen betrachtet werden
konnten [Zocco et al. 2010]. Von einer anderen Arbeitsgruppe wurde in dem selben
Jahr (ber CD133" Zellen berichtet, die in den Hering-Kanilen humaner Leber
lokalisiert waren und in den so genannten “ductular reactions bei gesundem und
geschadigtem Lebergewebe detektiert wurden und somit als mdgliche hepatische
Progenitorzellen oder Leberstammzellen in Betracht kommen [Jozefczuk et al. 2010].
Dies sind vermehrt Entdeckungen im humanen Organismus und zeigen eine
Beteiligung dieser CD133" Zellen an. Dass die zirkulierenden CD133" Zellen,
vermutlich aus dem Knochenmark mobilisiert, auch die humane Leber besiedeln und
mdgliche Progenitoren zur Leberregeneration bilden, kann zur Zeit nicht nachgewiesen
werden. Somit bleiben weitere Interaktionen zu erdrtern.

Ferner wird den CD133" Zellen eine weitere Rolle zugeschrieben. Es wird zunehmend
Uber die Existenz von so genannten Karzinomstammzellen [Pardal et al. 2003, Reya et
al. 2001], speziell auch Leberkarzinomstammzellen berichtet. Es gibt Hinweise fiir die
Expression von CD133 dieser Leberkarzinomstammzellen [reviewed in Xu et al. 2009].
Tomuleasa et al. isolierte aus Biopsien von humanem hepatozelluldrem Karzinomen
Stammzellen mit einer Expression von CD133 [Tomuleasa et al. 2010]. Diese
Stammzellen besitzen eine gewisse Resistenz gegen Derivate von Platinanaloga und
Interkalantien. Aber CD133 ist nicht beschrénkt auf somatische Stamm- und
Tumorstammzellen, wie bereits in der Einleitung erwahnt, dieses Oberflachenprotein ist
somit kein spezifischer Marker fir Leberkarzinomstammzellen [reviewed in Wu und Wu
2009]. Dabei bleibt zukilinftig zu bedenken, dass KM Zellen [Duffield et al. 2005] und
speziell CD133" Zellen zur Entstehung als auch zur Regeneration von
Lebererkrankungen beitragen koénnten. Wie bereits oben erwahnt, sollten vor
therapeutischen Interventionen mit KM Stammzellen bzw. CD133" Zellen zunachst

weitere Interaktionen erforscht werden.

Interessanterweise konnte bei weiterer Phanotypisierung der CD133" Zellen eine
Mobilisierung CD133"/CXCR4* Zellen nach Leberlebendspende und bei allen
Patienten vor und nach Leberresektion im peripheren Blut, entsprechend des Verlaufs
CD133"/CD14" Zellen, nachgewiesen werden (Abbildung 5.3 und 5.1). Diese
CD133"/CXCR4" Zellpopulation war bei allen Patienten und beim Spender wiederholt
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hauptséachlich in der monozytéren Fraktion der MNC zu finden (Abbildung 5.2 E, 5.5 B).
In den letzten Jahren wurden bereits zirkulierende Zellen in peripherem humanem Blut
nachgewiesen, die Transkripte von muskuldren, neuronalen, endothelialen und
hepatischen Progenitorzellmarkern aufweisen [Ratajczak et al. 2004, Wojakowski et al.
2004]. Diese Zellen waren angereichert in CXCR4", CD34" und CD133" Populationen
der MNC aus dem KM [Ratajczak et al. 2004]. Die Rekrutierung von CXCR4" Zellen
findet vor allem durch die im KM ansassigen SDF-1 freisetzenden Stromazellen statt.
Aber auch in weiteren Organen wurden SDF-1 freisetzende Zellen detektiert. Neben
der ubiquititaren Expression des SDF-1 Gens beim Menschen aulier von Erythrozyten
[Shirozu et al. 1995], wurde die Expression von SDF-1 unter anderem von Astrozyten
bei Nagern [Bajetto et al. 1999], von humanen Endothelzellen und Dendritischen Zellen
der Haut [Pablos et al. 1999], und von Epithelzellen der Gallengange in der Leber im
humanen Modell [Terada et al. 2003] und im Nagermodell [Kollet et al. 2003]
beschrieben. Somit kdnnte SDF-1 von verletzten Gewebszellen ausgeschittet werden,
um mittels Chemotaxis CXCR4" Stammzellen zur Regeneration anzulocken bzw. um
eine Rekrutierung dieser Zellen in die Leber zu induzieren. Unterstitzende Ergebnisse
fur diese Vermutungen liefert der Nachweis von hochregulierter mRNA von SDF-1 in
verletztem Gewebe bei Nagern, einschlief3lich hypoxischem Myokard, geschadigter
Niere und Leber [Ratajczak et al. 2004]. In diesem Zusammenhang lasst sich weiterhin
feststellen, dass der Verlauf der CXCR4" MNC und der CXCR4" monozytéren Zellen,
dargestellt in den Abbildungen 5.19 bis 5.22, mit dem Verlauf der CD133*/CXCR4" und
CD133"/CD14" Zellen beider Kollektive (Abb. 5.1 und 5.3) Ubereinstimmt. Dies kénnte
auf eine Beteiligung von SDF-1 an der Mobilisierung CD133" Progenitorzellen
hinweisen. Hatch et al. berichteten ber eine Beteiligung der SDF-1/CXCR4-Achse
zumindest an der Aktivierung von intrahepatischen Ovalzellen bei Nagern [Hatch et al.
2002]. In einer Studie mit Patienten, die an einer Lebererkrankung leiden, wie
beispielsweise Hepatitis und Leberzirrhose, wurde ebenfalls eine wichtige Rolle des
SDF-1, ausgeschittet von Epithelzellen der Gallengénge, bei der Rekrutierung von
CXCR4" Lymphozyten in die geschadigte Leber vermutet [Terada et al. 2003]. In einer
weiteren, aktuellen Studie konnte an Patienten mit Leberzirrhose gezeigt werden, dass
die SDF-1-Plasmakonzentration mit der Anzahl zirkulierender CD133"/CXCR4" Zellen
korreliert [Gehling et al. 2010]. Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass eine
Leberschadigung eine Rekrutierung von CD133" Progenitorzellen aus dem KM
induzieren kann, und dass die rekrutierten Progenitorzellen sich in der Leber ansiedeln

und an der Leberregeneration teilnehmen.
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Grundsatzlich lasst sich festhalten, dass die hier untersuchten Patienten mit einer
Lebererkrankung bereits praoperativ eine erhéhte Anzahl zirkulierender CD133" Zellen
aufwiesen, die nach erfolgtem operativem Eingriff an der Leber nicht weiter zunahm.
Vielmehr war ab dem dritten postoperativen Tag ein Abfall CD133*/CD14",
CD133"/CXCR4" und CXCR4" Zellen deutlich unter das praoperative Niveau zu
verzeichnen. Ein Phanomen, welches nach Leberlebendspende nicht zu beobachten
war. Dies kdnnte dadurch erklart werden, dass die Leberresektion eine Sanierung der
Leber herbeigeflihrt und somit den Anreiz fiir eine Rekrutierung von Progenitorzellen
eliminiert hat. Die Resektion des erkrankten Lebergewebes ware folglich als kausaler
Faktor des postoperativen Abfalls der zirkulierenden Progenitorzellen anzusehen.
Welche Mechanismen die praoperative Rekrutierung dieser Progenitorzellen induziert
haben kdnnen, bleibt derzeit unklar. Es ware denkbar, dass die durch die Erkrankung
geschadigten Hepatozyten selbst zur Anlockung von Zellen bzw. zur Bildung eines
regenerativen Milieus durch Freisetzung von Zytokinen beigetragen haben.
Andererseits kdnnten ebenso andere intrahepatische Zellen wie Cholangiozyten,
Kupfferzellen oder Endothelzellen die Fahigkeit besitzen, ein regeneratives Milieu zu
induzieren. Alternativ kénnten die CD133" Zellen aktiv von Tumorzellen rekrutiert
worden sein, um das Tumorwachstum zu steigern. Hinweise darauf, dass CD133"
Zellen das Tumorwachstum beglinstigen kénnen, liefern mehrere tierexperimentelle
Studien an SCID Mausen [Loges et al. 2004, Bruno et al. 2006].

In der vorliegenden Arbeit wurde auflerdem eine weitere Population zirkulierender
CD133/CD45%/CD34 Zellen nachgewiesen. Diese Zellen waren (ber die fehlende
Expression von CD14 charakterisiert und waren bei allen Patienten und dem Spender
nur in der lymphozytaren Fraktion nachweisbar. Interessanterweise fand sich fir diese
Zellpopulation zwolf Stunden nach dem operativen Eingriff bei beiden Kollektiven ein
Tiefpunkt, im Gegensatz zu CD133"/CD14" Zellen. Die Bedeutung dieses Phanomens
bzw. die Funktion dieser CD133*/CD14" Zellen ist unklar. Sie kénnten eine Basis von
zirkulierenden unreiferen Progenitorzellen darstellen, welche unter normalen
Bedingungen in geringem Level im peripheren Blut zirkulieren und einen Pool von
Stammzellen in peripheren Geweben aufrechterhalten. Die Vermutung eines
zirkulierenden Stammzellpools wurde bereits von anderen Gruppen geaullert [Lemoli
et al. 2006, Ratajczak et al. 2004].
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6.1.2 Mobilisierung CD34-positiver Zellen

Nach Leberlebendspende wurde nur eine geringe Mobilisierung einer CD34°/CD45"
Population (<1%) nachgewiesen. Nach Leberresektion mobilisierten nur zwei von
sechs Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten in ebenso geringem Umfang CD34"
Zellen, die zum Uberwiegenden Teil c-kit exprimierten. Es konnte keine Beziehung
zwischen dem Eingriff an der Leber und der geringen mobilisierten CD34" Population
bei diesen beiden Patienten festgestellt werden. Insgesamt konnte in dieser Arbeit
keine signifikante Mobilisierung CD34" Zellen nach Leberresektion ermittelt werden.

Die CD34" Population nach Leberlebendspende war im Vergleich zum starken Anstieg
der CD133" Zellen zwélf Stunden nach dem Eingriff sehr gering. Bereits 2005 wurde
von Di Campli et al. eine Studie zur Beteiligung CD34" HSZ nach Hepatektomie
durchgefihrt, wobei ebenfalls keine signifikante Mobilisierung dieser Stammzellen
festgestellt werden konnte. In anderen Studien wurde hingegen nach partieller
Hepatektomie Uber eine deutliche Mobilisierung CD34" HSZ im Blut von Nagetieren
bzw. von Patienten bei primaren und sekundaren Lebertumoren berichtet [De Silvestro
et al. 2004, Fujii et al. 2002, Lemoli et al. 2006]. Es gab und gibt also besonders im
Menschen kontroverse Ergebnisse bezlglich der Mobilisierung der beteiligten HSZ

nach operativen Eingriffen an der Leber.

6.1.3 Mobilisierung c-kit-positiver Zellen

Bei allen Patienten des Kollektivs | war préoperativ eine zirkulierende Population c-kit*
Zellen (2,5% % 0,7) zu beobachten. Unerwarteterweise lieRen sich diese Zellen ebenso
praoperativ und sogar in auffallend hohem Male beim Leberlebendspender (8,2%)
nachweisen. Dies ist sehr Uberraschend, da zum einem die Kontrolle keine
unspezifische Bindung zeigte (Abbildung 5.14 A) und weiterhin bisher keine c-kit"
Zellen im peripheren Blut bei Gesunden nachgewiesen wurden. Die Ursache hierflr
bleibt ungeklart. Wie bereits erwahnt lagen zum Untersuchungszeitpunkt keine
erkennbaren beeinflussenden Faktoren vor.

Die c-kit" Population nahm zwélf Stunden nach Leberresektion sowie nach
Leberlebendspende signifikant zu (LR: 4,1% + 0,9; LLS: 14,5%). c-kit spielt mit seinem
Liganden SCF eine Schllsselrolle bei der Aktivierung, Differenzierung und Migration
von ha@matopoetischen Stammzellen [McNiece et al. 1991]. Wie einleitend erwahnt,
wurde c-kit bereits auf intrahepatischen Progenitorzellen von Ratten [Crosby et al.

2001, Kwon et al. 2002] identifiziert. Dies legt eine Beteiligung dieser unreifen
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Stammzellen an der regenerativen Homodostase nach einem operativen Eingriff der
Leber nahe. Im Gegensatz zu der CD133"/CD14" Zellpopulation, die sich nur in der
monozytaren Zellfraktion darstellte, zeigten sich c-kit" Zellen in allen Fallen in der
monozytaren als auch in der lymphozytaren Zellfraktion (Abbildung 5.11 B). Es scheint
sich bei den hier nachgewiesenen c-kit" Zellen um eine weitere Stammzellpopulation
zu handeln, die eine Rolle im Rahmen der Leberregeneration besonders nach einem
operativen Eingriff spielen konnte. Die Mobilisierung c-kit* Zellen fand vermutlich
unabhangig von denjenigen der CD133" Zellen statt, da bei Patienten des Kollektivs |
keine signifikante Korrelation zwischen diesen Zellpopulationen nachgewiesen werden
konnte, und da im Gegensatz zur CD133" Population ein deutlicher postoperativer
Anstieg zu verzeichnen war.

Im Nagetiermodell wurde bereits Uber die Funktion des c-kit-Rezeptors und seinem
Liganden SCF berichtet. In Mausen zeigte sich eine erhdhte hepatische Expression
von SCF und c-kit nach induziertem Leberversagen mittels Acetaminophen (APAP:
Paracetamol). Exogen verabreichter SCF reduzierte die Mortalitdt von APAP
behandelten Mausen, und erhéhte die Proliferation von Hepatozyten [Hu und Colletti
2008]. In einer anderen Untersuchung tragt SCF nach partieller Hepatektomie in
Mausen entscheidend zur hepatischen Proliferation bei: In SCF-defizienten Mausen
war die hepatische Proliferation nach partieller Hepatektomie blockiert, jedoch sobald
SCF verabreicht wurde, war die Proliferation wiederhergestellt [Ren et al. 2003]. Im
humanen System ist bisher kaum etwas Uber die Funktion von c-kit und seinem
Liganden SCF in Bezug zur Regeneration der Leber bekannt. In der unter Kapitel 6.1.1
erwahnten Untersuchung von Gehling et al. an Patienten mit Leberzirrhose wurden
ebenfalls zirkulierende c-kit" Zellen entdeckt [Gehling et al. 2010]. Dies filhrt zu der
Annahme, dass eine Beteiligung c-kit" Progenitorzellen an der Regeneration einer
geschadigten Leber maoglich ist. c-kit wird auch als Marker fir humane endotheliale
Progenitorzellen (EPC) diskutiert [Peichev et al. 2000, reviewed in Rafii und Lyden
2003]. Diese EPC spielen eine Rolle bei der Revaskularisierung geschadigter Organe,
wie beispielsweise der Retina bei Nagern [Grant et al. 2002]. In einer weiteren Studie
an Nagetieren zeigte sich eine Rekrutierung c-kit” Zellen aus dem KM nach
Myokardinfarkt [Fazel et al. 2006]. Diese c-kit" Zellen induzierten ein proangiogenes
Milieu in der infarzierten Grenzzone. In einer Arbeit am humanen Modell wurde von
Wojakowski et al. die Mobilisation von HSZ nach einem Myokardinfarkt und bei stabiler
Angina pectoris im Vergleich zu gesunden Probanden untersucht. Dabei wurde ein
signifikanter Anstieg c-kit" Zellen im peripheren Blut bei Patienten nach Myokardinfarkt
nachgewiesen, nicht jedoch bei stabiler Angina pectoris [Wojakowski et al. 2004]. Nach

diesen Ergebnissen scheinen c-kit* Zellen eine wichtige Rolle nach ischamischer



Diskussion 72

Organschadigung zu spielen. Mdglicherweise ist eine Hypoxie im Organgewebe als
auslésender Faktor zur Mobilisierung der EPC bzw. c-kit" Zellen ursachlich. Es kann
vermutet werden, dass sich c-kit” EPC an der regenerativen Homdostase der Leber
von unseren untersuchten Patienten nach einem operativen Eingriff beteiligen.

Die geringe Koexpression von CD34" an der gesamten mobilisierten c-kit" Population
in allen Féllen deutet auf eine untergeordnete Rolle der CD34"/c-kit" Population hin.
Die Expression von CD34 ist auf unreifen hamatopoetischen Stammzellen am
starksten und nimmt ab, je weiter sich diese Zellen differenzieren. Es ist also
anzunehmen, dass es sich bei den zirkulierenden c-kit* Zellen (iberwiegend um bereits
determinierte, moglicherweise  hepatische  Progenitorzellen handelt. Diese
Interpretation wird unterstiitzt durch die Ergebnisse einer Studie von Li et al. Es konnte
gezeigt werden, dass c-kit, nicht jedoch CD34 auf expandierten murinen
Leberprogenitorzellen exprimiert wird [Li et al. 2006].

Interessanterweise zeigte sich in der vorliegenden Arbeit in allen Fallen ein deutlicher
Teil der c-kit" Zellen fiir CXCR4 positiv. Besonders nach Leberresektion nahm dieser
Anteil stark zu (pra OP: 44%, 12h: 78% gemessen an der c-kit" Population). Dabei
zeigten sich die c-kit’/CXCR4" Zellen in beiden Kollektiven zum tberwiegenden Teil in
der monozytéren Zellfraktion (Abbildung 5.11 C, 5.14 B). Dies lasst annehmen, dass
sich vor allem monozytére c-kit* Zellen, zuséatzlich zur CD133/CD14" Population, an
der Regeneration einer geschadigten Leber durch die CXCR4-SDF-1 Achse
mitbeteiligen kdnnten.

6.1.4 Mobilisierung bcrp-1-positiver Zellen

Die Anzahl berp-1" zirkulierender Zellen zeigte postoperativ sowohl im Kollektiv | als
auch im Kollektiv Il keine signifikanten Anstiege. Vielmehr war im Kollektiv | eine
Normalisierung von leicht erhdhten praoperativen Werten zu verzeichnen. Bei vier
Patienten mit einer Lebererkrankung prasentierten sich vor allem praoperativ die
nachgewiesenen kleinen bcrp-1* Populationen im Bereich von einem Prozent.

Interessanterweise wurde in einer aktuellen Studie bcrp-1 u.a. als Marker fur humane
intrahepatische Progenitorzellen angesehen [Spee et al. 2010]. In der hier
vorliegenden Arbeit scheinen aber zumindest die zirkulierenden becrp-1" Zellen, im
Vergleich zu den mobilisierten CD133" Zellen und c-kit" Zellen, eine untergeordnete
Rolle zu spielen. Es zeigte sich in dieser Arbeit keine Assoziation zwischen der

Mobilisierung berp-1* Zellen und dem operativen Eingriff.
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6.1.5 Mobilisierung CD14-positiver Zellen

Im postoperativen Verlauf nach Leberlebendspende fand sich ein deutlicher Anstieg
CD14" Zellen in der MNC (prda OP: 17%, 24h: 44%). Dieser beruhte auf einer
vermehrten Expression dieses Markers nur innerhalb der monozytaren Zellfraktion. Die
Anzahl der CD14" Zellen innerhalb der Monozytenpopulation nahm dabei von 79%
praoperativ auf 90% 24 Stunden postoperativ zu. Bei den Patienten des Kollektivs | lag
der prozentuale Anteil CD14" Zellen innerhalb der monozytaren Fraktion im zeitlichen
Verlauf stets Uber 90%. Im Kollektiv | war im Vergleich zum Leberlebendspender die
Anzahl zirkulierender CD14" Zellen bereits praoperativ um das zweifache erhoht (34%
SEM = 7,1), bezogen auf die MNC. Zwodlf Stunden nach Leberresektion war nur ein
leichter Anstieg CD14" Zellen feststellbar. Zusammenfassend |asst sich also festhalten,
dass sowohl bei den Patienten des Kollektiv | als auch beim Spender postoperativ,
zusatzlich zu der Mobilisierung CD133"/CD14" Progenitorzellen, eine Mobilisierung
reifzelliger CD14" Monozyten zu verzeichnen war. Diese Beobachtungen weisen
daraufhin, dass reife zirkulierende CD14" Monozyten neben der Schutzfunktion gegen
Pathogene ebenfalls an der Regeneration einer Leber, die durch endogene oder
exogene Einflisse geschadigt wurde, involviert sein kénnten. Aus Studien geht hervor,
dass eine Subpopulation humaner reifer CD14" Monozyten in der Lage ist, sich in
Hepatozyten zu differenzieren [Ruhnke et al. 2005, Zhao et al. 2003]. Und es gibt noch
weitere Ergebnisse, aus denen sogar eine Multipotenz CD14" Monozyten abgeleitet
werden kann. Es wurde 2007 von Seta et al. (iber diese Multipotenz humaner CD14"
Zellen berichtet. Diese Zellen, monocyte-derived multipotential cells (MOMC) genannt,
zeigten sich unter anderem positiv fir CD14, CD45 und Typ | Kollagen und enthielten
Progenitoren mit der Fahigkeit in verschiedene Gewebetypen zu differenzieren,
einschlieBlich Knochen, Knorpel, Fettgewebe, kardiales Muskelgewebe und
neuronales Gewebe [Seta et al. 2007]. Zusatzlich gibt es Arbeiten aus denen
hervorgeht, dass humane CD14" Monozyten in vitro ein endotheliales
Differenzierungspotential besitzen [Fernandez Pujol et al. 2000 und 2001, Schmeisser
et al. 2001, Seta et al. 2007]. Méglicherweise sind die in dieser Arbeit nachgewiesenen
reifen CD14" Monozyten, neben den CD133"/CD45'/CD14" Zellen, ebenfalls in der
Lage, sich zu Hepatozyten und/oder anderen Zellen beispielsweise Endothelzellen der
Leber zu differenzieren bzw. durch Fusion zu generieren. Es ist jedenfalls auffallend,
dass CD14 in der Leber nicht nur von Kupfferzellen [Tomita et al. 1994, Dai et al.
2003], sondern ebenfalls von sinusoidalen Endothelzellen [Scoazec und Feldmann
1991] und reifen Hepatozyten [Hayashi et al. 2006, Liu et al. 2002] exprimiert wird.
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6.2 Vergleich des koloniebildenden Potentials

Nach Leberlebendspende im Kollektiv Il, nicht jedoch nach Leberresektion im Kollektiv
I, war eine deutliche Zunahme des koloniebildenden Potentials der zirkulierenden
Leukozytenpopulationen feststellbar. Mittels hamatopoetischem Assay konnte nach
Leberlebendspende eine starke Zunahme der CFU-M (um Faktor 5,9) und eine
Abnahme der CFU-G (um Faktor 0.7) demonstriert werden, wahrend sich die Anzahl
generierter CFU-GM und GEMM nur geringfiigig anderte. Kolonien des Typs CFU-M
enthalten vor allem Monozytoblasten. Dies lasst auf eine postoperative Zunahme
monozytarer Progenitorzellen schlieBen. In Zusammenschau mit dem Nachweis
signifikant  erhohter  zirkulierender CD14" Monozyten und CD133*/CD14"
Progenitorzellen zwdlf Stunden nach Leberlebendspende kann hypothetisiert werden,
dass es sich bei den mobilisierten Zellen insbesondere um myelomonozytare
Progenitorzellen mit mdglichem leberregeneratorischen Potential handelt. Diese
Annahme wird durch Studien von Gehling et al. unterstitzt, in denen eine Mobilisierung
von CD133" myelomonozytdren Progenitorzellen nach Leberleberspende sowie bei
Patienten mit Leberzirrhose beobachtet wurde [Gehling et al. 2005 und 2010].

Auch im endothelialen Ansatz zeigte sich nach Leberlebendspende eine deutliche
Zunahme des koloniebildenden Potentials der peripheren Blutzellen. Die Morphologie
der in diesem Assay generierten Kolonien weist darauf hin, dass diese Kolonien
ebenfalls von monozytaren Progenitoren gebildet werden konnten. Die starkste
Zunahme lieR® sich fir CFU-M-like Kolonien (um Faktor 43) beobachten, wobei dies
auch gleichzeitig die starkste Zunahme gemessen an allen im hamatopoetischen sowie
endothelialen Assay generierter CFUs nach Leberlebendspende darstellte. In der
Peripherie der CFU-M-like Kolonien fanden sich Zellen, die der Morphologie reifer
Endothelzellen entsprechen (Abb. 5.28 C). Klassische CFU-EC, welche
bekanntermalien die Fahigkeit besitzen Endothelzellen zu generieren [Gehling et al.
2000], waren hingegen postoperativ nicht nachweisbar. Diese Beobachtungen
sprechen dafiir, dass es sich bei den mobilisierten CD133" Zellen vornehmlich um
monozytare Progenitorzellen handelt, die moglicherweise auch an der im Rahmen der
Leberegeneration stattfindenden Blutgefalneubildung beteiligt sind. In diesem
Zusammenhang ware es interessant zu untersuchen, ob die Anzahl der im
endothelialen Assay generierten Kolonien mit der Anzahl der zirkulierenden CD133"
Zellen korreliert. Dies war jedoch aufgrund der aus o.g. Griinden begrenzten Menge
auswertbarer durchflusszytometrisch erhobener Daten nicht mdglich. Die Hypothese,
dass zirkulierende CD133" Progenitorzellen, besonders CD133*/CD14" Zellen, im
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Rahmen der Leberregeneration an der Blutgefaneubildung beteiligt sind, wird durch
zahlreiche Beobachtungen unterstitzt. Wie bereits erwahnt konnte zum einen gezeigt
werden, dass CD14" Monozyten die Kapazitat besitzen, in vitro zu Hepatozyten [Zhao
et al. 2003] als auch zu Endothelzellen zu differenzieren [Fernandez Pujol et al. 2000,
Harraz et al. 2001, Schmeisser et al. 2001, Zhao et al. 2003]. Ferner wurde
nachgewiesen, dass der monozytare Marker CD14 auf humanen Endothelzellen
exprimiert wird [Jersmann et al. 2001]. Zeitgleich ist es bei zwei Arbeitsgruppen
gelungen, Endothelprogenitorzellen in der Population adulter humaner CD133" Zellen
nachzuweisen [Gehling et al. 2000, Peichev et al. 2000]. In Zusammenschau dieser
beiden Studien kann geschlussfolgert werden, dass adulte humane CD133" Zellen im
Knochenmark lokalisiert sind und durch Wachstumsfaktoren wie beispielsweise G-CSF
in das periphere Blut mobilisiert werden kénnen. Bezlglich einer Beteiligung von
Knochenmarkzellen an der Leberregeneration haben tierexperimentelle Studien
gezeigt, dass sowohl unaufgereinigte Knochenmarkszellen als auch hochaufgereinigte
CD133" Knochenmarkzellen nach partieller Hepatektomie beziehungsweise nach einer
toxischen Leberschadigung an der Rekonstitution der sinusoidalen Endothelzellen
beteiligt sind [Fujii et al. 2002, Harb et al. 2009]. Genauer betrachtet konnte die
Arbeitsgruppe von Fujii et al. am Mausmodell zeigen, dass KM Zellen nach einer
Hepatektomie in die Leber einwanderten und sich an der Regeneration beteiligten. Die
mit einem grunen fluoreszierenden Farbstoff markierten KM Zellen wurden in der
Umgebung der hepatischen sinusoidal Rdume nachgewiesen. Es stellte sich heraus,
dass es sich bei diesen Zellen zu 70% um sinusoidale Endothelzellen und zu 28 % um
Kupfferzellen handelte [Fujii et al. 2002]. Dies war die erste Studie, die eine direkte
Involvierung der KM Zellen bei der Leberregeneration nach partieller Hepatektomie

zeigte.

Im Kollektiv | lieR sich postoperativ keine Zunahme des koloniebildenden Potentials der
zirkulierenden Leukozytenpopulationen feststellen. Vergleicht man dieses Ergebnis
nach Leberresektion mit dem zeitlichen Verlauf der durchflusszytometrisch erfassten
zirkulierenden CD133" Zellen im peripheren Blut, so lasst sich ein Zusammenhang
zwischen dem koloniebildenden Potential und den zeitlichen Verlauf dieser
Progenitorzellen vermuten. Genauso wie sich durchflusszytometrisch kein Anstieg der
CD133" Zellen nachweisen lieR, fehlt der postoperative Anstieg koloniebildender
Einheiten im Colony Assay. Dies lasst sich als weiteres Indiz fir den Zusammenhang
zwischen mobilisierten CD133" Zellen und der damit verbundenen Fahigkeit fir die
Bildung von myelomonozytaren Kolonien werten. Aber weiterfiihrende Untersuchungen

sind hier notwendig, um diese Hypothese zu untermauern.
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Im endothelialen Assay zeigte sich sogar eine Abnahme der CFU-M-like Kolonien im
Kollektiv |, entsprechend der Verldufe der zirkulierenden der CD133*/CD14" und
CD133"/CXCR4" Zellen. Auch diese Beobachtung unterstiitzt die Hypothese, dass es
sich bei den zirkulierenden CD133"/CD14" und CD133"/CXCR4" Zellen um
monozytare Progenitoren mit endothelialem Potential handelt. Fir diese Hypothese
sprechen auch Ergebnisse aus weiteren Studien an Tiermodellen, in denen bereits
Uber die Beteiligung zirkulierender CD133" Endothelprogenitorzellen an der
Neoangiogenese nach Gewebsischamie und an der Regeneration des geschadigten
Organs berichtet wurde [Gill et al. 2001, Kocher et al. 2001]. AuBerdem wiesen
Peichev et al. die Koexpression von CXCR4 auf zirkulierenden CD133"
Endothelprogenitoren nach und demonstrierten die Migration dieser Zellen zu einem
SDF-1 Gradienten in vitro [Peichev et al. 2000]. Gestiitzt werden diese Ergebnisse
durch Berichte ber proliferierende und migrierende Endothelprogenitorzellen aus dem
KM zum Teil der vaskularen Verletzung nach einer Hepatektomie in Mausen [Asahara
und Takahashi et al. 1999, Martinez-Hernandez et al. 1995]. Uberdies wurde die
Involvierung KM abstammender endothelialer Progenitorzellen an der Vaskulogenese
in Tumoren beschrieben [Arbab et al. 2006, Dome et al. 2006, reviewed in Ergin et al.
2007, Hilbe et al. 2004, reviewed in Ribatti 2004, Shirakawa et al. 2002].
Beispielsweise waren mobilisierte Endothelprogenitorzellen im peripheren Blut von
Patienten mit hepatozelluldrem Karzinom im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhéht.
Dabei zeigten sich CD133" MikrogefaRe in héchster Konzentration im angrenzenden
Tumorgewebe, im Vergleich zum Tumorgewebe, tumorfreiem Gewebe und gesunden
Kontrollen [Yu et al. 2007]. Die Grenzzone ist der Ort des Tumorwachstums und geht
mit einem erhdhten Sauerstoffverbrauch einher. Folglich kénnten CD133" endotheliale
Progenitorzellen auch im Menschen sowohl an der Wundheilung nach operativen
Eingriffen an der Leber als auch an der Angiogenese und Neovaskulogenese wahrend

eines Tumorwachstums teilnehmen.

Zusammengefasst weisen beide Kollektive einen deutlichen Unterschied bezliglich der
Mobilisierungsverlaufe und koloniebildendem Potential auf. Wahrend im Kollektiv |
durch bestehende Lebererkrankungen bereits praoperativ eine Mobilisierung von
Progenitorzellen zu verzeichnen und diese postoperativ eher riicklaufig war, konnte bei
gesunden Leberspendern eine deutliche Rekrutierung der Progenitorzellen nach dem
operativen Eingriff beobachtet werden. Die im Kollektiv 1| beobachteten mobilisierten
CD133" Progenitorzellen kénnten im Anschluss an einen leberchirurgischen Eingriff im

Sinne von beispielsweise hepatozytaren Progenitorzellen an der Leberregeneration
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beteiligt sein, wie auch bereits von anderen Gruppen vermutet wurde [Gehling et al.
2005, Gehling et al. 2010, am Esch et al. 2005].

Uberraschend war der préoperative Nachweis von CFU-EC-like Kolonien in beiden
Kollektiven, wobei die Anzahl dieser CFUs in Kollektiv | mehr als doppelt so hoch war.
Es handelt sich bei diesen Kolonien um CFUs, die eine Morphologie aufweisen, wie sie
fur klassische CFU-EC im endothelialen Assay beschrieben ist, die jedoch im
hamatopoetischen Assay zu beobachten sind. Uber die biologischen Eigenschaften

dieser CFUs ist derzeit nichts bekannt.

Interessanterweise wurde weder pra- noch postoperativ die Bildung von BFU-E
beobachtet. Andererseits kam es im Anschluss an eine Leberspende zu einer
deutlichen Zunahme der Anzahl generierter CFU-E (um den Faktor 2,8). BFU-E sind
die unreifsten erythrozytaren Progenitorzellen, die im verwendeten Colony Assay
nachweisbar sind. Die Differenzierung von BFU-E in CFU-E wird vor allem durch SCF
induziert [Broudy et al. 1997], und die Funktion von CFU-E ist im Wesentlichen
abhangig von Erythropoetin und SCF [reviewed in Munugalavadla und Kapur 2005, Wu
et al. 1997]. Dies lasst auf einen Zusammenhang zwischen der Bildung von CFU-E und
der mobilisierten c-kit® Population schlieBen. Die vermehrte postoperative
Mobilisierung c-kit" Zellen nach Leberlebendspende kénnte also mit der erhdhten
postoperativen CFU-E Bildung in Zusammenhang stehen bzw. diese bedingen. Da die
Population CD133" Progenitorzellen vornehmlich myelomonozytare, und weniger
erythrozytare Progenitorzellen umfasst [Yin et al. 1997, Freund et al. 2006], dirfte die
vermehrte Bildung von CFU-E eher auf eine CD133-negative Population
zuruickzufihren sein.

Im Kollektiv | lieB sich postoperativ nur eine geringe Zunahme der Anzahl generierter
CFU-E (im Mittel um den Faktor 1,2) nachweisen. Hierbei beruhte dieser leichte
postoperative Anstieg auf der verstarkten Koloniebildung von nur einem Patienten.
Werden die Daten ohne diesen Patienten betrachtet, so Iasst sich eine Abnahme um
den Faktor 0,7 feststellen (n=4). Dieses Ergebnis lasst sich allerdings nicht mit der
erhdhten mobilisierten c-kit” Population nach Leberresektion in Ubereinstimmung
bringen. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Bildung erythrozytarer Kolonien vor
allem durch Erythropoetin induziert wird. Zusammen mit Erythropoetin flihrten
Glucocorticoide besonders bei Hypoxie oder in anderen Stress assoziierten Situationen
zu einer vermehrten Bildung von murinen Erythroblasten in vitro [Bauer et al. 1999,
Dolznig et al. 2006]. Die operative Entfernung von mehreren Lebersegmenten flihrt

moglicherweise zu einer intrahepatischen Hypoxie beziehungsweise Stresssituation,
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die dann eine vermehrte Freisetzung von endothelialen Progenitoren aus dem
Knochenmark induziert. Es ware denkbar, dass diese Mechanismen durch eine
Erkrankung der Leber beeintrachtigt werden, so dass im Anschluss an eine Resektion
der erkrankten Lebersegmente keine signifikante Mobilisierung von erythrozytaren

Progenitorzellen stattfinden kann.

Betrachtet man vergleichend die Gesamtzahl der im hamatopoetischen und
endothelialen Assay generierten Colony-forming units in beiden Kollektiven, so lasst
sich nach Leberlebendspende, nicht jedoch im Kollektiv I, eine eindeutige Mobilisierung
von sowohl hamatopoetischen als auch endothelialen Progenitorzellen feststellen
(Abbildung 5.29). Analog findet sich nach Leberlebendspende eine deutliche
Mobilisierung von CD133" Progenitorzellen, die bei den Patienten des Kollektivs | nicht
nachweisbar ist. Eine weitere Moglichkeit der differenten Ergebnisse ist der
Altersunterschied innerhalb der beiden Kollektive. Das Durchschnittsalter der
Leberlebendspender betrug 39,4 Jahre, wahrend es im Patientenkollektiv bei 54
Jahren lag. Es ist bekannt, dass die Anzahl der Stamm- und Progenitorzellen mit
zunehmenden Alter abnimmt [Rossi et al. 2008]. In der bereits erwdhnten Studie an
Patienten mit Leberzirrhose konnte gezeigt werden, dass auch die Anzahl mobilisierter
CD133" Progenitorzellen mit dem Alter der Patienten invers korrelierte [Gehling et al.
2010]. Die Beobachtung, dass die Anzahl der praoperativ nachgewiesenen Kolonien im
Kollektiv | sogar geringfligig héher war als im Kollektiv Il, spricht jedoch daflr, dass
zusatzlich altersunabhangige Faktoren fir die unterschiedlichen postoperativen

Mobilisierungsverlaufe in beiden Kollektiven verantwortlich sind.

6.3 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass zirkulierende CD34" Stammzellen an der
Regeneration der Leber nach einem operativen Eingriff eine untergeordnete Rolle bei
Patienten nach Leberresektion spielen. Vielmehr scheinen in das periphere Blut
mobilisierte CD133" und c-kit" Progenitorzellen in diesem untersuchten Kollektiv eine
entscheidende Rolle zu spielen.

Es handelt sich bei den hier nachgewiesenen CD133*/CD45" Zellen offenbar weniger
um Stammzellen als vielmehr um oligopotente oder determinierte Progenitorzellen,
wobei die Koexpression des Monozytenmarkers CD14 und des Chemokin-Rezeptors
CXCR4 eine wichtige Rolle spielt. Diese CD133"/CD45"/CD14* und CD133*/CXCR4"
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Progenitorzellen beteiligen sich mdglicherweise an der Regeneration bei endogenen
Lebererkrankungen und bei Gesunden nach einer Operation an der Leber. Dartber
hinaus scheinen CD14" Monozyten bei diesen regenerativen Prozessen involviert zu
sein. Die Bildung von CFU-M und CFU-M-like Kolonien im Colony Assay liefert dafur
unterstiitzende Beweise. Es besteht die Mdglichkeit, dass Populationen von den hier
nachgewiesenen CD133/CD45", CD133*/CD45'/CD14", CD133*/CXCR4" und auch
CD14" Zellen ein myelomonozytares, womdglich sogar ein hepatisches oder
endotheliales Differenzierungspotential besitzen koénnten. Bei der Anlockung der
mobilisierten Stamm- bzw. Progenitorzellen in die geschadigten Leberbereiche ist die
SDF-1-CXCR4 Achse von mdglicher relevanter Bedeutung. Die Rekrutierung von
hamatopoetischen Progenitorzellen aus dem Knochenmark in die Leber kdnnte unter
anderem durch einen erhdhten SDF-1 Spiegel im Plasma und der Leber erfolgen.

Es kann geschlussfolgert werden, dass der Nachweis von CD133*/CD14*, CD14" und
dem vorherrschendem Auftreten CFU-M und CFU-M-like Kolonien mit fibrozytarer
Morphologie eine Beteiligung von endothelialen Progenitoren sehr wahrscheinlich
macht.

Weiterhin gibt der Nachweis c-kit" Zellen und die hohe Bildung von CFU-E im Colony
Assay Grund zur Annahme, dass die c-kit" Zellen ein erythrozytares
Differenzierungspotential  besitzen und die Rekrutierung hamatopoetischer
Stammzellen unter anderem durch eine intrahepatische Hypoxie gesteuert werden

kénnte.

Zusammengefasst geben die in dieser Arbeit gewonnenen Resultate Hinweise darauf,
dass die Rekrutierung von Stammzellen in das periphere Blut einen relevanten
physiologischen Prozess im Falle von endogener sowie exogener Schadigung der
Leber darstellt, und unterstreichen die potentielle Rolle von KM abstammenden Zellen
fur die Therapie von Lebererkrankungen. Bei allen Ergebnissen in dieser Arbeit darf
aber nicht vergessen werden, dass es sich um ein kleines Untersuchungskollektiv
handelt. Weitere umfangreichere Arbeiten sind noétig, um diese Ergebnisse zu
reproduzieren und zu untermauern.

In der Zukunft muss die Rolle von hepatischen Stamm- und Progenitorzellen, als
Antwort auf eine Leberverletzung und in der normalen Regeneration der Leber weiter
beleuchtet werden und es mussen die zugrunde liegenden molekularen Wege und
Begleitfaktoren identifiziert werden. Mit kiinftigem Fortschritt in der Stammzellbiologie
konnten hepatische Stamm- und Progenitorzellen ein relevantes Potential fir die

Therapie von Erkrankungen der Leber bereitstellen.
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9 Anhang

9.1 Tabellen zu Ergebnissen der Durchflusszytometrie (zu Kapitel 5.1)

9.1.1 Tabellen zu den Darstellungen der zeitlichen Verlaufe

Angegeben sind die prozentualen Anteile der durchflusszytometrisch ermittelten
positiven Zellen aus der mononukledren Zellfraktion (MNC) bzw. zuséatzlich der
positiven Monozyten (Monoz) und Lymphozyten (Lymphoz) bei CD14" und CXCR4"
Zellen zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

Daten zu Abbildung 5.1

CD133%/CD45" MNC Patient praOP  12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 3,1 5,7 39 2,7 1,8 2,4
Nr. 2 5 5 5,9
Nr. 3 1,1 2,6 2,3 2,2 2,3 1
Nr. 4 0,6 1 23 0,1 0,3 0,3 0,3 0,2
Nr. 5 13 1,3 1,3 09 03 04 0,8
Nr. 6 1,3 0,6 0,5 1,4 0,9 0,5 0,9
Mw 2,26 2,45 2,52 1,925 1,2 1,15 0,875 1,06
SEM 0,8 0,926 0,923 0,798 0,52 0,497 0,477 0,363

CD133"/CD14" MNC Patient praOP 12h 24h  2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 2,8 3,7 6,1 34 1,5 2,8
Nr. 2 5,3 54 57
Nr. 3 1,7 2,8 2,1 2 07 1,5
Nr. 4 0,9 1,1 2,6 02 04 05 04 0,3
Nr. 5 0,9 09 13 1,2 04 06 1
Nr. 6 1,6 0,6 0,8 1,3 09 05 0,6
Mw 2,3 2,233 2,64 2,425 1,475 1.1 0,55 1,24
SEM 0,826 0,779 0,854 1,285 0,663 0,389 0,065 0,439

CD133%/CD14 MNC Patient praOP  12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 0,1 0 0,1 0 0 0,1
Nr. 2 1,1 1,1 1
Nr. 3 0 0 0,9 03 03 04 0,9
Nr. 4 0,5 0 1,2 0 0,4 0,3 0,8 03
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Nr. 5 0,3 0 0,4 0,4 0,3 0 0,4
Nr. 6 0,6 0,3 0,7 0,1 0,6 0 0,5
MW 0,52 0,233 0,66 0,275 0,34 0,225 0,3 0,44
SEM 0,169 0,18 0,214 0,21 0,098 0,075 0,191 0,133

CD133"/CD34" MNC Patient praOP 12h  24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,3
Nr. 2 0,8 0,2 0,2
Nr. 3 0,1 0,3 0,5 0,4 0,4 0,4
Nr. 4 0,2 0,5 0,1 0,1 0 0,2 0,1 0,1
Nr. 5 0 0 0,1 0,2 0,1 0 0,1
Nr. 6 0,2 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3
MW 0,28 0,183 0,2 0,25 0,175 0,225 0,2 0,24
SEM 0,136 0,07 0,045 0,096 0,063 0,063 0,091 0,06

CD133"/CXCR4® MNC Patient praOP 12h  24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 1 1,8 0 05
Nr. 2 2,6 0 21
Nr. 3 0,5 0,8 0,7 0,4 0,3 0,2
Nr. 4 0,1 0,6 0,7 0,1 0 0,1 0 0,1
Nr. 5 0,2 0,3 0,4 0,2 0,1 0,1 0,2
Nr. 6 0,3 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,2
MW 0,84 055 0,82 0275 0,1 0,2 0,125 0,24
SEM 0,468 0,267 0,343 0,155 0,058 0,1 0,063 0,068

Daten zu Abbildung 5.3

CD133*/CD45" MNC Spender praOP 12h  24h 3d
Nr. 5 2,9 5,6 2,9 2,5

CD133°/CD14" MNC Spender pra OP 12h  24h 3d
Nr. 5 2 54 2,7 1,9

CD133%/CD14" MNC Spender pra OP 12h  24h 3d
Nr. 5 0,7 0,4 0,4 0,9

CD133°/CD34" MNC Spender pra OP 12h  24h 3d
Nr. 5 0,4 1,3 0,5 0,5

CD133"/CXCR4" MNC Spender pra OP 12h  24h 3d
Nr. 5 0,8 1,8 0,7 0,5
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Daten zu Abbildung 5.6

CD34°/CD45" MNC Patient praOP 12h 24h  2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 0,4 0,3 0,3 0,2 0,5 0,5
Nr. 2 04 0,6 1,2
Nr. 3 0,2 0,2 0,6 0,4 0,9 1.1
Nr. 4 0,5 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4 0,4
Nr. 5 0,2 0,1 0,1 0,3 0,3 0,1 0,4
Nr. 6 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,6
MW 0,34 0,267 0,38 0,35 0,25 0,35 0,4 0,6
SEM 0,06 0071 0206 0,087 0029 0065 01178 0,13

CD34"/c-kit" MNC Patient praOP 12h 24h  2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,8 0,2
Nr. 2 0,7 0,4 1
Nr. 3 0,3 0,5 0,4 0,3 0,6 0,9
Nr. 4 0,1 0,2 0,1 0 0,1 0,2 0,2 0,2
Nr. 5 0,2 0 0,1 0,2 0,2 0 0,2
Nr. 6 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1 0,4
MW 0,26 0,183 0,36 0,15 0,2 0,375 0,225 0,38
SEM 0,112 006 0,178 0,087 0,041 0144 0,131 0,136

CD34"/bcrp-1* MNC Patient praOP 12h 24h  2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 0 0 0 0,1 0,1 0,1
Nr. 2 0,2 0,1 0
Nr. 3 0 0 0,1 0,3 0,1 0,1
Nr. 4 0,1 0 0 0 0 0 0,1 0
Nr. 5 0 0 0 0 0 0 0
Nr. 6 0,1 0 0 0 0,1 0,1 0,2
MW 0,08 0,017 0 0,025 0,05 0,1 0,075 0,08
SEM 0,037 0,017 0 0,025 0,029 0,071 0,025 0,037

Daten zu Abbildung 5.8

CD34°/CD45" MNC Spender pra OP  12h  24h 3d
Nr. 5 0,4 0,8 0,8 0,5

CD34"/c-kit" MNC Spender pra OP  12h  24h 3d
Nr. 5 0,4 0,9 0,2 0,4

CD34"/berp-1* MNC Spender pra OP 12h  24h 3d
Nr. 5 0,3 0,2 0,1 0,1
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Daten zu Abbildung 5.9

c-kit" MNC Patient praOP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 24 4,2 3,1 48 5 1,9
Nr. 2
Nr. 3 5 5 6,4 5 1,9 5,6
Nr. 4 24 38 6,3 2,1 2,3 2,9 37 2,1
Nr. 5 43 1,1 2,7 1,9 1,8 4,8 2,2
Nr. 6 08 6,6 2,1 24 3,1 0,1 4,2
MW 2,475 4,14 4,025 3,5 3,025 3,675 2,625 3,2
SEM 0,716 0,899 0,983 0989 0,642 0,797 1,032 0,73

c-kit'/CXCR4" MNC Patient praOP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 2 5,8 0 3,5
Nr. 2
Nr. 3 4,1 2,9 2,7 2,2 1,4 3,2
Nr. 4 0,6 4,2 2,3 1,9 05 2,1 04 0,5
Nr. 5 1,3 0,7 038 1,1 0,3 1,1 0,9
Nr. 6 0,5 1,4 1,4 05 07 2,4 1,1
MW 1.1 3,24 1,85 1,275 0,767 1,533 1,325 1,84
SEM 0,349 0,95 0466 0,622 0,176 0,617 0,415 0,626

Daten zu Abbildung 5.10

berp-1* MNC Patient pra OP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 0,2 0 03 05 0,1 0,6
Nr. 2 0,4 06 0,2
Nr. 3 05 0,3 02 09 0,1 0,2
Nr. 4 1 0 0,7 02 02 05 0,5 0,1
Nr. 5 0,9 0 038 0,2 0,2 0,6 038
Nr. 6 1,1 0,9 0,8 07 07 0,1 0,7
MW 0,72 0,333 0,56 0,35 0,4 0,425 0,325 0,48
SEM 0,177 0,158 0,129 0,119 0,122 0,18 0,131 0,139
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Daten zu Abbildung 5.12
c-kit® MNC Spender praOP  12h 24h 3d
Nr. 5 8,2 14,5 54 46
c-kit'/CXCR4" MNC Spender pra OP 12h  24h 3d
Nr. 5 1,3 26 2,1 1
Daten zu Abbildung 5.13
berp-17 MNC Spender pra OP  12h 24h 3d
Nr. 5 0,5 0,4 0,2 0,5
Daten zu Abbildung 5.15
CcD14* MNC Patient  pra OP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 54,4 71,3 45,8 70,5 67,4 66,1
Nr. 2 28,3 43,8 38,8
Nr. 3 34,7 28,2 14,1 38,1 18,3 17,3
Nr. 4 11,7 35,3 28 29,7 26,5 36,7 16,1 25,2
Nr. 5 32,8 41,4 42,8 47,9 42,4 53,6 28,2
Nr. 6 41,1 27,6 27,1 49,8 27,9 24,6 36
MW 33,66 42,35 32,98 34,85 43,2 46,15 28,15 34,56
SEM 7,061 6,237 3,26 8,167 10,33 7,186 8,672 8,434
Daten zu Abbildung 5.16
CcD14" Monoz Patient  pra OP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 91,1 95,3 88,1 94,8 96,2 92
Nr. 2 81,3 81,3 88,2
Nr. 3 93,5 91,1 84,2 92,9 88,1 83,6
Nr. 4 90,9 91,7 92,2 95,3 90,3 94,2 90,7 91,2
Nr. 5 94,9 94,5 95,2 93,3 95,4 96,3 93,1
Nr. 6 92,5 93,1 94 96,2 93,2 93,7 90,8
MW 90,14 91,57 92,14 90,95 92,9 94,68 92,2 90,14
SEM 2,322 2,114 1,213 2,889 0,941 0,72 1,599 1,682
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CcD14" Lymphoz Patient  pra OP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 24 58 6,5 6,3 35 5
Nr. 2 6,1 6,1 6.5
Nr. 3 2,3 1 2 38 1,4 1,8
Nr. 4 3,2 12,6 7 3 5.6 6,9 1,1 23
Nr. 5 14 48 38 55 28 2.2 3,6
Nr. 6 3,3 1,1 2.7 2 25 43 1,7
MW 3,28 5,45 4,2 3,375 4975 4,25 2,25 2,88
SEM 0,783 1,643 1,135 1,068 0,844 0,908 0,722 0,629

Daten zu Abbildung 5.17

CD14" MNC Spender pra OP 12h 24h 3d
Nr. 5 17,2 33 44 31,8

Daten zu Abbildung 5.18

CD14" Monoz Spender pra OP 12h 24h 3d
Nr. 5 78,9 89,2 90,3 87,6

CcD14" Lymphoz Spender pra OP 12h 24h 3d
Nr. 5 2,3 1,6 1,5 3,1

Daten zu Abbildung 5.19

CXCR4" MNC Patient  pra OP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 6,5 10,9 0 8,2
Nr. 2 9.8 0 11,3
Nr. 3 11,8 6,3 6.8 6,4 37 53
Nr. 4 5,6 9,8 10,9 22,7 3,6 1,3 39 57
Nr. 5 32 2.2 6,3 54 56 2.8 43
Nr. 6 55 4 5.9 2.2 4.1 1,8 4,6
MW 6,12 6,45 8,14 7,925 4,367 7,767 3,05 5,62
SEM 1,069 2,044 1,212 5125 0,536 1,782 0,48 0,691
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Daten zu Abbildung 5.20

CXCR4" Monoz Patient  pra OP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 14,6 9,7 0 14,2
Nr. 2 21,5 0 19,5
Nr. 3 24,8 19,6 27 6,6 13 12,9
Nr. 4 10,3 20 17,3 19,4 9,9 13,8 10,6 6.8
Nr. 5 33 8.4 8,1 9,4 9,9 75 7.8
Nr. 6 11,3 11,3 10 2.3 7.9 2,2 9
MW 12,2 12,37 14,9 12,18 9,067 10,1 8,325 10,14
SEM 2,965 3,605 2,442 6,568 0,601 2,081 2,331 1,45

CXCR4* Lymphoz Patient  pra OP 12h 24h 2d 3d 4d 5d 6d
Nr. 1 3,1 12,3 0 6,6
Nr. 2 14,4 0 6,3
Nr. 3 13 53 11,4 8,9 57 8,8
Nr. 4 7.8 18,4 12,2 29,2 5 13,4 41 10,2
Nr. 5 57 10,3 10,7 11,6 97 5,9 6,5
Nr. 6 9,4 6,2 6,6 38 5.8 6,6 43
MW 8,08 10,03 8,22 1.1 7,467 10,67 5,575 7,28
SEM 1,9 2,578 1,357 6,482 2,08 1,386 0,528 1,02

Daten zu Abbildung 5.21

CXCR4" MNC Spender pra OP 12h 24h 3d
Nr. 5 6 13 6 3,9

Daten zu Abbildung 5.22

CXCR4" Monoz Spender pra OP 12h 24h 3d
Nr. 5 10,7 20,2 13,8 8,5

CXCR4" Lymphoz Spender pra OP 12h 24h 3d
Nr. 5 10,7 6.8 5.2 52
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9.1.2 Tabellen der statistischen Korrelation (zu Kapitel 5.1.6)

Zeit Patient CD 133 c-kit bcrp-1 CXCR4
pra OP Nr. 1 3,1 24 0,2 6,5
Nr. 2 5 0,4 9,8
Nr. 4 0,6 2,4 1 56
Nr. 5 1,3 43 0,9 3,2
Nr. 6 1,3 0,8 1,1 55
Korrelation nach Spearman CD133-c-kit CD133-bcrp-1 CD133-CXCR4 c-kit-berp-1
Number of XY Pairs 4 5 5 4
Spearman r 0,0000 -0,7182 0,6669 -0,6325
P value (two-tailed) 1,0833 0,2333 0,2333 0,4167
P value summary ns ns ns ns
Exact or approximate P value? Exact Exact Exact Exact
Is the correlation significant?
(alpha=0.05) No No No No
Zeit Patient CD 133 c-kit berp-1 CXCR4
12h Nr. 1 57 4,2 0 10,9
Nr. 2 5 0,6 0
Nr. 3 1,1 5 0,5 11,8
Nr. 4 1 3,8 9,8
Nr. 5 1,3 1,1 0 22
Nr. 6 0,6 6.6 0,9 4
Korrelation nach Spearman CD133-c-kit CD133-bcrp-1 CD133-CXCR4 c-kit-bcrp-1
Number of XY Pairs 5 6 6 5
Spearman r -0,5000 -0,3947 -0,08571 0,8944
P value (two-tailed) 0,4500 0,4194 0,9194 0,0833
P value summary ns ns ns ns
Exact or approximate P value? Exact Exact Exact Exact
Is the correlation significant?
(alpha=0.05) No No No No
Zeit Patient CD 133 c-kit bcrp-1 CXCR4
24h Nr. 2 5,9 0,2 11,3
Nr. 3 26 5 0,3 6.3
Nr. 4 23 6,3 0,7 10,9
Nr. 5 1,3 2,7 0,8 6,3
Nr. 6 0,5 21 0,8 5,9
Korrelation nach Spearman CD133-c-kit CD133-bcrp-1 CD133-CXCR4 c-kit-bcrp-1
Number of XY Pairs 4 5 5 4
Spearman r 0,8000 -0,9747 0,8208 -0,7379
P value (two-tailed) 0,3333 0,0167 0,1333 0,3333
P value summary ns * ns ns
Exact or approximate P value? Exact Exact Exact Exact
Is the correlation significant?
(alpha=0.05) No Yes No No



Anhang

111

Zeit Patient CD 133 c-kit bcrp-1 CXCR4
2d Nr. 1 3,9 3,1 0,3 0
Nr. 3 2,3 6,4 0,2 6,8
Nr. 4 0,1 21 0,2 22,7
Nr. 6 1,4 2,4 0,7 2,2
Korrelation nach Spearman CD133-c-kit CD133-bcrp-1 CD133-CXCR4 c-kit-berp-1
Number of XY Pairs 4 4 4 4
Spearman r 0,8000 0,2108 -0,8000 -0,1054
P value (two-tailed) 0,3333 0,9167 0,3333 0,9167
P value summary ns ns ns ns
Exact or approximate P value? Exact Exact Exact Exact
Is the correlation significant?
(alpha=0.05) No No No No
Zeit Patient CD 133 c-kit berp-1 CXCR4
3d Nr. 1 2,7 48 0,5
Nr. 4 0,3 23 0,2 36
Nr. 5 0,9 1,9 0,2 54
Nr. 6 0,9 3,1 0,7 4.1
Korrelation nach Spearman CD133-c-kit CD133-bcrp-1 CD133-CXCR4 c-kit-bcrp-1
Number of XY Pairs 4 4 3 4
Spearman r 0,6325 0,5000 0,8660 0,7379
P value (two-tailed) 0,4167 0,4167 0,3333 0,3333
P value summary ns ns ns ns
Exact or approximate P value? Exact Exact Exact Exact
Is the correlation significant?
(alpha=0.05) No No No No
Zeit Patient CD 133 c-kit bcrp-1 CXCR4
4d Nr. 1 1,8 5 0,1
Nr. 3 2,2 5 0,9 6,4
Nr. 4 0,3 2,9 0,5 1,3
Nr. 5 0,3 1,8 0,2 56
Korrelation nach Spearman CD133-c-kit CD133-bcrp-1 CD133-CXCR4 c-kit-berp-1
Number of XY Pairs 4 4 3 4
Spearman r 0,8889 0,3162 0,0000 0,1054
P value (two-tailed) 0,0833 0,7500 1,0000 0,9167
P value summary ns ns ns ns
Exact or approximate P value? Exact Exact Exact Exact
Is the correlation significant?
(alpha=0.05) No No No No
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Zeit Patient CD 133 c-kit bcrp-1 CXCR4
5d Nr. 2 2,3 1,9 0,1 37
Nr. 4 0,3 37 0,5 3,9
Nr. 5 0,4 48 0,6 2,8
Nr. 6 0,5 0,1 0,1 1,8
Korrelation nach Spearman CD133-c-kit CD133-bcrp-1 CD133-CXCR4 c-kit-berp-1
Number of XY Pairs 4 4 4 4
Spearman r -0,6000 -0,7379 -0,4000 0,9487
P value (two-tailed) 0,4167 0,3333 0,7500 0,0833
P value summary ns ns ns ns
Exact or approximate P value? Exact Exact Exact Exact
Is the correlation significant?
(alpha=0.05) No No No No
Zeit Patient CD 133 c-kit bcrp-1 CXCR4
6d Nr. 1 2.4 1,9 0,6 8,2
Nr. 3 1 56 0,2 53
Nr. 4 0,2 21 0,1 57
Nr. 5 0.8 2,2 0,8 43
Nr. 6 0,9 42 0,7 46
Korrelation nach Spearman CD133-c-kit  CD133-bcrp-1 ~ CD133-CXCR4 c-kit-bcrp-1
Number of XY Pairs 5 5 5 5
Spearman r 0,0000 0,1000 0,4000 0,1000
P value (two-tailed) 1,0500 0,9500 0,5167 0,9500
P value summary ns ns ns ns
Exact or approximate P value? Exact Exact Exact Exact
Is the correlation significant?
(alpha=0.05) No No No No
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9.1.3 Tabellen der statistischen Daten (zu Kapitel 5.1.7)

Zeit Gruppe Patient CD 133'/45" Gruppe CD 133°/45"
pra OP LR Nr. 1 3,1 gesund 0,6
LR Nr. 2 5 gesund 0,5
LR Nr. 4 0,6 gesund 04
LR Nr. 5 1,3 gesund 0,1
LR Nr. 6 1,3 gesund 0,1
12h LR Nr. 1 57 gesund 0,1
LR Nr. 2 5 gesund 0,2
LR Nr. 3 1,1 gesund 0,7
LR Nr. 4 1 Mann-Whitney U-Test: 0,01056737
LR Nr. 5 1,3 (LR pra OP gegen gesunde Probanden)
LR Nr. 6 0,6
Mann-Whitney U-Test: 0,882834312

(LR pra OP gegen 12h post OP)

pra OP LLS 10,6
LLS 31
LLS 12,1
LLS 1,7
LLS 12,5
LLS 0,5
LLS 03
LLS 0,1
LLS 0,5
LLS 0,1
LLS 0,1
12h LLS 19,6
LLS 20,4
LLS 50,1
LLS 6,9
LLS 50,5
LLS 50,1
LLS 56
LLS 42,4
LLS 27,8
LLS 33,7
LLS 45,7
Mann-Whitney U-Test: 3,92041E-05

(LR gegen LLS) <0,0001
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9.2 Tabellen zu Ergebnissen des Colony Assays (zu Kapitel 5.2)

Daten zu Abbildung 5.23

Kulturtag: Patient BFU-E CFU-E CFU-GEMM CFU-GM CFU-M CFU-G CFU-EC-like
praoperativ Nr. 7 0 8 0 0 1 2 2

Nr. 8 0 9 0 1 0 4 0

Nr. 9 0 12 0 2 4 1 5

Nr. 10 0 11 0 0 0 1 2

Nr. 11 0 9 0 2 2 0 3

Mw 0 9,8 0 1 1,4 1,6 2,4

SEM 0 0,735 0 0,447 0,748 0,678 0,812
Kulturtag: Patient BFU-E CFU-E CFU-GEMM CFU-GM CFU-M CFU-G CFU-EC-like
12 Stunden Nr. 7 0 3 0 0 0 0 0

Nr. 8 0 29 0 0 1 4 5

Nr. 9 0 12 1 1 7 1 3

Nr. 10 0 5 0 0 0 0 0

Nr. 11 0 8 0 2 1 2 1

MW 0 11,4 0,2 0,6 1,8 1,4 1,8

SEM 0 4,654 0,2 0,4 1,319 0,748 0,969

Daten zu Abbildung 5.24

Kulturtag: Spender BFU-E CFU-E CFU-GEMM CFU-GM CFU-M CFU-G CFU-EC-like
praoperativ Nr. 1 0 9 0 0 1 2 2

Nr. 2 0 5 0 0 4 1 0

Nr. 3 0 13 0 0 0 7 0

Nr. 4 0 6 0 0 1 2 2

Nr. 5 0 8 0 2 1 3 1

MW 0 8,2 0 0,4 1,4 3 1

SEM 0 1,393 0 0,4 0,678 1,049 0,447
Kulturtag: Spender BFU-E CFU-E CFU-GEMM CFU-GM CFU-M CFU-G CFU-EC-like
12 Stunden Nr 1 0 22 0 0 10 0 0

N 0 22 1 1 6 6 3

Nr. 3 0 57 0 0 3 5 0

Nr. 4 0 1 0 3 7 0 0

Nr. 5 0 13 0 0 15 0 0

MW 0 23 0,2 0,8 8,2 2,2 0,6

SEM 0 9,333 0,2 0,583 2,035 1,356 0,6



Anhang 115

Daten zu Abbildung 5.26

Kulturtag: préd OP  Patient echte CFU atypische CFU-EC CFU-M-like

Nr. 7 1 0 0
Nr. 8 0 0 0
Nr. 9 0 0 0
Nr. 10 0 0 0
Nr. 11 0 0 6
MW 0,2 0 1,2
SEM 0,2 0 1,2
Kulturtag: 12h Patient echte CFU atypische CFU-EC CFU-M-like
Nr. 7 0 0 0
Nr. 8 0 0 1
Nr. 9 1 0 0
Nr. 10 0 0 0
Nr. 11 0 0 0
MW 0,2 0 0,2
SEM 0,2 0 0,2

Daten zu Abbildung 5.27

Kulturtag: pra OP Spender echte CFU atypische CFU-EC CFU-M-like

Nr. 1 0 0 0
Nr. 2 1 0 1
Nr. 3 1 0 0
Nr. 4 0 0 0
Nr. 5 2 1 0
MW 0,8 0,2 0,2
SEM 0,374 0,2 0,2

Kulturtag: 12h Spender echte CFU atypische CFU-EC CFU-M-like

NF. 1 0 0 0
Nr. 2 0 0 10
Nr. 3 0 7 7
Nr. 4 0 0 25
Nr. 5 0 0 1
MW 0 14 8,6

SEM 0 1,4 4,501
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Daten zu Abbildung 5.29

Patienten mit Lebererkrankungen

Kulturtag: préa OP Patient h&matopoetischer Ansatz endothelialer Ansatz
Nr. 7 13 1
Nr. 8 14 0
Nr. 9 24 0
Nr. 10 14 0
Nr. 11 16 6
Mw 16,2 14
SEM 2,01 1,166
Kulturtag: 12h Patient hamatopoetischer Ansatz endothelialer Ansatz
Nr. 7 3 0
Nr. 8 39 1
Nr. 9 25 1
Nr. 10 5 0
Nr. 11 14 0
Mw 17,2 0,4
SEM 6,696 0,245
Leberlebendspender
Kulturtag: pra OP Spender hamatopoetischer Ansatz endothelialer Ansatz
Nr. 1 14 0
Nr. 2 10 2
Nr. 3 20 1
Nr. 4 11 0
Nr. 5 15 3
MW 14 1,2
SEM 1,761 0,583
Kulturtag: 12h Spender  hamatopoetischer Ansatz endothelialer Ansatz
Nr. 1 32 0
Nr. 2 28 10
Nr. 3 65 14
Nr. 4 11 25
Nr. 5 28 1
MW 32,8 10

SEM 8,828 4,593
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9.3 Genehmigung von Becton Dickinson GmbH bzgl. Abbildung 4.1

Sehr geehrte Frau Minster,

vielen Dank fir den Link: http://genome.tugraz.at/GrundIBiomTechnik/FACS.pdf
gerne raumen wir lhnen das Recht ein, unsere Fotos fur folgenden Zweck zu nutzen:
Abdruck in |hrer Dissertation

Unsere Fotos unterliegen dem Copyright und diirfen nur in Verbindung einer
Quellenangabe (mit den korrekten Produkt-/Markennamen) benutzt werden.

Eine Weitergabe der Fotos an Dritte bedarf der Zustimmung von BD. Ebenso die
Verwendung fir einen anderen als den 0.g. Zweck.

Besten Dank fur die Einhaltung unserer Copyright-Vorschriften.
Mit freundlichen Grufien

Christina Borlein

Christina Borlein

Marketing Assistant

BD Biosciences

Tullastral3e 8-12, 69126 Heidelberg, Germany

tel: + 49 (0) 6221 - 305 240 fax: +49 (0) 6221 - 303 798
E-mail: christina borlein@europe.bd.com Website: www.bd.com
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9.4 Eidesstattliche Erklarung

Ich versichere ausdricklich, dass ich die Arbeit selbstandig und ohne fremde Hilfe
verfasst, andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und
die aus den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen einzeln
nach Ausgabe (Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und Seite des benutzten
Werkes kenntlich gemacht habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertation bisher nicht einem Fachvertreter an
einer anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt oder mich anderweitig um

Zulassung zur Promotion beworben habe.

Alice Minster



