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1. Einleitung

1.1. Hepatozytentransplantation

1.1.1. Historische Aspekte der Hepatozytentransplantation

Die Idee der Transplantation von Zellen oder Organfragmenten zur Therapie von
Lebererkrankungen bewegt die Wissenschaft seit Beginn des 20. Jahrhunderts.
Die Forschung auf diesem Gebiet hielt sich Uber Jahre bedeckt und lange Zeit galt
die orthotope Lebertransplantation (OLT) als einzige Moglichkeit der Therapie des
akuten und chronischen Leberversagens. Die enormen Kosten und das hohe Risi-
ko der Ganzorgantransplantation zwangen jedoch zum Umdenken und rickten
das Prinzip der Ubertragung einzelner Zellen oder Zellfragmente in den Mittel-
punkt. Organfragmente wurden erstmals in den 30er Jahren des vergangenen
Jahrhunderts verpflanzt (Markus und Becker 1999). Die enzymatische Isolation
von Hepatozyten gelang zuerst Howard et al. im Jahre 1967 (Howard et al. 1967).
Den Grundstein fur die Hepatozytentransplantation legten schlieBlich Berry und
Friend (Berry und Friend 1969) und die Arbeitsgruppe von Seglen (Seglen 1976)
mit ihren optimierten Verfahren zur Isolation von Leberzellen. Die damals neu ein-
geflhrte Technik der In-Situ-Kollagenaseperfusion erlaubte es, eine groBe Anzahl
von Hepatozyten mit einem hohen Reinheitsgrad zu gewinnen (Markus und
Becker 1999). Gleichzeitig verliehen weitere Publikationen Uber neue Transplanta-
tionstechniken von Hepatozyten diesem Gebiet der Forschung neuen Auftrieb. Die
Arbeitsgruppen von Rugstad (Rugstad et al. 1970), Matas (Matas et al. 1976), und
Groth (Groth et al. 1977) zeigten, dass nach intraportaler Infusion von Hepatozy-
ten in Gunn-Ratten (Hyperbilirubindmieratten) die Bilirubinkonzentration erheblich
gesenkt werden konnte. Dadurch war der Beweis erbracht, dass transplantierte
Hepatozyten in der Lage sind, in den hepatischen Stoffwechsel des Empfangeror-
ganismus einzugreifen und diesen, nach Entgleisung, auch zumindest partiell zu
korrigieren. Obwohl es bereits 1967 technisch gelang, im Tiermodell Leberzellen

zu transplantieren, fand die humane Applikation erst im Jahre 1992 statt (Mazaris
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et al. 2005). Erste Versuche der Hepatozytentransplantation beim Menschen wur-
den von Mito durchgefiihrt, dessen Arbeitsgruppe autologe Hepatozyten zur Be-
handlung von Patienten mit chronischem Leberversagen eingesetzt hat (Mito et al.
1992). Habibullah et al. fihrten anschlieBend erfolgreich eine Transplantation mit
allogenen fOtalen Hepatozyten bei Patienten mit akutem Leberversagen durch
(Habibullah et al. 1994). Die ersten Versuche, hepatische Stoffwechselstérungen
zu therapieren, wurden bei Patienten mit familidrer Hypercholesterindmie durch
die Arbeitsgruppe um Grossman durchgefiihrt (Grossman et al. 1994). Einige Jah-
re darauf wurden allogene Hepatozyten erfolgreich zur Behandlung des Crigler-
Najjar-Syndroms Typ 1 eingesetzt, einer angeborenen, monogenen Stoffwech-
selerkrankung  der  Leber, bei der das Enzym  Bilirubin-UDP-
Glucoronosyltransferase vollstandig fehlt, welches fir die Bilirubinausscheidung
verantwortlich ist (Fox et al. 1998).

Wahrend Teilerfolge in der Therapie von Stoffwechselerkrankungen mit tempora-
rer klinischer Stabilisierung der behandelten Patienten dokumentiert werden konn-
ten, bleibt es weiterhin schwierig, den exakten Therapieerfolg nach Hepatozyten-
transplantation zu messen. In der sogenannten Bridging-Therapie ist sie erwiese-
nermaBen effektiv. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Patienten bis zum Erhalt
einer neuen Leber erfolgreich therapiert und schwerwiegende lebensbedrohliche

Stoffwechselentgleisungen vermieden werden kénnen (Hughes et al. 2012).

1.1.2. Indikation der Hepatozytentransplantation

Die Hepatozytentransplantation wird als vielversprechende therapeutische Option
fir Patienten mit Stoffwechselstérungen der Leber betrachtet (Serra et al. 2012).
Es bestehen zwei priméare Indikationen zur Zelltherapie: zum einen angeborene
Stoffwechselerkrankungen der Leber, zum anderen das akute Leberversagen.

Angeborene metabolische Erkrankungen sind selten und treten in Europa und in
den USA mit einer Inzidenz von 1:1500 auf (Raghuveer et al. 2006). In der Regel

sind betroffene Patienten gezwungen, sich an strenge Diédten zu halten. Zudem
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mussen sie sich medizinischen Prozeduren und einer medikamentésen Langzeit-
therapie unterziehen, um chronische Komplikationen bzw. akute metabolische
Entgleisungen zu vermeiden. Diese medizinisch notwendigen Behandlungsmaf-
nahmen kénnen sich in hohem MafB3e einschréankend auf die Lebensqualitat des
betroffenen Patienten auswirken. Die einzige endgultige Behandlungsoption ist die
OLT, die uber 90 % Langzeitiberleben bei Kindern mit Stoffwechselerkrankungen
der Leber bietet (Sokal 2006). Dennoch ist der operative Organersatz bezogen auf
die Gesamtpopulation mit Risiken sowie mit einer gewissen Morbiditat und Mortali-
tat verbunden (Watt et al. 2010). Bei Erwachsenen liegen die 1-Jahres-, 5-Jahres-
und 10-Jahres-Uberlebensrate bei 84 %, respektive 68 % und 54 % (Singh und
Watt 2012).

Eine weitere Patientengruppe, bei der die Hepatozytentransplantation als Thera-
pieoption in Betracht gezogen werden kann, ist das akute oder fulminante Leber-
versagen. Dieses Versagen kann derzeit, abgesehen von den Fallen bei denen es
zu einer hepatischen Rekompensation kommt, nur durch eine Lebertransplantation
therapiert werden (Baccarani et al. 2003). Virale Hepatitiden und medikamentdse
Uberdosierung sind die haufigsten bekannten Ursachen fiir das akute Leberversa-
gen. Meistens bleibt jedoch die Ursache ungeklart (Otsuka et al. 2007). Das akute
Leberversagen kann ebenfalls bei Patienten auftreten, bei denen ein signifikanter
Anteil der Leber reseziert und nur eine geringe hepatozellulare Organmasse zu-
rickgelassen wurde (Garcea und Maddern 2009). Ferner ist das Risiko fir das
Auftreten des akuten Leberversagens nach einem hepatischen Eingriff bei Patien-
ten mit einer praexistentiellen Lebererkrankung als nicht gering zu betrachten
(Smets et al. 2008).

Nicht zur Verfigung stehende Organe, eine akute Verschlechterung des klinischen
Zustandes sowie praexistente Kontraindikationen flr eine Transplantation fahren
in vielen Fallen zu einem frihzeitigen Versterben dieser Patienten (Bilir et al.
2000). Die Hepatozytentransplantation kdénnte flr viele der o.g. Szenarien eine
mdgliche Behandlungsalternative bieten, z.B. als sog. Bridging-Therapie, um die

Wartezeit bis zur Erlangung eines geeigneten Organs zu Uberbricken oder sogar,
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um die Stoffwechselleistung der Leber soweit zu korrigieren, dass von einer OLT
abgesehen werden kann.

FUr Patienten mit einer schweren Leberzirrhose ist die Ausgangssituation ungleich
schwieriger und die Durchfihrbarkeit einer zellularen Therapie problematischer.
Neben dem Pfortaderhochdruck im Empfangerorgan tragt die gestérte hepatische
Architektur zur Dysfunktion der Leber als Stoffwechselorgan bei. Durch intrahepa-
tische porto-portale vendse Shunts verschiebt sich das physiologische Gleichge-
wicht bei der nutritiven und oxygenen Versorgung der Hepatozyten, sodass ihre
erfolgreiche Ansiedlung ohne das Vorhandensein einer physiologischen Leberar-
chitektur fraglich bleibt (Soltys et al. 2010). Patienten mit fortgeschrittener Leber-
zirrhose gehdren damit nicht zur primaren Indikationsgruppe der Hepatozyten-

transplantation.

1.2. Experimentelle Tiermodelle

1.2.1. Nachweismethoden transplantierter Hepatozyten

Um die humane Applikation der Hepatozytentransplantation besser zu ergrinden,
ist es notwendig, geeignete Tiermodelle zu entwickeln. Die wissenschaftliche
Grundlage hierfir wurde vor Uber 40 Jahren anhand von tierexperimentellen Mo-
dellen geschaffen (Seppen et al. 2009). In den 1960ern belegten die ersten Trans-
plantationsstudien mit Hepatozyten in verschiedenen Tiermodellen ihre grundsatz-
liche Durchfuhrbarkeit (Starzl et al. 1966). Bei funktioneller Einschrankung der Le-
ber, z.B. auf dem Boden eines genetischen Defizits oder bei toxischer Lebersché-
digung, konnten transplantierte, gesunde Zellen einen Uberlebensvorteil gegen-
Uber den nativen und erkrankten Zellen im Empfangerorganismus unter Beweis
stellen. Es kam zur préaferenziellen Organrepopulation durch die Spenderzellen.
Dieses Phanomen konnte insbesondere in einer transgenen Maus mit einer gene-
tisch bedingten Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Defizienz gezeigt werden. Die
Mé&use in diesem Tiermodell entwickelten ein chronisches Leberversagen, bedingt

durch den Gendefekt. Eine Transplantation von gesunden Hepatozyten fuhrte zu
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einer fast vollstandigen Neubesiedlung der Empfangerleber und zu einer Rekonsti-
tution der Leberfunktion (Rhim et al. 1994). Im Laufe der vergangenen 20 Jahre
wurden zahlreiche Tiermodelle mit genetisch defizienten Tieren etabliert. Die be-
sondere klinische Relevanz dieser Tiermodelle konnte 2006 eine Arbeitsgruppe
um Stephenne beweisen. Sie lieferte valide Daten, dass genetisch bedingte Leber-
funktionsstérungen im menschlichen Organismus ebenfalls durch eine Applikation
von gesunden Hepatozyten korrigiert werden konnten (Stephenne et al. 2006).

FUr den regelhaften klinischen Einsatz sind sichere Nachweismethoden transplan-
tierter Hepatozyten fur ein erfolgreiches Therapie-Monitoring im Empféngerorga-
nismus erforderlich. Ein friher Ansatz, transplantierte Hepatozyten im Empfanger-
organ zu verfolgen, war die exogene Zellmarkierung, d.h. Spenderzellen wurden
vor Transplantation mit Farbstoffen markiert. Hierbei kamen verschiedene Férbe-
techniken zum Einsatz, u.a. der Fluoreszenzfarbstoff Dil (Dioctadecyl-tetramethyl-
indocarbocyanin-perchlorat) oder das Carboxyfluorescein (Fujioka et al. 1994). Auf
diese Weise gelang es, Spenderhepatozyten nach Markierung mit Dil noch bis zu
6 Wochen in der Leber des Empfangertieres nachzuweisen (Markus et al. 1997).
Bislang konnte jedoch ein erfolgreicher Einsatz bei humanen Hepatozytentrans-
plantationen nicht dokumentiert werden (Fisher und Mas 2009). Eine nicht zu ver-
nachlassigende Problematik dieser Form der Zellmarkierung ist die, dass die exo-
genen Marker metabolischen Abbauprozessen im Organismus unterliegen und
sich die Konzentration des Farbstoffes faktisch mit jedem Zellzyklus vermindert
(Deliolanis et al. 2007).

Es gab weitere Ansatze, in denen HBs-Antigen-exprimierende, transgene Maus-
hepatozyten zum Einsatz kamen (Gupta et al. 1990). Mit Hilfe dieser Modelle
konnte gezeigt werden, dass die zuvor in das Milzparenchym implantierten He-
patozyten Uber das Pfortadersystem in die Lebersinuoiside abwanderten und sich
dann weiter in den Periportalfeldern der Leber ansiedelten. Mit Verbesserung der
Nachweisverfahren waren diese Zellen noch mehr als 8 Wochen nach Transplan-
tation in der Empfangerleber nachweisbar (Luker und Luker 2008).

Das Uberleben der Hepatozyten nach Transplantation und ihr Beitrag zur funktio-

nellen Verbesserung der Leber sind nur schwer objektivierbar. Die oben aufgeflhr-
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ten Nachweismethoden sind jedoch sehr komplex und technisch anspruchsvoll. In
den letzten Jahren ist die intravitale Bildgebung in den Fokus der Forschung ge-
rickt. Sie erlaubt es, die eingebrachten Zellen im Empfangerorganismus nicht-
invasiv wiederholt zu identifizieren und ihre Integration zu visualisieren. Neue
Magnetresonanz-Tomographie-Verfahren (MRT-Verfahren) unter Verwendung von
Eisenoxid-Partikeln zur In-Vivo-Bildgebung werden derzeit entwickelt. lhre poten-
ziell toxische Wirkung sowie eine nur geringe Spezifitdt der Marker stellen jedoch
die gréBte Hirde dar (Huang et al. 2008). Auch die Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie (SPECT) wund die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) sind eine mégliche Option, sind jedoch aufwendig (Koenig et
al. 2009). Hier bieten Optical-lmaging-Verfahren - wie das hier vorgestellte Optix-
MX2-System - eine vielversprechende Alternative. Hierbei handelt es sich um eine
Bildgebungsmodalitat, die darauf basiert, Licht zu detektieren, welches von vitalen
Zellen oder Gewebe emittiert wird. Als Signalquelle wird hierbei in der Regel Fluo-

reszenz oder Biolumineszenz verwendet (vgl. Kap. 1.3) (Muller et al. 2013).

1.2.2. Dipeptidylpeptidase-IV-Fischer-344-Ratten-
Transplantationsmodell

DPPIV (Dipeptidylpeptidase V) ist eine membrangebundene Exopeptidase, die als
Bestandteil von CD26, einem 110-kDa Oberflachenprotein, auf fast allen Gewebe-
arten des Korpers exprimiert wird. Initial wurde das Enzym 1966 als glycyl-prolyl-
b-naphthylamidase (Hopsu-Havu und Glenner 1966) beschrieben und spater zu
DPPIV umbenannt (Tanaka et al. 1992). Neben seiner Funktion als Marker fiir die
T-Zell-Aktivierung (Fleischer 1994) steht CD26 in Verbindung mit der Signaltrans-
duktionskette von T-Zellen als Ko-Stimulator (Morimoto und Schlossman 1998)
und ist beteiligt an diversen anderen Funktionen der T-Zellen, u.a. der Zytokinpro-
duktion (Dang et al. 1990) sowie der Zellmigration (Morimoto et al. 1989). Eine
hohe Gewebskonzentration von DPPIV liegt im Nierengewebe, im Dinndarm so-
wie in der Leber vor. Insbesondere die Hepatozyten und die Gallencanaliculi wei-

sen einen hohen Grad der Expression auf (Gossrau 1981). 1991 konnte eine
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spontane Mutation im Gen des Enzyms DPPIV an einem Zuchtstamm der Fischer-
344-Ratten nachgewiesen werden (Thompson et al. 1991), was zu einem Funkti-
onsverlust der katalytischen Untereinheit des Proteins flhrte. Trotz der funktionel-
len Einschrankung des Enzyms zeigten die betroffenen Tiere gegeniber dem
Wildtyp eine normale Lebenserwartung. Die Verflugbarkeit eines solchen syngenen
Zuchtstammes von Fischer-344-Ratten mit und ohne DPPIV-Aktivitat bot die idea-
le Grundlage fur die Entwicklung eines Transplantationsmodells. 1995 stellten
Gupta et al. zum ersten Mal ein solches syngenes Transplantationsmodell vor.
Hierbei wurden DPPIV-positive Wildtyp-Hepatozyten in DPPIV-defiziente Ratten
transplantiert (Gupta et al. 1995). Die Darstellung der DPPIV-positiven Zellen er-
folgte durch histochemische Farbung. Mit Hilfe dieses neu entwickelten Tiermo-
dells konnte zum ersten Mal der Integrationsmechanismus transplantierter He-
patozyten in die Empféngerleber detailliert beschrieben werden. Dieses Tiermodell
bildete ebenfalls die experimentelle Grundlage fir das vorgelegte Dissertations-

projekt.

1.2.3. Hepatische Prakonditionierung zur selektiven Leber-
repopulation nach Hepatozytentransplantation

Die Hepatozytentransplantation zeigt ein enormes therapeutisches Potenzial fur
zahlreiche hepatische Stoffwechselstérungen, ob auf genetischer oder auf erwor-
bener Basis. Um die Effektivitat transplantierter Hepatozyten fur die klinische Ap-
plikation zu bestimmen, ist es zunachst erforderlich, die spezifischen Eigenschaf-
ten der Hepatozyten im Tiermodell zu charakterisieren. Das Zell-Engraftment so-
wie das proliferative Potenzial der transplantierten Zellentitdten stellen einen not-
wendigen Gegenstand dieses Charakterisierungsprozesses dar.

In verschiedenen Tiermodellen ist die hepatische Prakonditionierung des Empfan-
gertiers vor Transplantation ein unersetzlicher Bestandteil zur Verbesserung des
Zell-Engraftments sowie zur Stimulierung der Proliferation der Empfangerleber
nach Transplantation. Es ist bekannt, dass sich bei fehlender Prakonditionierung

nur 15 bis 20 % der transplantierten Hepatozyten erfolgreich im Leberparenchym
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des Empfangertiers ansiedeln (Ponder et al. 1991) und pro Sitzung nicht mehr als
1 % des gesamten Lebervolumens durch transplantierte Hepatozyten ersetzt wer-
den kdénnen (Gupta et al. 1991). Wiederholte Hepatozytentransplantationen kén-
nen die Fraktion der transplantierten Zellen der Leber auf ein Maximum von 5 bis
7 % erhdhen. Jedoch erfordert eine effektive Zelltherapie deutlich hdhere Raten
der intrahepatischen Ansiedelung. Daher missen Strategien entwickelt werden,
die ein optimales hepatisches Milieu erzeugen, um die Spenderzellen im Empfan-
gerorganismus nach Transplantation zu vermehren.

Zwei sich erganzende Bedingungen mussen vorliegen, um die Hepatozytentrans-
plantation zu optimieren. Die Grundidee besteht darin, zum einen die Proliferati-
onskapazitat der transplantierten Zellen zu erhéhen (Yuan et al. 2003), zum ande-
ren gleichzeitig einen Uberlebensnachteil firr die nativen Hepatozyten im Empfan-
gerorganismus bzw. einen Vorteil fur die transplantierten, DPPIV-positiven Zellen
zu schaffen (Christiansen et al. 2006). Ersteres kann durch eine hepatische Teilre-
sektion erreicht werden, bei der eine Regenerationsantwort durch die verbliebene
Leber induziert wird (Grompe 2001). Der somit geschaffene Proliferationsstimulus
wirkt gleichermaBen unselektiv sowohl auf die endogenen Hepatozyten als auch
auf die Spenderzellen ein. Der selektive Proliferationsstimulus der Spenderzellen
resultiert aber erst dann, wenn das Wachstum der endogenen Hepatozyten blo-
ckiert wird und folglich die transplantierten Zellen die Empfangerleber repopulieren
kénnen. Ein bereits etabliertes Modell, welches die partielle Hepatektomie sowie
die Applikation des Alkaloids Retrorsin vorsieht, erfillt die genannten Bedingungen
(Koenig et al. 2005). Darlber hinaus existiert ein weiteres Tiermodell, das auf dem
Alkaloid Monocrotalin basiert (Joseph et al. 2006). Jedoch erlauben die potenziell
hepatotoxischen Nebenwirkungen dieser systemisch applizierten Pyrrolizidinalka-
loide sowie ihr onkogenes Potenzial keinen reguléren klinischen Einsatz. Eine ge-
eignete Alternative bietet die lokale Bestrahlung der Leber. Sie ist eine in der Hu-
manmedizin lang etablierte Therapiemodalitédt und kann auf Grund der kalkulierba-
ren lokoregionéren und fehlenden systemischen Nebenwirkung potenziell fir einen
klinischen Einsatz in Erwagung gezogen werden (Christiansen et al. 2006). Durch

Schéadigung der Hepatozyten-DNA kommt es im Bestrahlungsgebiet zu einem
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Proliferationsstopp der Hepatozyten (Blockierung des Zellzyklus). Bestrahlung
kann sowohl in vitro (Nikolaou et al. 2012) als auch in vivo (Christiansen et al.
2006) Zellwachstum hemmen und ist daher auch im Tiermodell als Verfahren fir
die hepatische Prékonditionierung vor Zelltransplantation geeignet (Yamanouchi et
al. 2009) (vgl. Kap. 2.6).

Neben den oben genannten Bedingungen ist die Qualitat der transplantierten Zel-
len flr das Transplantationsergebnis besonders wichtig. Primare Hepatozyten sind
grundsétzlich die erste Wahl. Aufgrund ihrer Knappheit werden dennoch alternati-
ve Zellressourcen erforscht (Le Blanc et al. 2003). Autologe Stammzellen, z.B. aus
dem Knochenmark, stellen eine mdgliche Quelle dar (Lysy et al. 2008), aber auch
fotale Vorlauferzellen (Schmelzer et al. 2007), embryonale Stammzellen (Agarwal
et al. 2008), mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark (Lagasse et al.
2000), mesenchymale Stammzellen aus dem peripheren Blut, Nabelschnurblut
(Nonome et al. 2005) sowie Fettgewebe (Banas et al. 2008). Diese Zellentitaten
sind jedoch aufgrund ihres nicht vollstéandig erforschten Nebenwirkungsspektrums
wie z.B. das fibrosierende Potenzial von mesenchymalen Stammzellen oder das
kanzerogene Potenzial von embryonalen Stammzellen fir einen regelhaften klini-
schen Einsatz nicht ohne Vorbehalt geeignet. Dagegen liegt die hdchste Expertise
in préklinischen Modellen und ersten humanen Anwendungen mit priméren He-
patozyten vor. Diese besitzen nachweislich die beste Funktionalitadt im Vergleich
zu den oben genannten, alternativen Zellentitaten (Fitzpatrick et al. 2009). Im vor-

gelegten Dissertationsprojekt haben wir uns daher fiir diesen Zelltyp entschieden.

1.2.4. Applikationswege der Hepatozytentransplantation

Bei Stoffwechselstérungen der Leber sowie im Falle von akutem Leberversagen,
beides Erkrankungen, bei der die Architektur der Leber erhalten bleibt, bieten eine
physiologische Matrix und eine regelrechte portale Blutversorgung die ideale Vo-
raussetzung fur die Hepatozytentransplantation. Es existieren verschiedene An-

séatze des Applikationsweges zur Hepatozytentransplantation beim Menschen. Die
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vielleicht am h&ufigsten zum Einsatz kommende Methode ist die direkte intraporta-
le Injektion (Bilir et al. 2000). Die Zellen wandern dabei idealerweise Uber das
Pfortaderstromgebiet in die Lebersinusoide ein und besiedeln nach Durchquerung
der sinusoidalen Endothelzellbarriere das Empféangerorgan. Im Falle eines zirrhoti-
schen Lebergeristumbaus kann jedoch die Transplantation der Zellen eine portale
Hypertension auslésen und ultimativ zu einer pulmonalen Translokation von He-
patozyten fuhren (Strom et al. 1999). Somit ist die Menge an Zellen, die innerhalb
einer Sitzung transplantiert werden kann, durch ihren Effekt auf die intraportalen
Druckverhaltnisse limitiert. Der klinischen Erfahrung nach ist die Komplikationsrate
bei intraportaler Transplantation allerdings hoch. Neben der transienten portalen
Hypertension, die im humanen Organismus bis zu 3 Stunden nach Injektion der
Zellen noch anhalten kann, gibt es eine Reihe weiterer Nebenwirkungen, die be-
dacht werden missen (Strom et al. 1997). Als weitere Komplikationen zahlen Blu-
tungen, hamodynamische Instabilitdt wahrend der Infusion sowie Embolisation
pulmonaler Arterien durch Translokation der infundierten Zellen in die Lunge
(Muraca et al. 2002). Bei Obduktionen verstorbener Patienten, die zuvor eine Zell-
transplantation erhalten hatten, konnten Hepatozyten in den Alveoli nachgewiesen
werden (Baccarani et al. 2003). Die Pfortaderthrombose ist ein weiteres Risiko und
kann dadurch minimiert werden, dass die Zahl der innerhalb einer Sitzung infun-
dierten Hepatozyten reduziert und eine gewichtsadaptierte Heparinisierung thera-
piebegleitend durchgefihrt wird (Fox et al. 1998).

In der Literatur werden weitere potenzielle Transplantationsorte beschrieben. Die
intraperitoneale Transplantation hat in Studien gezeigt, dass die ektope Zellmasse
im Falle eines akuten Leberversagens unterstitzend in den Lebermetabolismus
eingreifen kann und Entgleisungen des Leberstoffwechsels zu korrigieren vermag
(Habibullah et al. 1994). Um eine AbstoBungsreaktion zu verhindern, untersuchen
neuere Ansatze die Mdoglichkeit der Immunoisolation der Zellen. Mit diesen
entkapselten Zellen, den sogenannten Hepatozyten-Microbeads, konnte in vitro
gezeigt werden, dass sie autonom eine Albumin- und Faktor-VII-Synthese leisten
kénnen (Hughes et al. 2012).
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Die Nierenkapsel stellt eine weitere Moéglichkeit der ektopen Transplantation von
Hepatozyten dar. In verschiedenen Versuchsreihen Uberzeugte diese Methode
insbesondere dadurch, dass sie ein repetitives und einfach durchfihrbares Monito-
ring der Zellen mittels Biopsie ermdglicht (Papalois et al. 1994). Jedoch bietet das
relativ kleine Volumen der Nierenkapsel nicht genigend Raum fir eine gréBere
Zellmasse, die signifikant in den Lebermetabolismus einzugreifen in der Lage wa-
re.

In zahlreichen Tierversuchen hat sich die Milz unter allen nicht-hepatischen Orga-
nen als geeignetste Alternative fir die Hepatozytentransplantation bewahrt (Cai et
al. 2002). Im Rattenmodell gelang es durch repetitive Infusion bis zu 12,5 % der
ursprunglichen Lebermasse des Empfangerorganismus Uber die Milz zu transplan-
tieren, wobei die Milz als Suspensorium dient und sukzessiv Hepatozyten in das
portale Venensystem entlasst. Bei dieser Methode wurde eine nur vorribergehen-
de portale Hypertension beobachtet. Mit Hilfe von radioaktiv markierten Hepatozy-
ten gelang es, die Distribution der Zellen nachzuweisen: Schatzungsweise 26 %
verblieben in der Milz, 72 % wurden in der Leber lokalisiert und nur 2 % gelangten
in die Lungen (Gupta et al. 1994). Der unkomplizierte Zugangsweg und die relativ
geringe Komplikationsrate haben uns Uberzeugt, im vorgelegten Dissertationspro-

jekt die Milz als Zugangsweg fiur die Implantation in die Leber zu verwenden.

1.3. In vivo Optical Imaging

Das interdisziplindre Forschungsgebiet der intravitalen Bildgebung fokussiert sich
auf die nicht-invasive Darstellung von Prozessen im lebenden Organismus
(Hilderbrand und Weissleder 2010). Um genauer zu sein, erméglicht sie die Unter-
suchung physiologischer Prozesse im Kontext eines lebenden Organismus und
kann ein umfassenderes Bild der Krankheitspathologie und Krankheitsentwicklung
zur Verfligung stellen (Pittet und Weissleder 2011). Wiederholte Uberwachung der
Reportergenexpression in lebenden Tieren ist fir viele Anwendungen entschei-

dend, z.B. fir Gentherapiestudien und transgenetische oder syngene Tiermodelle
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(Ray et al. 2001). Zurzeit werden mehrere Verfahren der nicht-invasiven Bildge-
bung und Quantelung der Genexpression in lebenden Tiermodellen untersucht.
Von den derzeit klinisch verfugbaren funktionellen bildgebenden Verfahren weisen
nur die PET und die SPECT eine hinreichende Sensitivitdt auf (Solomon et al.
2011), und trotzdem ist es schwierig, die Oberflachenrezeptoren der Zellen und
die Reportergene zu erkennen und darzustellen (Réaty et al. 2007). Zudem verlan-
gen diese Verfahren die Verwendung von Radionukliden (Lecchi et al. 2007). An
dieser Stelle kénnte das Optical Imaging eine wichtige Rolle uUbernehmen
(Weissleder und Pittet 2008), z.B. ware eine potenzielle klinische Anwendung in
Kombination mit markierten Antikbrpern sowohl fir die Tumordetektion als auch
zur Einordnung der Tumore in Untergruppen gemaB ihrer Rezeptorexpression
denkbar (Koyama et al. 2007).

Eine vielversprechende Methode der nicht-invasiven Bildgebung stellen Optical-
Imaging-Systeme dar. Sie messen Licht, welches durch Fluoreszenz oder durch
Biolumineszenz im untersuchten Tier erzeugt wird (Napp et al. 2010). Das Prinzip
bei der Fluoreszenzbildgebung besteht darin, dass Licht zundchst Gewebe von
auBen penetriert, ein spezifisches Rezeptormolekdl in vivo anregt und hierdurch
die Emission von Lichtwellen im Niedrigenergie-Bereich verursacht. Diese Licht-
wellen kénnen mit Hilfe von speziellen Kameras, die mit einem sogenannten char-
ge-coupled device (CCD) ausgeristet sind, registriert werden (Nikolaou et al.
2012). In der Biolumineszenzbildgebung hingegen wird Licht durch eine enzymati-
sche Reaktion erzeugt und ebenfalls mit einer dezidierten CCD-Kamera registriert
(Nikolaou et al. 2012). Optical-Imaging-Verfahren erlauben die spezifische Darstel-
lung von Zellen und Geweben mittels antikbrpergekoppeltem Farbstoff und bieten
Uberdies eine ausreichende Sensitivitat und die Vorteile einer erhéhten rdumlichen
Auflésung sowie das Fehlen schédlicher lonisierungsstrahlung wie bei PET,
SPECT und CT (Choy et al. 2003).

Die Fluoreszenzbildgebung kann somit flr eine nicht-invasive Quantifizierung und
Visualisierung von molekularen Prozessen in vivo eingesetzt werden. Entschei-
dend in dieser Hinsicht sind dabei Sonden, die durch ein dezidiertes Optical-

Imaging-System detektierbar sind. Fluoreszensfarbstoffe spielen hierbei eine wich-
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tige Rolle. Sie kdnnen grob in zwei Kategorien eingeteilt werden: Reporter-Gene
(fluoreszente Proteine) und injizierbare exogene Fluorophore. Die Entwicklung der
Nah-Infrarot-Fluophore (NIR-Fluophore) und Nanomaterialien Uber die letzten
zehn Jahre hat den Ubergang der Fluoreszenz-Bildgebung von der mikroskopi-
schen (Epifluoreszenz, konfokale und multifokale Mikroskopie, und mesoskopi-
sche Optical Projektion Tomographie) zur makroskopischen Bildgebung ermég-
licht. Neue Entwicklungen im Verstandnis von spezifischer Anbindung, der Aktivie-
rung, der Pharmakokinetik, der Biokompatibilitdt und der Photophysik der Sonden
sowie die Ausreifung multimodaler Techniken sind fiir eine Verbesserung der NIR-
Sonden notwendig. In Verbindung mit dem verbesserten Design der Sonden ha-
ben grundlegende Arbeiten, die sich auf die Entwicklung sensibler Instrumente
insbesondere Fluoreszenz-Molekular-Tomographie (FMT) und die Reduzierung
von Artefakten konzentrierten, wesentlich zur Effektivitat der molekularen Bildge-
bung beigetragen (Hilderbrand und Weissleder 2010).

Eine Limitierung des Optical Imaging stellt jedoch die eingeschréankte Gewebe-
penetration durch das Anregungs- bzw. Fluoreszenzlicht dar. Biologische Chro-
mophore, besonders Hamoglobin, absorbieren sichtbares Licht in hohem MaBe
und setzen so der Tiefenpenetration bei kurzen Wellenl&ngen bereits bei einigen
Millimetern eine Grenze. Andere biologische Komponenten - wie Wasser und Lipi-
de - sind im Bereich des Sichtbaren bis zum Nah-Infrarot-Licht optisch transparent,
im Infrarotbereich jedoch stark lichtabsorbierend. Die kombinierte Absorption die-
ser Komponenten bedeutet ein Fenster von 600 nm bis 1000 nm flr das Optical
Imaging, in dem der Absorptionskoeffizient des Gewebes minimal ist. AuBerdem
sind Lichtstreuung und Autofluoreszenz im Nah-Infrarot-Licht reduziert. Die Auto-
fluoreszenz von Elastin (Boumaza et al. 2001), Kollagen (Lee et al. 1993) und an-
deren biologischen Fluophoren weist eine Emission im sichtbaren Bereich (< 600
nm) auf und kann Sonden im Kurzwellenbereich stark beeinflussen, fihrt jedoch
im Nah-Infrarot-Bereich nicht zu Interferenzen. Der Schllssel zu effektiver Bildge-
bung in tieferen Gewebeschichten ist somit das Nah-Infrarot-Licht. NIR-

Fluoreszenzfarbungen kénnen bei sorgfaltiger Vorbereitung und Anwendung sen-
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sibler Nachweismethoden 2 cm Gewebe oder mehr durchdringen (Leevy et al.
2006).

Studien haben gezeigt, dass die NIR-Optical-Imaging-Technologie zur Uberwa-
chung von Zelloberflachenrezeptoren (Ke et al. 2003) oder Antigenen (Moore et al.
2004) verwendet werden kann. In dem vorgelegten Dissertationsprojekt wurde der
Fluoreszenzfarbstoff Cy5.5 eingesetzt. Dieser kann an einen Antikdrper gekoppelt
und einem lebenden Nagetier appliziert werden, z.B. durch intravendse Injektion.
Der markierte Antikérper erkennt das Ziel-Antigen DPPIV in vivo. Nach Anregung
des Antikdrper-Farbstoff-Komplexes kann die Fluoreszenzintensitat detektiert und
gemessen werden. Dieser Ansatz, bei dem das Ziel die Identifikation und Nachver-
folgung genetisch kodierter Hepatozyten vor einem negativen Hintergrund ist, stellt
eine vielversprechende Methode dar (Christiansen et al. 2006).

In der hier prasentierten Arbeit wurden aus Wildtyp-Fisher-344-Ratten isolierte
Hepatozyten DPPIV-defizienten Fischer-344-Ratten implantiert, die nach Vorbe-
handlung mit perkutaner Bestrahlung mit 25 Gy eine 30-prozentige Hepatektomie
erhielten. Das Optical Imaging wurde eingesetzt, um zum einen die Repopulation
der Leber qualitativ zu beurteilen, zum anderen, um die Kinetik der Leberrepopula-

tion darzustellen.
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1.4. Fragestellung

Das Ziel des vorgelegten Dissertationsprojektes war die Entwicklung einer Methode
zur In-Vivo-Bildgebung von transplantierten Spenderhepatozyten, die sich in der
Empfangerleber vermehren. Die Hepatozytentransplantation wurde im Dipeptidyl-
peptidase-1V-Fischer-344-Ratten-Transplantationsmodell nach Prakonditionierung
mittels partieller Leberbestrahlung und Leberteilresektion durchgefuhrt. Ziel war es,
mit Hilfe des Optix-MX2-Systems der Firma ART, Montreal, Kanada, die Leberrepo-
pulation zu visualisieren und deren Kinetik Uber einen langeren Zeitraum zu analy-
sieren. Im Anschluss wurden die Ergebnisse durch Immunofluoreszenzanalysen

validiert. Das Projekt befasst sich im Detail mit folgenden Fragen:
Determinierung der Messparameter und des idealen Messzeitpunktes

1. Zu welchem Zeitpunkt sind die Signale spezifisch fir die Leber und wann ist

der optimale Messzeitpunkt fur das Optical Imaging?

2. Treten Messfehler auf und wie kdnnen Messfehler eliminiert werden?

Verlaufsbeurteilung der Repopulation im Empfangerorganismus
1. Zu welchem Zeitpunkt beginnt die Proliferation?

2. Lasst sich anhand des Optical Imaging eine eindeutige Kinetik der Leber-

repopulation erstellen?

3. In welchem MaBe korrelieren die Ergebnisse aus dem Optical Imaging mit
denen aus den im Anschluss durchgefiihrten Immunofluoreszenz-

Kolokalisationsstudien an Gewebeschnitten nach Organentnahme?
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Reagenzien

In den nachfolgend beschriebenen Versuchsdurchfihrungen wurden die hier auf-

geflhrten Reagenzien verwendet (Ubliche Bezeichnung der Reagenzien in alpha-

betischer Reihenfolge):

Material

AEC 3-Amino-9-
Ethylcarbazol

Alkohol: Ethanol 99,8 ab-
solut, M = 46,07g/mol

ALTROMIN 1324: Hal-
tungsdiat fir Ratten

Aqua dest.: gefiltertes Lei-
tungswasser, Filtersystem
Mill-Q® Reagent Water
System

Aquamount

Aceton

3,3"-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid x 2 H20

Firma

Merck

J.T. Bahr

Altromin

Millipore

Sigma-Aldrich

Merck

Serva

Firmensitz

Darmstadt,
Deutschland

Deventer,
Niederlande

Lage,
Deutschland

Molsheim,
Frankreich

Deisenhofen,

Deutschland

Darmstadt,
Deutschland

Heidelberg,
Deutschland
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DAPI 4‘,6-Diamidino-2- . . St. Louis, MO,
Phenylimdol Sigma Chemicals USA
Diethylether: reinst Merck Darmstadt,

Deutschland

EDTA Ethylendiamin tet- Sigma Chemicals St. Louis, MO,
ra-acedic acid 99 % 9 USA
EGTA Ehylene
glycol-bis (B-aminoethyl : . St. Louis, MO,
ether) N, N, N’, N'- Sigma Chemicals USA
tetraacetic acid
GLP 3893 L Kaiseraugst,
(Nafag 890) Provimi Kliba Schweiz
Glucose: D(+)-Glucose
(Monohydrat), M=198,17 Merck D[)eirtr:(fr:?:r:’d
g/mol
Hamatoxylin: Darmstadt,
Kristallpulver Merck Deutschland
Heparin: Liquemin® N Mainz
2500, Heparin-Natrium Novo Nordisk ’
5000 IE/ml Deutschland
HEPES N-(2-
Hydroxyethyl)piperazine- . . .
N’-(2-ethanesulfonic acid): Sigma Chemicals St LCL)JUS'?A’ MO,
sodium salt

C8H17Na0O4Sna
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Hostaket®: Ketaminhyd-
rochlorid

Kaninchenserum

KCI

Kollagenase

NaCl: isotone Kochsalzlo-
sung 0,9 %

NaHCOS3: Natriumhydro-
gencarbona, M=84,01
g/mol

PBS: Dulbecco’s phos-
phate buffered saline

Percoll

Rattenserum

Rompun®: Xylozinhydro-
chlorid, 2 %ige LOsung

Trypanblau

Intervet

DAKO Corporation

Merck

Sigma Chemicals

Braun

Merck

Gibco BRL

Pharmacia/LKB

DAKO Corporation

Bayer

Merck

Boxmeer,
Niederlande

Carpinteria, CA,
USA

Darmstadt,
Deutschland

St. Louis, MO,
USA

Melsungen,
Deutschland

Heidelberg,
Deutschland

Wiesbaden-Biebrich,
Deutschland

Uppsala,
Schweden

Carpinteria, CA,
USA

Leverkusen,
Deutschland

Darmstadt,
Deutschland
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Tris/ Sigma-Aldrich
Maleate

Vectashield® Mounting Vector Laboratories

Deisenhofen,
Deutschland

UK

Medium
Ziegenserum DAKO Corporation Carpinteria, CA,
USA
2.2. Verbrauchsmaterialien

Material Firma Firmensitz

. NUmbrecht,
Auslaufpipetten 10 ml Sarstedt Deutschland
Braunule® Melsungen
Vasofix®: (20G und 17G) Braun Deutschland
50 ml Falcon Rdhrchen Sarstedt Numbrecht,
Deutschland

Einmalspritzen Injekt® (2, Braun Melsungen,
5, 10, 20 ml) Deutschland

Infusionssysteme mit

Braun
Blasenfalle

Melsungen,
Deutschland
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Heidelberger Verlange- Braun
rungen
Kanulen Sterican® Braun
Nalgene Cryoware®: Nalge Nunc
Cryogenic Vials International
Neubauerzahlkammer Brand Gléser
Perfusorleitungen Braun
Petrischalen Greiner Labortechnik
Super Frost® Plus Objekt- Menzel Glaser

trager und Deckglaser

Vicryl® 3-0 resorbierbares  Johnson & Johnson Medi-
Nahtmaterial cal Products GmbH

Melsungen,
Deutschland

Melsungen,
Deutschland

Rochester, NY,
USA

Wertheim,
Deutschland

Melsungen,
Deutschland

Frickenhausen,
Deutschland

Braunschweig,
Deutschland

i Wien,
Osterreich
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2.3. Gerite
Material Firma Firmensitz
Zentrifuge Hettich Rotaxia/KS gg&‘::;ﬁg:(’j

Shandon Cytospin Il

Mikroskop

Ultramikrotom: Cryo-
Ultramikrotom

Optix MX2

Computertomograph So-
matom Balance

Varian Clinac 600 C Be-
schleuniger

Shandon, Inc.

Zeiss Axioskope

Leica

ART

Siemens

Varian Medical Systems,
Inc.

Pittsburg, PA,
USA

Oberkochen,
Deutschland

Wetzlar,
Deutschland

Montreal,
Canada

Erlangen,
Deutschland

Palo Alto, CA,
USA

Tabelle 1: Geréte
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2.4. Antikorper

Die verwendeten Primarantikbrper und deren Bezugsquellen sind der Tabelle 2
bzw. Tabelle 3 zu entnehmen. Hinsichtlich der fur die Optical-Imaging-Versuche
bendtigten DPPIV-Antikérper (Maus, monoklonal) und dem unspezifischen Kon-

troll-lgG (Maus, monoklonal) wird auf Kapitel 2.11.1 verwiesen.

Antigen Spezies Verdiinnung Bezugsquelle
DPPIV (CD26) Maus, 1:100 BD-Pharmingen
monoklonal
Connexin 32 Kaninchen, 1:5000 Sigma C3595
polykonal

Tabelle 2: Verwendete Priméarantikorper

Antigen Verdiinnung Bezugsquelle

Ziege-anti-Maus-IgG; Molecular Probes

Alexa 568-gekoppelt 1:400 (Deutschland)
Ziege-anti-Kaninchen-1gG, 1-400 Molecular Probes
Alexa 488-gekoppelt ' (Deutschland)

Tabelle 3: Verwendete Sekundéarantikérper
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2.5. Versuchstiere

Samtliche Versuche sowie die im folgenden beschriebenen Tierexperimente wur-
den in Ubereinstimmung mit den geltenden Tierschutzbestimmungen beantragt
und durch den Préasidenten der Bezirksregierung in Braunschweig genehmigt (AZ.:
33.42502-090/06 vom 11.09.2006). Alle Zucht- und Pflegevorgadnge fanden inner-
halb der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtungen (ZTE) der Universitatsmedi-
zin Géttingen unter der Leitung von Dr. med. vet. S. Kimmina statt. Die Haltung
unter standardisierten Bedingungen wurde von der ZTE gewahrleistet. Die Ratten
erhielten neben dem Standardfutter ,alltromin-1324-Haltungsdiat fir Ratten“ drei
Wochen vor dem Optical Imaging ein spezielles Futter, GLP 3893 (Nafag 890) von
Provimi Kliba, Kaiseraugst, Schweiz, um Autofluoreszenz zu vermeiden. Ferner

erhielten die Versuchstiere Wasser ad libitum.

2.5.1. Spendertiere

Zur Gewinnung von primaren Hepatozyten (DPPIV-positiv) fir die hepatozellulare
Transplantation wurden etwa zwei bis drei Monate alte Wildtyp Fischer-344-Ratten
mannlichen Geschlechts (Charles River, Deutschland) mit einem Kdrpergewicht

von 190-200 g verwendet.

2.5.2. Empfangertiere

Als Empfangertiere wurden 2 Monate alte, weibliche DPPIV-defiziente Fischerrat-
ten mit einem Koérpergewicht von 140-160 g verwendet. Das Etablieren des Zucht-
stammes erfolgte in der ZTE der Universitdtsmedizin Géttingen mit Elterntieren,
die von Dr. Ezio Laconi (Institut fir experimentelle Pathologie der Universitat

Cagliari, Italien) stammen.
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2.5.3. Versuchstiergruppen

Im folgenden sind die einzelnen Tiergruppen tabellarisch aufgefiihrt, die zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten der Versuche zum Einsatz kamen:

1 Tier: TX, unspez. 1 Tier: nicht TX,

Evaluationsgruppe A 1 Tier: TX, spez. AK AK IgG spez. AK

Lo 1 Tier: TX, unspez. 1 Tier: nicht TX,
Messgruppe B 3 Tiere: TX, spez. AK AK IgG spez. AK
Referenzgruppe C

(histologische Refe- 2 Tiere: 3d nach TX
renz)

2 Tiere: 4 Wo nach 2 Tiere: 16 Wo
TX nach TX

Tabelle 4: Verwendete Versuchstiere

Zu den in der Studie verwendeten Tieren zéhlten transplantierte Tiere (TX), die jeweils einen spezifi-
schen Antikdrper (AK) oder einen unspezifischen AK (IgG) erhielten. Ferner kamen nicht transplan-
tierte Tiere mit spezifischem AK zum Einsatz. Die Tiere der Evaluationsgruppe A dienten der Be-
stimmung der Messparameter (vgl. Kap. 3.4). Die Tiere aus der Referenzgruppe C dienten als histo-
logische Referenz und wurden ausschlieBlich histologisch ausgewertet. Die Tiere der Messgruppe B
wurden sowohl dem Optical Imaging zugeflhrt als auch im Anschluss nach 16 Wochen histologisch
ausgewertet (vgl. Kap. 3.4).

2.5.4. Behandlungszyklus der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden unter 12/12 Stunden Hell/Dunkel-Zyklen mit Standard-
Nagetierfutter und Wasser ad libitum gehalten. Bestrahlung und operative Proze-
duren wurden unter Anasthesie mit Sevofluran durchgefiihrt. Nach Vorbehandlung
mit perkutaner, CT-geplanter, partieller Leberbestrahlung wurden die weiblichen
Empfangertiere 4 Tage spéater einer partiellen Hepatektomie und der Hepatozyten-
transplantation zugefihrt (Testgruppe). Zwei Kontrolltiere durchliefen die gleiche
Prozedur, aber ohne nachfolgende Hepatozytentransplantation. Drei Ratten aus
der Testgruppe wurden mittels Optical Imaging zur Dokumentation der Leberrepo-
pulation 1, 4 und 11 Tage sowie 4, 8, 12 und 16 Wochen nach der Hepatozyten-

transplantation untersucht. Danach wurden die Tiere getbtet und ihre Lebern der
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Gewebeanalyse zugefihrt. Gewebeproben beider Leberlappen wurden exzidiert

und in 2-Methylbutan bei -70 °C langsam runtergekuhlt. Gefrierschnitte von 5 ym

Dicke wurden fur 10 min in eiskaltes Aceton zur Konservierung Uberfuhrt.

30-prozentige Hepatektomie

+

DPPIV- Spender DPPIV*

Hepatozyten

selektive Radiatio  Intrasplenale Transplantation von
25 Gy unfraktioniert DPPIV+ Hepatozyten
Y 1
s
L 1] ] M L] ]
4 Tage
Optical Imaging bis
zu 16 Wochen
nach TX

Abbildung 1: Transplantationsmodell

Repopulation nach
16 Wochen

DPPIV-negative Tiere wurden einer selektiven Bestrahlung der Leber unterzogen. 4 Tage spater
erfolgten die partielle Hepatektomie und die Hepatozytentransplantation. Optical Imaging wurde bis
zu 16 Wochen nach Zelltransplantation durchgefiihrt. In Immunfluoreszenz-Kolokalisationsstudien
wurden die Ergebnisse nach der letzten Optical-Imaging-Messung nach 16 Wochen validiert.
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2.6. Selektive Bestrahlung der Rattenleber

Alle Ratten erhielten ein Planungs-CT (Somatom Balance, Siemens, Erlangen) in
Bauchlage, um die kraniale und kaudale Lebergrenze zu bestimmen. Diese Gren-
zen wurden auf der Haut der Tiere gekennzeichnet und dienten als obere bzw.
untere Feldgrenze des Bestrahlungsfeldes. Als mediale Grenze des Bestrahlungs-
feldes wurde der Rand der Columna vertebralis definiert, wodurch das Ricken-
mark geschont werden konnte. Die seitliche Grenze wurde neben der Kérperkon-
tur der Ratte festgesetzt. Auf der Grundlage des Datensatzes des Planungs-CTs
sowie der festgelegten Feldgrenzen erfolgte dann in jedem Fall, nach entspre-
chender elektronisch berechneter Dosisverteilung (CadPlan, Varian, Palo Alto,
USA) unter Verwendung eines Varian Clinac 600 C Beschleunigers, die Bestrah-
lung in ap/pa-Technik mit 6 MV Photonen mit einer Einzeldosis von 25 Gy (Dosis-
leistung 2,4 Gy/min). Zur Schonung des Rickenmarks sowie des Gastrointestinal-
traktes wurde eine so genannte Half-Beam-Technik verwendet (Lage des Isozent-

rums: caudo-medial).

2.7. lIsolation und Aufbereitung der Hepatozyten
2.7.1. Zellisolation

Die Hepatozyten wurden mittels zweistufiger In-Situ-Kollagenaseperfusion isoliert
(Seglen 1976). Mit Hilfe dieser Technik wurde das Lebergewebe zunachst en-
zymatisch verdaut, anschlieBend aufbereitet und zentrifugiert. Die Vitalitat der iso-
lierten Hepatozyten wurde mittels Trypan-Blau-Exklusion ermittelt. Diejenigen Zel-
len, die eine Vitalitdt von Uber 90 % sowie eine Zellanhaftung von Uber 70 % auf-
wiesen, wurden als geeignet fur eine weitere Transplantation eingestuft. Fir die
Zytospin-Aufbereitung wurden 3x10* Zellen auf einen Objekitrager zentrifugiert

und fur 10 min in eiskaltes Aceton Uberfihrt.
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2.7.2. Praparation von Hepatozyten

2.7.2.1. Allgemeines

Zur Gewinnung von primaren Hepatozyten als Spenderzellen wurde das bereits in
Kapitel 2.7.1 erwahnte Verfahren der In-Situ-Perfusionstechnik nach Seglen ein-
gesetzt. Samtliche Arbeitsschritte erfolgten unter aseptischen Bedingungen. Die-
ses galt sowonhl fur die Sterilfiltration als auch fur das Autoklavieren der eingesetz-
ten Gerate. Das Aufarbeiten der Zellen erfolgte unter einer Sterilbank (Steril gard
Hood Class Il, The Baker Company, Sanford, Maine, USA).

2.7.2.2. Herstellung der Perfusionslosung

Zur Gewinnung von DPPIV-positiven Spenderhepatozyten wurden verschiedene
Lésungen bendtigt. Eine Auflistung Uber Art und Zusammensetzung dieser befin-
det sich unter Tabelle 6. Zur Préaparation der Zellen wurden letztlich drei Perfusi-
onsldésungen angefertigt, Lésungen A, B und C (vgl. Tab. 7), die sich aus den in
Tabelle 6 aufgefihrten Stammlésungen |, Il und Il herstellen lassen. Bei der L6-
sung A handelte es sich um eine Kalzium-freie Losung, die zur Entblutung der Le-
ber eingesetzt wurde. Losung B, eine kollagenasehaltige Losung, diente der en-
zymatischen Verdauung der Zellverbande. SchlieBlich kam Lésung C zum Einsatz,
die bei der Aufarbeitung der Zellsuspension als reine Waschlésung diente. Wah-
rend der gesamten Prozedur wurden die LOsungen in einem Wasserbad konstant
auf 37 °C temperiert und zusétzlich mit einem Gemisch aus Sauerstoff und Koh-

lenstoffdioxid begast.
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5 Substanz,
Stammlésung

Endkonzentration in mM

Menge fiir 500 mlin g

I 25 NaHCOS3 21
5,9 KCI 4,39
0,23 NaH2PO4 0,276
1.2 Na2S04 1,7
5 HEPES 11,9
5,5 Glucose 9,9
Il 0,115 NaCl 67,21
0,5 EGTA 1,9
I 0,115 NaCl 67,21
2,5 CaCl2x2H20 3,68
1,18 MgCI2x6H20 2,4

Tabelle 5: Stammldsungen fir die Perfusionslésung
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Losung A Losung B Lésung C
Stammlésung | 25 ml 25 mi 25 mi
Stammlésung Il 25 ml - -
Stammlésung lll - 25 ml 25 mi
Agua dest. auf 500 ml 500 ml 500 ml
Kollagenase - - 30-50 mg /100 ml
pH-Wert 7,8 7.4 7,8-7,9

Tabelle 6: Herstellung der Perfusionslésung

2.7.2.3. Gewinnung isolierter Hepatozyten

Nach Einleitung der Narkose durch intramuskulare Applikation eines Gemisches
aus Rompun und Hostaket (6 mg Rompun + 75 mg Hostaket/kg KG) wurde die
Ratte auf dem Pré&parationstisch fixiert, das Abdomen rasiert und mit Alkohol des-
infiziert. Die Eréffnung der abdominellen Kavitat der Spenderratte erfolgte entlang
der Medianlinie. Es folgte die Darstellung der Vena cava inferior oberhalb der Ab-
génge der Nierenvenen. AnschlieBend wurde die Vena portae freigelegt und kurz
vor dem Ubergang zum Leberhilus ligiert. Uber eine 22 G-Kaniile wurde 1 ml frisch
zubereitete Heparinlésung (0,1 ml Heparin [5000 1U/ml] / 2,4 ml physiologische
Kochsalzlésung) in die Vena cava inferior injiziert. AnschlieBend wurde die Vena
portae mittels Vasotomie ankanuliert. Mit einer Flussrate von 20 ml/min wurde

Uber diesen Zugang die Leber etwa 10 min lang unter Verwendung der Losung A
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ausgespult. AnschlieBend erfolgte eine Sternotomie und eine retrograde Ankana-
lierung des rechten Herzvorhofes bis zur Vena cava inferior mit einer 17 G-Kanlle.
Es erfolgt die Ligatur der Vena cava inferior. Hierdurch entstand ein geschlosse-
nes Flusssystem, in dem L6sung A Uber die Pfortader in die Leber und darlber in
den rechten Herzvorhof gelangte. Nachdem Loésung A Uber etwa 15 min appliziert
wurde, wurde die kollagenasehaltige Lésung C bei gleicher Flussrate fir weitere
10 min in das Perfusionssystem eingeleitet. Nach Abschluss der 10 min stellte
sich die Leber marmoriert da und wies, als Ausdruck des nun aufgehobenen Ge-
webeverbandes, eines aufgeweichte Konsistenz auf. Es folgte die Organentnahme
unter Durchtrennung der HilusgeféaBe. Die Leber wurde als n&chstes auf eine auf
Eis gelagerte Petrischale aufgetragen, in der sich die vorgekuhlte L6sung B be-
fand. Die Glisson’sche Kapsel wurde eréffnet und mit einem Plastikschaber das
aufgeweichte Leberparenchym ausgestrichen. Die so gewonnene Zellsuspension
bestand aus Hepatozyten, Stromal- und Blutzellen sowie partiell aufgeldésten Ge-
faB- und Bindegewebsresten. Fir die weitere Verwendung musste die Zellsuspen-
sion durch ein steriles Perlon-Filter (Maschengrésse von 250 ym) gefiltert und ei-

nem weiteren Zellreinigungsverfahren unterzogen werden.

2.7.2.4. Reinigung der Zellsuspension

Zur Gewinnung reiner Zellen musste eine weitere Prozessierung des vorhandenen
Zellmaterials erfolgen. Dabei wurde zunachst die Zellsuspension auf 50 ml Falcon-
Tubes verteilt und 5 min lang bei 500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 2-3 ml L6sung B resuspendiert. Nach wiederholter
Suspension des Pellets erfolgte eine Schichtung mit 8 ml einer Percolllésung und
wurde uber 10 min bei 2000 U/min zentrifugiert. Das Pellet mit den Hepatozyten
wurde erneut in die Lésung B iberfiihrt, der Uberstand mit Detritus wurde an-
schlieBend verworfen. Im vorletzten Schritt wurde die Hepatozytenldsung mit Lé-
sung B auf ein Gesamtvolumen von 50 ml aufgefllt und erneut Gber 5 min bei 500

U/min zentrifugiert. Um die endgultige Hepatozytenlésung zu erhalten wurde das
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Sediment mit einer geringen Menge Lésung B (ca. 1-2 ml) resuspendiert, um letzt-
lich eine hohe Zelldichte zu erhalten. Zur qualitativen und quantitativen Beurteilung
der gewonnen Zellen wurden sie in einem letzten Schritt mit Trypanblau (0,1 %)
gegengefarbt. Die anschlieBende lichtmikroskopische Auswertung erfolgte in einer
Neubauerzghlkammer. Mit Hilfe des Trypanblaus lieBen sich in diesem letzten
Schritt avitale von vitalen Zellen trennen, da sich bei dieser Farbemethode nur Be-
standteile beschéadigter Zellmembranen blau anféarben. Eine Zellvitalitatsrate in-
nerhalb der hergestellten Losung von mehr als 80 % wurde als ausreichend be-

trachtet.

2.7.2.5. Zytospin

Mit Hilfe der Zentrifugalkraft ermdglichte das Zytospin-Verfahren das konzentrierte
Auftragen einer Zellldsung auf ein definiertes Areal auf einem Objekttréager. In un-
seren Versuchen wurden Zytospins mit einer Zelldichte von 1x10° Hepatozyten
angefertigt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 800 U/min zentrifugiert. Die darauf
folgende zweistindige Trocknungsphase bei Raumtemperatur wurde mit einem 10

minuatigen Fixierbad in 100 % Aceton abgeschlossen.

2.8. Leberteilresektion und intrasplenale Transplantation von
Hepatozyten

Bei den DPPIV-negativen Empfangertieren wurde 4 Tage nach Bestrahlung und
unmittelbar vor der Hepatozytentransplantation eine 30-prozentige Hepatektomie
durchgefuhrt, was dem linken Leberlappen entspricht. Bei diesem Verfahren wur-
den die Tiere zunachst mit Sevofluran narkotisiert und ihr Abdomen anschlieBend
entlang der Medianlinie erdffnet. Hierbei wurde der oben genannte Anteil der Le-
ber unter Einsatz von resorbierbarem Nahtmaterial Vicryl® 2,0 (Ethicon, Deutsch-

land) basisnah ligiert und darliber abgesetzt.
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Fir die intrasplenale Transplantation wurde die Milz mobilisiert. AnschlieBend er-
folgte die Injektion von 15 x 10° frisch isolierter DPPIV-positiver Hepatozyten mit-
hilfe von 2 ml Einmalspritzen Injekt® (Braun, Deutschland) Uber einen Zeitraum von
2 min in das Milzparenchym. Die der Laparotomiezugang wurde mit einer fortlau-
fenden Naht unter Verwendung von Vicryl® 3,0 (Ethicon, Deutschland) verschlos-
sen. Die Tiere wurden bis zur vollstdndigen Erholung von der Anasthesie beo-
bachtet.

2.9. Histologische Aufarbeitung der Gewebeproben

2.9.1. Organentnahme

Nach einer Messperiode von 16 Wochen wurden die transplantierten Tiere, wie
unter 2.7.2.3 beschrieben, zundchst betdubt und anschlieBend ihre Lebern unter
Durchtrennung der unteren Hohlvene entfernt. Die resezierte Leber wurde an-
schlieBend prapariert und in Gewebeproben einer GréBe von ca. 0,5 x 0,5 cm zer-
teilt.

2.9.2. Fixierung von Gewebeproben

Fir die Fixierung der Gewebeproben wurde das préaparierte Lebermaterial zu-
néchst in Kryocups aufgenommen. AnschlieBend folgte die Uberfiihrung in fliissi-
gem Stickstoff gekiihltem Methylbutanol, in dem die Kryocups schonend herunter-
gekuhlt werden konnten. Die anschlieBende Lagerung der Proben erfolgte bei -70
°C.
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2.9.3. Kryoschnitte

Zur weiteren Verarbeitung der gewonnenen Proben aus den Lebern der Empfan-
gertiere wurden Kryoschnitte angefertigt. Dies erfolgte mit Hilfe eines Ultramikro-
toms (Leica) bei -20 °C. Die Schichtdicke betrug 5 ym. Im Anschluss wurden die
Kryoschnitte auf Superfrost-Objekttrager Uberfihrt und Gber Nacht lichtgeschitzt
getrocknet. Danach wurden die Schnitte in einem Fixierungsbad fur 10 min in Ace-
ton bei -20 °C eingelegt und anschlieBend luftgetrocknet. Die Lagerung der Schnit-
te erfolgte bei -70 °C.

2.10. Immunfluoreszenzfarbungen

Fir den Nachweis der DPPIV-positiven, transplantierten Zellen aus den Spender-
tieren wurden Immunfluoreszenzfarbungen der Kryoschnitte aus den Lebern der
Empféngertiere der Messgruppe B (5 Tiere) und aus der histologischen Referenz-
gruppe (6 Tiere) angefertigt (vgl. Tab. 6). Eine detaillierte Darstellung des Farbe-
protokolls findet sich in Abbildung 2. Bei dieser Nachweismethode wurde die spe-
zifische Bindung eines priméren Antikérpers (vgl. Tab. 1) an bestimmte Antigene
genutzt. Um diese Bindung darzustellen, kam ein sekundéarer Antikérper zum Ein-
satz, der gegen den priméaren Antikdrper gerichtet und an ein spezifisches Detekti-
onssystem, z.B. einen Fluoreszenzfarbstoff, gekoppelt war. In diesem Fall handel-
te es sich um einen gegen DPPIV gerichteten primaren Antikorper, welcher das
Antigen DPPIV auf den Spenderhepatozyten zu erkennen in der Lage war. Die an
den Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Sekundarantikérper wiesen zwei Farbspek-
tren auf und waren entweder an Alexa Fluor 488 oder Alexa Fluor 555 gekoppelt
(vgl. Tab. 2).

2.10.1. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung

Fir die weitere fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Kryoschnitte kam

ein Zeiss-Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Zeiss) zum Einsatz. Zur Darstellung
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der DPPIV-positiven Zellen wurde ein Rhodamin-Filter (546 nm Bandpass Exzita-
tion, 580 nm Farbteiler, > 590 nm Langpass Emission) verwendet. Die Betrach-
tung der Kernfarbung mit DAPI gelang mit einem DAPI-Filter (bei 350 nm). Fir die
Darstellung der Zelladh&sions- und Kommunikationsproteine wurde ein FITC-Filter
(450-490 nm Bandpass Exzitation, 510 nm Farbteiler, 515-565 nm Bandpass

Emission) eingesetzt.

( 50 pl Ziegenserum (5 %) )

l Serum abklopfen

50 ul Primarantikérper

anti-CD26 1:100 Tris-Puffer
anti-Connexin 32 1:5000 Tris-Puffer

l 3 x 5 Minuten Waschen in Tris-Puffer

50 pl Sekundarantikorper A

Inkubation [ Ziege-anti-Maus-lgG Alexa 555 1:400 in Tris-Puffer

(mit 10 % Rattenserum fir 10 min vorinkubiert)

l 3 x 5 Minuten Waschen in Tris-Puffer

50 ul Sekundarantikorper B

Ziege-anti-Kaninchen-lgG Alexa 488 1:400 in Tris-Puffer

l 3 x 5 Minuten Waschen in Tris-Puffer

( Vectashield-Eindeckelmedium (1 ml Vectashield + 1ml| DAPI) )

Abbildung 2: Farbeprotokoll von Cx32 und DPPIV an Kryoschnitten

Dargestellt ist das Farbeprotokoll der Doppelimmunfluoreszenzfarbung von Cx32 und DPPIV an
Kryoschnitten. Im ersten Schritt erfolgte die Inkubation der Kryoschnitte mit beiden Primé&rantikér-
pern (Kaninchen-anti-Ratte-Connexin 32 und Maus-anti-Ratte-DPPIV). In einem zweiten Schritt
erfolgte eine separate Inkubation mit dem Spezies-gerichteten Sekundérantikdrper Ziege-anti-
Kaninchen-Alexa488 bzw. Ziege-anti-Maus-Alexa555. DAPI und Vectashield-Medium wurden zum
Eindeckeln verwendet.
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2.10.2. Fotodokumentation

Mit Hilfe einer computergesteuerten Kamera sowie eines entsprechenden Soft-
wareprogrammes der Firma Leica (Leica DC100 Version 2.51) wurde eine Foto-
dokumentation der préparierten Kryoschnitte digital am Mikroskop durchgefuhrt.
Die Nachbearbeitung erfolgte durch Adobe Photoshop CSS3.

2.11. Optical Imaging

2.11.1. Cy5.5-gekoppelte Antikorper

Der verwendete Antikorper fir die DPPIV-Detektion wurde Uber die Firma BD
Pharmingen (Heidelberg, Deutschland) bezogen, ebenso der unspezifische IgG-
Antikorper. Die fur die Visualisierung und Detektion durch das Optical-Imaging-
System notwendige Kopplung des spezifischen Antikérpers DPPIV an den Farb-
stoff Cy5.5-NHS wurde von der Firma Squarix (Marl, Deutschland) vorgenommen.
Das erzeugte DPPIV-Cy5.5-Konjugat hatte eine Konzentration von 1174 pyg/ml und
wurde lichtgeschitzt bei 4 °C gelagert. Die Kopplung des unspezifischen IgG an
Cy5.5-NHS fur die Kontrolltiere wurde ebenfalls durch die Firma Squarix (Marl,

Deutschland) durchgefihrt und hatte eine Konzentration von 1160 pg/ml.

Antikorper Spezies Konzentration Bezugsquelle
DPPIV Maus, _
(spezifisch) monoklonal 1174 pg/mi BD-Pharmingen
IgG Maus, _
(unspezifisch) monoklonal 1160 pg/ml BD-Pharmingen

Tabelle 7: Cy5.5-gekoppelte Antikdrper
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2.11.2. Das Optix-MX2-System

Die Optical-Imaging-Experimente wurden unter Verwendung des Systems Optix
MX2 der Firma ART, Montreal, Canada (vgl. Abb. 3) durchgefiihrt. Dieses System
fihrt eine zeitaufgeloste 2D-Fluoreszenzbildgebung im lebenden Tier durch. Im
Gegensatz zu den meisten anderen auf dem Markt verfigbaren Systemen ver-
wendet Optix MX2 dabei gepulste Laserdioden als Quellen fir das Anregungslicht.
Das System arbeitet in einem Raster-Scan-Modus, d.h. die ausgewéhlte, zu scan-
nende Region wird mit Punkten in einem Raster von minimal 0,5 mm abgetastet.
An jeder dieser Rasterpositionen wird eine Vielzahl von Messungen durchgefihrt
(8 Mio. pro Sekunde). Eine Messung besteht aus dem Aussenden eines Anre-
gungsimpulses und der Messung der Zeit bis zur Detektion des ersten Fluores-
zenzphotons (innerhalb von 8 ns). Dies wird durch Einsatz eines Time Correlated
Single Photon Counter (TCSPC) erreicht, der sog. Zeitkorrelierten Einzelphoto-
nenzahlung. Der Detektor und die gepulste Erregung erméglichen die Erstellung
der Temporal Point Spread Function (TPSF), dem sog. Fluoreszenzphotonenlauf-
zeithistogramm. Diese Funktion beinhaltet nicht nur die Angabe der Intensitéat,
sondern auch Informationen Uber die charakteristische Lebensdauer des Fluores-
zenzibergangs, einen weiteren Parameter zuséatzlich zu den spektralen Eigen-
schaften des Farbstoffes, mit dessen Hilfe sich unerwiinschte Autofluoreszenz
besser vom spezifischen Signal trennen ldsst. Die Fluoreszenzlebensdauer kann
mit Hilfe von konventionellen, ungepulsten Lichtquellen nutzenden Geréaten nicht
nachgewiesen werden. Alle Scans wurden mit einer Wellenldnge von 670 nm und
einem 700 nm-Langpass-Detektionsfilter durchgefihrt. Der an die Antikbrper ge-
koppelte Fluoreszenzfarbstoff Cy5.5 hat sein Absorptionsmaximum bei 679 nm
und sein Emissionsmaximum bei 702 nm (vgl. Abb. 5), entspricht daher den ge-

wahlten Einstellungen.
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Abbildung 3: Das Optix-MX2-System
Bildquelle: Fa. ART, Montreal, Kanada.

Die Ergebnisse wurden als Overlay iber einem Kamerabild dargestellt, das unmit-
telbar vor der Messung gemacht wurde. Zur Objektivierung der Fluoreszenzsigna-
le, wurde als Maf3 die gemittelte Konzentration verwendet. Hierbei handelt es sich
um die relative Fluoreszenzintensitat, die Uber ein ausgewéhltes Messfeld gemit-
telt und durch die im Messbereich befindliche Messpunktzahl geteilt wird. Dieses

Map ist einheitslos.

TD-Detektor

Laseranregungs-

impulse 5

Fluoreszensfarbstoff

Abbildung 4: Prinzip der Fluoreszenzfarbstoffmessung

Bildquelle: Fa. ART, Montreal, Kanada, modifiziert.
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Alle Daten wurden jeweils in einer gemeinsamen Intensitédtsskala (normalized
counts [NC]) unabhéngig von der benutzten Anregungsintensitéat dargestellt und
analysiert. Fir jede Ratte wurden Scans durchgefihrt, die die komplette Leberre-
gion beinhalteten. Drei Wochen vor den Scans erhielten die Versuchstiere eine
spezielle Futterdiat (GLP 3893 Nafag 890, Provimi Kliba, Kaiseraugst, Schweiz),
um unspezifische Fluoreszenzsignale des Magen-Darm-Traktes durch vor allem
den chlorophyllhaltigen Anteilen im normalen Futter zu vermeiden. Zusatzlich wur-
den die Ratten in der zu untersuchenden Region rasiert (Bauchseite des Abdo-
mens), da das Fell eine unnétig starke Streuung und Absorption verursacht. Spezi-
fische Cy5.5-konjugierte DPPIV-Antikérper und unspezifische Cy5.5-konjugierte
IgG-Kontrollantikérper wurden intravends Uber die Schwanzvene injiziert (1,16
mg/kg). Fur die Durchfuhrung der Messungen erhielten die Versuchstiere eine In-
halationsnarkose mit 2-3,5 prozentigem Sevofluran und wurden auf dem Untersu-
chungstisch in Rickenlage fixiert. Die Korpertemperatur der Ratten wurde durch

den beheizten Untersuchungstisch konstant auf 37 °C gehalten.

1201
679 nm —= 702 nm

1007

]

— Cy 5.5 Absorption
— Cy 5.5 Emission

Absorption / Emission
3

400 560 660 7(')0 8(I)0
Wellenlange (nm)

Laserwellenlange : 670nm

Detektionswellenlange : 700nm

Abbildung 5: Absorptions- und Emissionsspektrum des Optix MX2
Bildquelle: Fa. ART, Montreal, Kanada
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In ersten Messungen wurden mit Hilfe von insgesamt 3 Tieren aus der Evalua-
tionsgruppe (vgl. Tab. 6) die Aufnahmebedingungen am Optix-MX2-System und
der optimale Messzeitpunkt determiniert. AnschlieBend erfolgten die eigentlichen
Untersuchungen an der Messgruppe mit insgesamt 5 Tieren (vgl. Tab. 6). Hierbei
dienten ein nicht transplantiertes Tier, dem Cy5.5-konjugierter spezifischer Anti-
korper injiziert wurde, und ein weiteres transplantiertes Tier, welches unspezifi-
schen, an Cy5.5 gekoppelten IgG-Kontroll-Antikérper erhielt, in allen Experimenten
zur Kontrolle. Das Optical Imaging der Messgruppe wurde durchgefihrt, indem zu
den Zeitpunkten von 1, 4 und 11 Tagen sowie 4, 6, 12 und 16 Wochen nach der
Hepatozytentransplantation jeweils eine Region of Interest (ROI) in der GréBe von
54 mm?2 im Bereich der gr6Bten Fluoreszenzintensitat definiert wurde. Die Mes-
sungen wurden 7 Stunden nach der Antikérperinjektion durchgefuhrt. Um spéter
eine Vergleichbarkeit zwischen unterschiedlichen Proben zu erméglichen, ist die
Kenntnis des Dye-To-Proteine-Verhaltnisses wesentlich, d.h. wie viele Farbstoff-
moleklle sich im Mittel an einem AntikOrper befinden. Das Dye-To-Proteine-
Verhéltnis far IgG betragt 2, das von anti-DPPIV 3,5.

2.11.3. Bestimmung der Gesamtleuchtkraft

Die Gesamtleuchtkraft (GLK) ist ein MaB fur die relative Menge der Zellen in der
Leberregion und lasst sich aus der gemessenen Fluoreszenzstrahlung ableiten.
Sie berechnet sich als Summe aller Intensitaten in der Messregion, die gréBer als
10 % der vordefinierten Maximalintensitat sind. Hintergrundbereiche zeigen typi-
scherweise Signalintensitdten unter 10 % und wurden nicht mit einbezogen. Die
GLK ist direkt proportional zur Gesamtheit der von der Leber kommenden Fluo-
reszenzstrahlung und somit ein MaB fir die relative Menge des gebundenen Anti-
korper-Farbstoffkonjugates und damit direkt proportional zur DPPIV-positiven Zell-
zahl unter der Voraussetzung einer konstanten Bindungsrate zwischen Antikorper
und untersuchten Zellen. Um die Spezifitdt der Antikérperbindung als auch den

Anteil der unspezifischen Anreicherung in der Leber nachzuweisen, wurden Kon-
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trollversuche mit einem unspezifischen Antikérper (IgG) bzw. Negativkontrollen mit
Tieren ohne implantierte Zellen durchgefihrt. Ein weiterer Parameter, der die Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse mit unterschiedlichen Proben erschwert, ist das oben
genannte Dye-To-Proteine-Verhaltnis, also das Verhélinis von Farbstoffmolekilen
zu Antikorper. Das Dye-To-Proteine-Verhaltnis war fur die gegeben Proben be-

kannt und wurde bei der Berechnung der GLK berlcksichtigt (vgl. Kap. 2.11.2).
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3. Ergebnisse

3.1. Nebenwirkungen und Toxizitat der Vorbehandlung und des
Optical Imaging

Weder akute noch chronisch toxische Effekte waren als Folge der selektiven per-
kutanen Leberbestrahlung mit 25 Gy Uber einen Beobachtungszeitraum von etwa
16 Wochen sichtbar. Keine mit der Prakonditionierung in Beziehung stehende
Morbiditat oder Mortalitat konnte bei den Ratten festgestellt werden, die dem Opti-
cal Imaging unterzogen wurden. Ferner zeigten die Anwendung des Optix-MX2-
Systems und die Applikation des Cy5.5-gebundenen Antikdrpers innerhalb des

Beobachtungszeitraums keine erkennbaren Nebenwirkungen.

3.2. Beurteilung praparierter Spenderhepatozyten vor Transplan-
tation

Fir die Bestimmung der Zellqualitdt sowie der Morphologie der gewonnen Spen-
derhepatozyten wurden Zytospins angefertigt. Die Suspension aus isolierten,
DPPIV-positiven Spenderhepatozyten wies eine Zellvitalitdt von mehr als 90 %
auf. Stark deformierte Zellen fanden sich nur vereinzelt. Nach Inkubation der Zell-
suspension mit anti-DPPIV zeigte sich, dass alle vitalen Hepatozyten erwartungs-
geman eine starke Immunoreaktivitat fir das Spenderzellantigen aufwiesen (Abb.
3).
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Abbildung 6: Charakterisierung der Spenderhepatozyten

Zur qualitativen Beurteilung der isolierten Spenderhepatozyten wurden Immunfluoreszenzfarbungen
an Zytospins von Spenderzellen mit anti-DPPIV durchgefihrt. Die Rotfarbung visualisiert das memb-
ranstédndige DPPIV und ist daher besonders kontrastreich. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit
DAPI in Blau.

3.3. Feststellung der optimalen Aufnahmebedingungen und des
Messzeitpunktes im Optical Imaging

In einem ersten Schritt mussten die Aufnahmebedingungen und Geréateeinstellun-
gen bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurde transplantierten Ratten aus der
Evaluationsgruppe A nach zweimonatiger Repopulationsdauer (vgl. Tab. 6) Cy5.5-
konjugierter, spezifischer Antikdrper Uber die Schwanzvene injiziert. AnschlieBend
wurden sie dem Optical Imaging unterzogen. Hierbei stellte sich heraus, dass das
Fell eine unnétig starke Streuung und Absorption verursachte. Eine zusatzliche
Fehlerquelle lag im herkbmmlichen Tierfutter, welches durch starke Autofluores-
zenz in den Probemessungen unspezifische Signale im Verdauungssystem er-
zeugte und somit falsch-positive Werte lieferte. Die anschlieBend unter angepass-
ten Messbedingungen, d.h. nach Rasur des Bauchfells unmittelbar vor dem Scan
und Einfihren einer speziellen, autofluoreszenzfreien Futterdiat 3 Wochen vor
dem Messtermin (vgl. Kap. 2.11) festgestellte Fluoreszenz stellte sich als hoch-

spezifisch heraus. Das Signal-Rausch-Verhéltnis betrug 14,6. Es handelt sich
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hierbei um einen Wert, der eine klare Abgrenzung der gemessenen Signale im

ROI und derer des inharenten Hintergrundrauschens im erhaltenen Bild erlaubte.

Totale Fluoreszenzintensitat
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Abbildung 7: Evaluation der Messbedingungen

Nach Eliminierung des ungebundenen Farbstoffkonjugats stellte sich der optimale Messzeitpunkt
zwischen Antikdrperapplikation und Optical Imaging auf etwa 7 Stunden heraus. Die rote Kurve
reprasentiert eine stetig hohe Fluoreszenzintensitdt des transplantierten Tieres. Die Kontrolltiere
(nicht transplantiertes Tier mit spezifischem Cy5.5 Antikdrper und transplantiertes Tier mit unspezi-
fischem Antikérper IgG) zeigten flache Kurvenverlaufe und somit keinen signifikanten Signalanstieg
(griine und violette Kurve).

Eine zeitliche Verzégerung zwischen Injektion des Fluoreszenzfarbstoffes und
dem Optical Imaging erleichterte eine Differenzierung zwischen gebundenem und
freiem Farbstoff. Zu diesem Zweck wurde einem transplantierten Tier spezifisches,
Cy5.5-konjugiertes anti-DPPIV appliziert. Eine weitere transplantierte Ratte erhielt
Cy5.5-gebundenes, unspezifisches IgG. Ferner wurde einem nicht transplantierten
Tier, welches jedoch nach demselben Protokoll vorbehandelt wurde, Cy5.5-
konjugiertes anti-DPPIV appliziert. Daraufhin wurden die Tiere der Evaluations-
gruppe A stindlich zwischen 1 und 10 Stunden nach der Antikérper-Injektion dem

Optical Imaging unterzogen.
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Zeit nach. Trfansplap_tiertes Tier Nicht transplantiertes Tier Tra_msplantit'ar_tes Tier
KM-Gabe in mit spezifischem AK mit spezifischem AK mit unspezifischem
Stunden (2 Monate post TX) P AK IgG (2 Monate post TX)

Abbildung 8: Determinierung des optimalen Messzeitpunktes

Die Tiere wurden stindlich zwischen 1 und 10 Stunden nach Antikérper-Injektion dem Optical Ima-
ging zugefuhrt. Das transplantierte Tier (2 Monate nach Transplantation) mit spezifischem AK zeigte
nach 7 bis 10 Stunden p.i. eine stabile Fluoreszenzintensitat Uber der Leberregion. Die Kontrolltiere
(nicht transplantiertes Tier mit spezifischem AK und transplantiertes Tier mit dem unspezifischem AK
IgG) zeigten Uber den gesamten Zeitraum deutlich niedrigere Fluoreszenzintensitaten, insbesondere
7 Stunden nach Applikation, zu einem Zeitpunkt an dem hohe Intensitéten im transplantierten Tier mit
spezifischem AK nachweisbar waren.

Anfangs wurde ein hohes Niveau totaler Fluoreszenzintensitat in der Leberregion
der untersuchten Tiere mit spezifischem Antikorper festgestellt. Als Folge der Re-
distribution im Plasmaraum fiel die Emission nach zwei Stunden schnell auf das
niedrigste Level ab. Danach zeigte sich, dass fluoreszente Konjugate in der Leber-
region angereichert worden waren. Dies wurde als spezifische Aufnahme interpre-
tiert (vgl. Abb. 4).

Dieses Signal konnte bis zu mindestens 10 Stunden nach Injektion deutlich vom

umgebenden Hintergrundsignal unterschieden werden. Mit einem signifikanten
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Abfall der totalen Fluoreszenzintensitat konnte dennoch gezeigt werden, dass der
freie Farbstoff etwa 5 bis 7 Stunden nach Injektion in erheblichem MaBe aus der
Leber eliminiert wurde. Zusammenfassend konnte also ein gleichbleibendes Anti-
korper-Distributionslevel und eine stabile Emission in der Leberregion zwischen 7
und 10 Stunden festgestellt werden. Dieses Zeitfenster wurde daher flr die fol-
genden Messversuche in Betracht gezogen (vgl. Abb. 5).

Obwohl der Cy5.5-konjugierte spezifische Antikdrper pharmakokinetischen Regeln
folgte, inklusive Exkretion im enterohepatischen Kreislauf, konnte bis zu 24 Stun-
den nach Injektion keine Interferenz mit den spezifischen Fluoreszenzsignalen in
der Leber festgestellt werden. Jedoch trat eine deutliche Exkretion Uber das Harn-
system mit Fluophorakkumulation in der Harnblase ab dem Zeitpunkt von 5 Stun-
den nach Injektion auf (hierzu keine Abbildung gezeigt). Nicht transplantierte Tiere,
die die vollstandige Vorbehandlung mit Bestrahlung und partieller Hepatektomie
durchlaufen hatten, dienten als Negativkontrolle. Auch ihnen wurde Cy5.5-
konjugierter spezifischer AntikOrper injiziert. Die gemessenen Fluoreszenzintensi-
taten in der Leberregion waren wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums
sehr gering und konnte ab 3 Stunden nach Injektion klar von den transplantierten
Tieren unterschieden werden. In einem zweiten Kontrollversuch erhielten repopu-
lierte Tiere eine Injektion mit konjugiertem, unspezifischem IgG. Hier konnten in
der Leberregion zu jedem Zeitpunkt nur sehr geringe Intensitdten der Fluores-
zenzsignale festgestellt werden. Zusammenfassend haben wir somit das optimale
zeitliche Intervall zwischen Antikorper-Applikation und Messung der Fluores-
zenzintensitéat fur die folgenden Versuche auf 7 Stunden determiniert.

Auf eine besondere Eigenschaft des Farbstoffes muss an dieser Stelle noch hin-
gewiesen werden. Die Sonde emittiert nicht unmittelbar dann, wenn markiertes
Gewebe mit Kurzzeitlichtimpulsen bestrahlt wird, sondern Uber eine charakteristi-
sche Lebensdauer hinweg (Keren et al. 2008). Diese Eigenschaft kann in Kombi-
nation mit einer zeitaufgeldsten Messung, wie sie im Optix-MX2-System realisiert
ist, genutzt werden um Autofluoreszenz von der spezifischen Fluoreszenz unseres
applizierten Antikérper-Farbstoff-Konjugat zu differenzieren. Die spezifische Le-

bensdauer fur unser Antikérper-Cy5.5-Konjugat wurde in Vorversuchen in vitro
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determiniert (1,67 ns) und anschlieBend eingesetzt, um zu validieren, ob die in der

Leber gemessenen Signale spezifisch fur unser Antikérper-Cy5.5-Konjugat waren.

3.4. Optical Imaging der Leberrepopulation in vivo

1, 4 und 11 Tage sowie 4, 8, 12 und 16 Wochen nach der Leberteilresektion und
Hepatozyten-Injektion erfolgte jeweils die qualitative Evaluation der 5 Empfanger-
tiere aus der Messgruppe B (vgl. Tab. 6) durch Optical Imaging mit Bestimmung
der relativen Konzentration der Fluoreszenzintensitat im zuvor festgelegten ROI

der Leberregion.
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Abbildung 9: Fluoreszenzintensitat transplantierter Tiere tiiber 16 Wochen

Die im Optical Imaging akquirierten Fluoreszenzintensitaten wurden mit 100 % auf ihren Endwert
normiert und reprasentieren die verschiedenen Wachstumskurven der Spenderhepatozyten. Alle
drei Kurvenverldufe zeigen einen zunéachst schnellen Anstieg und erreichen nach ca. 12-16 Wo-
chen eine Plateauphase. Das macht deutlich, dass innerhalb der ersten 20 Tage ein schnelles
Wachstum vorlag und sich nach etwa 80 Tagen ein Sattigungsphdnomen der Repopulationskapa-
zitat einstellte. Es ist anzunehmen, dass die Repopulation in Folge des gesetzten Regenerations-
reizes nahezu abgeschlossen war.
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Abbildung 10: Kinetischer Verlauf der Leberrepopulation im Optical Imaging

An den 3 transplantierten Tieren aus der Messgruppe B wurden 1, 4 und 11 Tagen sowie 4, 6, 12
und 16 Wochen nach Hepatozytentransplantation Optical-Imaging-Messungen durchgefiihrt. Die
relativen Fluoreszenzintensitdten wurden nach 16 Wochen verglichen und zeigten in allen Tieren eine
stetige Zunahme Uber den gesamten Untersuchungszeitraum.
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Nach intravendser Injektion von konjugiertem Cy5.5-anti-DPPIV zeigten die Unter-
suchungen der transplantierten Tiere bereits nach einem Tag ein klar erkennba-
res, spezifisches Signal der Empféngerleber. Im Verlauf des Experiments wurden
uber 16 Wochen hinweg kontinuierlich steigende Fluoreszenzintensitaten in allen
drei Tieren festgestellt, was die progressive Spenderzellvermehrung in den Lebern
durch DPPIV-positive Hepatozyten und deren Abkémmlinge wiederspiegelte (vgl.
Abb.11).

Die Abbildung 10 zeigt die Kinetik der Fluoreszenzintensitéat, die bei 16 Wochen
auf dem jeweiligen héchsten Wert auf 100 % normiert wurde. Fur die Bestimmung
der relativen Konzentration der Fluoreszenzintensitat, wurde das Fluoreszenzsig-
nal Uber ein ausgewéhltes Messfeld gemittelt und durch die im Messbereich be-
findliche Messpunktzahl geteilt. Diese besitzt keine MaBeinheit. Obwohl die Vor-
behandlungsprotokolle fur die Empféngerlebern und die Zelltransplantation fir alle
drei Tiere identisch waren, zeigten die Datenunterschiede in der Hohe der absolu-
ten Fluoreszenzintensitat mit einer maximalen absoluten Variation von 191 NC
(normalised counts). Am Endpunkt des Experiments beobachteten wir eine totale
Fluoreszenzintensitat von 1314 NC in der Leberregion von Tier 1, 1386 NC bei
Tier 2 und 1195 bei Tier 3.

Die Auswertung der Daten zeigte insgesamt standig steigende, jedoch variierende
Fluoreszenzsignale, die reprasentativ fur die unterschiedlichen Wachstumskurven
der Spenderhepatozyten waren (vgl. Abb. 10). Jedoch konnte ein gemeinsames
Muster entdeckt werden: Wahrend der ersten 11 Tage war die Multiplikation der
transplantierten Zellen relativ schnell. Danach schien sich die Leberrepopulation
zu verlangsamen und erreichte nach ca. 12-16 Wochen eine Plateauphase. Ein
reprasentativer Vergleich der transplantierten Tiere mit den beiden Kontrolltieren
aus der Messgruppe B zum Zeitpunkt 12 Wochen nach Transplantation zeigte ei-
nen deutlichen Signalunterschied Uber der Leber (vgl. Abb. 11). Bei gleichem Vor-
behandlungsprotokoll ist hierbei davon auszugehen, dass der dokumentierte Sig-

nalunterschied auf eine Proliferation der transplantierten Zellen zurtckzufthren ist.
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Abbildung 11: Fluoreszenzintensitaten liber dem Leberareal 12 Wochen nach He-
patozytentransplantation

Bei den Tieren C61 - C63 handelte es sich um transplantierte Tiere, denen spezifisches DPPIV-
Cy5.5 Antikérper-Konjugat injiziert wurde. Die KO-Kontrolle, ein nicht transplantiertes Tier, erhielt
DPPIV-Cy5.5 Antikérper-Konjugat. Der IgG-Kontrolle, ein transplantiertes Tier, wurde unspezifi-
sches 1gG-Cy5.5 Antikdérper-Konjugat appliziert. Die Messgruppe (C61 — C63) zeigte deutlich stéar-
kere Signale als die KO- und IgG-Kontrolle. Die Abwesenheit von Signalen in der Kontrollgruppe
bewies, dass das Signal in der Messgruppe von spezifisch gebundenem DPPIV-Cy5.5-Konjugat
verursacht wurde und damit in Relation zu den transplantierten Zellen stand.

3.5. Bestimmung der Gesamtleuchtkraft der Leber

Um relative Menge der Zellen in der Leberregion mit der gemessenen Fluores-
zenzstrahlung korrelieren zu kdnnen, haben wir die Daten aus dem generierten
Bildmaterial umgerechnet und einen neuen Parameter eingefihrt, die GLK (siehe
Kap. 2.11.3). Die Abbildung 12 zeigt die gemessene Antikbrpermenge der Tiere
der Messgruppe B inklusive der Kontrolltiere (blaue Balken). Die Antikérpermenge
ist dabei in einer linearen, aber einheitslosen GréBe angegeben, da die Parameter
wie Quanteneffizenz der Proben und Umwandlungsrate des Detektors nicht be-
kannt sind. Deutlich héhere Werte wurden bei dieser Messung fur die drei trans-
plantierten Tiere erzielt, die auch spezifische Antikérper erhielten (C61 - C63).

Dies unterstrich die Spezifitdt der Antikdrperbindung im Vergleich mit der IgG-
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Kontrolle. Auch konnte es sich dabei nicht um eine ungebundene Anreicherung
des spezifischen Antikdrpers in der Leber handeln, z.B. nach hepatischer Ver-
stoffwechselung des Antikérpers, da das nicht transplantierte Tier, das den glei-

chen Antikérper verabreicht bekam, deutlich niedrigere Signale in der Leber zeigte.

Vergleich der GLK mit der mittleren Fluoreszenzintensitat

Brel. GLK
®rel. Fluoreszenzintensitiat
Ce61 C62 C63 KO IgG

Abbildung 12: Vergleich der GLK mit der mittleren Fluoreszenzintensitat
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Die Gegenuberstellung der GLK mit der mittleren Fluoreszenzintensitat (jeweils normiert auf den
Mittelwert der Messgruppe um einen Vergleich zu ermdglichen) zeigte eine erhdhte Spezifitat der
GLK basierten Messungen, nachgewiesen durch eine geringere Variabilitdt in der Messgruppe
(C61 - CB3), und eine erhdhte Sensitivitat, erkennbar am deutlicheren Unterschied zu der KO- und
IgG-Kontrolle.

Der hier entwickelte Parameter GLK hat den Vorteil, dass er weitestgehend unab-
hangig von der GrdBe der Messregion ist und zuséatzlich lokale Schwankungen im
Messsignal toleriert, die durch Inhomogenitaten in der Verteilung der transplantier-
ten Zellen hervorgerufen werden. Die Uberlegenheit der GLK-Auswertung im Ver-
gleich zum klassischen Ansatz der Analyse von mittleren Signalintensitaten in be-
stimmten Regionen (vgl. Abb. 10) wird in Abbildung 12 deutlich. Die GLK (blaue
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Balken) zeigt gegenulber der relativen Fluoreszenzintensitat (grine Balken) eine
deutlich geringere Variabilitéat innerhalb der therapierten Tiere (C61 - C63) und ei-
nen gréBeren Unterschied zu den Werten von KO und IgG. Folglich ist die Aus-
wertung basierend auf GLK sowohl in der Sensitivitat als auch in der Spezifitat
Uberlegen.

Zur Ergebnisvalidierung wurden die Daten aus der GLK-Messung mit den immun-
histochemischen Untersuchungen der explantierten Lebern verglichen (siehe Kap.
3.6).

3.6. Nachweis der hepatischen Repopulation durch Immunfluo-
reszenzmikroskopie

Um die progrediente Leberrepopulation, die im Optical Imaging festgestellt wurde,
histologisch zu bestéatigen, wurden Immunofluoreszenz-Ko-Lokalisationsstudien an
den Lebern der Tiere aus der Messgruppe B nach Beendigung der Optical-
Imaging-Messungen nach 16 Wochen durchgefihrt (vgl. Abb. 12). Zudem kam
eine weitere Gruppe, bestehend aus 6 Tieren, zum Einsatz, die die histologische
Referenzgruppe C darstellte (vgl. Tab. 6). Alle 6 Tiere waren DPPIV-negativ, er-
hielten eine Hepatozytentransplantation und wurden in Analogie zur Messgruppe
B (vgl. Abb. 1) vorbehandelt. Jeweils zwei von ihnen wurden nach 3 Tagen, res-
pektive 4 und 16 Wochen, getdtet und ihre prozessierten Lebern der Immunfluo-
reszenzmikroskopie zugefiihrt (vgl. Abb. 14).

Alle Leberlappen der insgesamt 11 Tiere wurden der Immunofluoreszenzmikro-
skopie unterzogen. Die Leberstruktur zeigte sich zu allen Untersuchungszeitpunk-
ten unbeschadigt und ohne Hinweise auf Entziindung, Fibrose oder verdréngen-
des Wachstum. GroBe, teils konfluierende Cluster von Hepatozyten mit Expressi-
on des Spenderantigens DPPIV konnten in den Lebern der DPPIV-negativen Emp-
fangertiere nachgewiesen werden (vgl. Abb. 9).

Die DPPIV-positiven Zellverbande schienen sich aus Portalfeldern zu entwickeln,
wo die Spenderzellenintegration initial erfolgt war. Genauer gesagt, exprimierten

die Spenderzellen und ihre Abkémmlinge DPPIV in der den Gallencanaliculi zuge-
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wandten Membranseite in einem fir intakte und metabolisch aktive Hepatozyten
typisches Muster. Der kombinierte Stimulus der Bestrahlung und der partiellen
Hepatektomie haben eine kontinuierliche Leberrepopulation hervorgerufen, mit der
Folge, dass sich die Spenderzellen zunehmend in das Parenchym vorwuchsen
und ausdehnten. SchlieBlich bildeten sich Cluster, die im Laufe der Repopulati-

onsdauer konfluierten. Nach 16 Wochen beinhalteten diese Bereiche im Durch-

schnitt maximal bis zu 500 Zellen (vgl. unten).

Abbildung 13: Inmunfluoreszenzfarbung der Empfangerleber nach 16 Wochen

Dargestellt ist die reprasentative Immunfluoreszenzfarbung einer Empféangerleber aus der Messgrup-
pe B nach 16 Wochen mit anti-DPPIV zur Markierung der transplantierten DPPIV-positiven Hepatozy-
ten in Rot. Eine massive Repopulation der Empféngerleber wurde hiermit auch histologisch nachge-
wiesen. Die DPPIV-positiven Zellverbédnde schienen sich aus Portalfeldern zu entwickeln (PV = Por-
talvene), wo die Spenderzellenintegration initial erfolgt war. Das Gap-Junction-Protein Cx32 ist in
Griin und die Zellkerne mit DAPI in Blau geféarbt. Die Ubersichtsaufnahme zeigt zudem die homogene
Architektur des repopulierten Leberldppchens und die gleichméBige Verteilung von Cx32 auf der
Zellmembran der Spenderzellen. Die Expression von Cx32 stellt einen Indikator fir einen hochdiffe-
renzierten Zellstatus dar.

Eine Korrelation der immunhistochemischen Auswertung mit den Ergebnissen aus
der GLK-Messung zeigte korrespondierend zur Gesamtleuchtkraft eine ausge-
pragte Besiedlung der Lebern mit DPPIV-positiven Zellen. In den nicht transplan-

tierten Lebern, die in der GLK-Messung kein Signal aufwiesen konnten keine
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DPPIV-positiven Zellen dokumentiert werden. Ebenso konnte keine Farbung in
Gewebeschnitten transplantierter Tiere nachgewiesen werden, die mit dem un-
spezifischen Antikérper IgG inkubiert worden waren (hierzu keine Abbildungen

gezeigt).

100 um

Abbildung 14: Kinetik der Repopulation

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Repopulation wurden Immunfluoreszenzfarbungen der Tiere
aus der histologischen Referenzgruppe C durchgeflihrt mit Farbung von anti-DPPIV zur Markierung
DPPIV-positiver Hepatozyten in Rot (gestrichelte Pfeile), Gap-Junction-Protein Cx32 in Grin (Pfeil-
spitzen) und Zellkerne mit DAPI in Blau (Pfeile), 3 Tage (A), 4 Wochen (B) und 16 Wochen (C)
nach Hepatozytentransplantation. Nach 16 Wochen konnte eine ausgedehnte Repopulation der
Leber dokumentiert werden. Die Spenderzellcluster wuchsen ohne Zeichen der Raumforderung im
Empfangerparenchym.
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Die Kinetik des Repopulationsprozesses ist im Detail in den Abbildungen 14 A-C
dargestellt. In Abbildung 14 A sind einige wenige DPPIV-positive Spenderhepato-
zyten 3 Tage nach Transplantation abgebildet. Es konnten Ansammlungen von
etwa 10 DPPIV-positiven Hepatozyten in einer Schnittebene nachgewiesen wer-
den. Im Verlauf vermehrte sich deutlich die Anzahl der transplantierten Zellen und
erreichte nach 4 Wochen eine Zellzahl von etwa 100 DPPIV-positiven Hepatozy-
ten pro Schnittebene (vgl. Abb. 14 B). Im Laufe des Beobachtungszeitraumes von
4 Monaten vergréBerten sich die Cluster zu konfluierenden Anh&ufungen von bis
zu 500 Zellen.

Ein weiterer Anhaltspunkt flir eine erfolgreiche Integration und metabolische
Kommunikation der DPPIV-positiven Zellen ist das Expressionsmuster des Gap-
Junction-Proteins Connexin 32 (Cx32) (Koenig et al. 2005). Cx32 ist ein Trans-
membranprotein, das eine direkte Zell-zu-Zell-Kommunikation erlaubt und fur die
Migration und Differenzierung von Hepatozyten erforderlich ist. Es ist ferner far die
Integritdt des Leberparenchyms notwendig. Folglich dient Cx32 als Indikator fir
einen hochdifferenzierten Zellstatus. Im Rahmen der Gewinnung und Prozessie-
rung der transplantierten Hepatozyten durch das /n-Situ-Kollagenaseperfusions-
Verfahren werden in der Regel die Zell-zu-Zell-Verbindungen aufgebrochen und
kommen im Zytospin der isolierten Zellsuspension entsprechend deutlich vermin-
dert oder nicht zur Darstellung (dokumentiert durch fehlende Grinfluoreszenz des
Cx32) (vgl. Abb. 6). In Studien konnte gezeigt werden, dass durch die Transplan-
tation und in der frihen Post-Transplantationsphase es zu einer weiteren Redukti-
on von Cx32 kommt. Eine Reexpression des Proteins erfolgt i.d.R. tber einen Zeit-
raum von 3 bis 5 Tagen nach Transplantation (Koenig et al. 2005). Unsere Immun-
fluoreszenzfarbungen der Empfangerlebern nach 16 Wochen zeigten neben der
Rotfluoreszenz der DPPIV-positiven Zellen eine homogene punkiférmige Vertei-
lung der Grunfluoreszenz des Cx32, welche eine hohe Proteinexpression und
stabile intrazellulare Verbindungen zwischen transplantierten Zellen reprasentierte
(vgl. Abb. 13).

Zusammenfassend konnte hier eine ausgedehnte Besiedlung der Empféngerleber

durch die transplantierten Zellen innerhalb von 16 Wochen konstatiert werden. Zu
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diesem Zeitpunkt waren die Spenderzellen und ihre zahlreichen Abkémmlinge
vollstandig in das Leberparenchym des Empfangers integriert und zeigten sowonhl
strukturmorphologische als auch metabolische Eigenschaften von voll entwickelten

und integrierten Hepatozyten.
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4. Diskussion

4.1. Hepatozellulare Transplantation im DPPIV-Fischer-344-
Tiermodell

Zahlreiche Tiermodelle entstanden Uber die letzten Jahre mit dem Ziel, Methoden
und Strategien zu entwickeln, um das Engraftment der Hepatozyten sowie ihr Lang-
zeituberleben zu verbessern (Gilgenkrantz 2010). Dabei wurden Hepatozyten auf
verschiedene Art und Weise markiert und dargestellt, z.B. durch Farbstoffe oder
durch radioaktive Marker. Ebenso brachte der Einsatz von mutagenen Tiermodellen
wesentliche Erkenntnisse auf dem Gebiet der Hepatozytentransplantation.

Das Tiermodell in der vorgelegten Dissertation verwendet Ratten aus genetisch
identischen Inzuchtstammen, wobei DPPIV-defiziente Fischer-344-Ratten als Emp-
fangertiere und DPPIV-positive Wildtyp-Fischer-344-Ratten als Spendertiere dien-
ten. Bei dieser sogenannten syngenen Transplantation ist eine Immunsuppression
nicht erforderlich. Das Prinzip des DPPIV-Fischer-344-Tiermodells beruht auf dem
Lokalisieren von genetisch markierten Zellen. Da es sich beim DPPIV um einen en-
dogenen Marker handelt, ist die Grundlage fur Langzeitversuche gegeben, im Falle
des vorgelegten Dissertationsprojektes fir solche von bis zu 16 Wochen. Im Ge-
gensatz zu exogenen Markern, wie z.B. Fluoreszenzfarbstoffen (vgl. Kap. 1.2.1)
oder radioaktiven Isotopen, die abbauenden Prozessen unterliegen (Rajvanshi et al.
1996), ist im vorgestellten Tiermodell eine konstante Nachweisbarkeit der Spender-
hepatozyten gewéhrleistet. Ein durch somatische Mutation bedingter Verlust des
DPPIV-Antigens wéare moglich, aber sehr unwahrscheinlich und wurde Uberdies bis-
lang nicht in der Literatur beschrieben.

Eine Einschrankung haben syngene Tiermodelle dennoch. Sie reflektieren nicht in
ausreichendem Mafle die Umstande, die eine humane Anwendung betreffen, wel-
che eine allogene Transplantation erfordert (Weber et al. 2009). Jedoch waren und
sind sie besonders hilfreich bei der Untersuchung und Evaluierung der selektiven

Hepatozytenrepopulation.



Diskussion 66

4.2. Optical Imaging

4.2.1. Optical Imaging im DPPIV-Fischer-344-Tiermodell

Das DPPIV-Fischer-344-Tiermodell mit partieller Hepatektomie sowie Restleber-
Bestrahlung ist eine geeignete Methode, um Mechanismen zu untersuchen, die
zur Rekonstituierung der Leber durch DPPIV-positive Spenderzellen fuhren. Die-
ses Dissertationsprojekt hat gezeigt, dass die Leberrepopulation im experimentel-
len Tiermodell durch Optical Imaging und Cy5.5-konjugierte Antikdrper einfach
Uberwacht werden kann. Bisher reprasentieren Ex-Vivo-Techniken, wie etwa mor-
phometrische Analysen, die auf Histochemie bzw. Immunolabeling oder der Fest-
stellung von DPPIV in Gewebeproben, z.B. durch enzymatische oder molekulare
Untersuchung und FACS-Analyse basieren, den Goldstandard fiir die Feststellung
des AusmaBes der Leberrepopulation im anerkannten DPPIV-Fischer-344-
Tiermodell (Koyama et al. 2007). Diese Methoden verlangen jedoch das Explantie-
ren von Organen vor der Analyse. Darlber hinaus ist eine groBe Anzahl Tiere né-
tig, um Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten durchfiihren zu kénnen. AuB3er-
dem muss eine groBe Anzahl Proben von einer Leber prozessiert und analysiert
werden, bevor die Extrapolation der Ergebnisse Uberhaupt die Effizienz der Leber-
repopulation im gesamten Organ darstellen kann. Zudem kann die Kinetik der
Spenderzellmultiplikation nur unzureichend dokumentiert werden, da wahrend der
Studie verschiedene Tiere beobachtet werden. Um die erfolgreiche Repopulation
der Leber durch transplantierte Zellen repetitiv in einem einzigen Tier zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten darstellen zu kénnen, ist die Nadelbiopsie aus der Leber
eine weitere denkbare Moglichkeit. Jedoch scheint dieser Ansatz zu anspruchs-
voll, da es technisch schwierig ist, Biopsien an kleinen Tieren durchzufthren. Fer-
ner kdnnen lediglich kleine Gewebeproben gewonnen werden, so dass das Risiko
von erheblichen Stichprobenfehlern besteht (Plebani und Basso 2007).

Unter Berucksichtigung der o.g. Schwierigkeiten wird hier ein Optical-lmaging-
Verfahren présentiert, das auf einem durch Fluoreszenzfarbstoff konjugierten, mo-
noklonalen Antikorper basiert. Es liefert nicht nur exakte Daten, sondern ermdég-

licht zeitlich eine longitudinale Dokumentation der Leberrepopulation in einem ein-
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zigen Tier. Zudem beinhaltet es die Mdéglichkeit, die Anzahl der fir die Experimen-
te notwendigen Tiere in erheblichem MaBe zu reduzieren.

Verglichen mit der Szintigraphie oder der MRT besitzen Fluoreszenzfarbstoffe nur
eine geringe Eindringtiefe in das Gewebe (Cheng et al. 2005). Jedoch hat biologi-
sches Gewebe ein minimales Absorptionsvermédgen im NIR-Fenster (650-900 nm),
was effiziente Photonenpenetration in und aus dem Gewebe mit niedriger Streu-
ung im Gewebe ermoglicht (Koyama et al. 2007). In den einzelnen Messreihen
konnte die Absorption und die Autofluoreszenz durch Rasur der Tiere im Scanbe-
reich vor jeder Messung weiter verringert werden. Dadurch war eine tiefere und
genauere Darstellung des Gewebes mdéglich. Zuséatzlich wurde eine spezielle Fut-
terdiat angewendet, um Hintergrundsignale zu reduzieren, die normalerweise im
oberen Gastrointestinaltrakt erheblich sind.

Initiale Studien wurden zur Evaluation des optimalen Zeitintervalls fir die Applika-
tion des Fluoreszenzfarbstoffs durchgefiihrt. Sieben Stunden nach der intravené-
sen Injektion war der Antik6rper im Empfangertier gut verteilt. In der Leberregion
konnte eine starke Signalintensitat nachgewiesen werden. Jedoch war es wichtig
zu zeigen, dass die Fluoreszenz spezifisch fir das Antikérper-Cy5.5-Konjugat war
und durch die spezifische Bindung des Antikdrpers an das Zielantigen verursacht
wurde. Ein wichtiger Parameter, der bei dieser Unterscheidung helfen konnte war
die Lebensdauer. Sie gibt die mittlere Zeit an, in der ein Farbstoffmolekil in einem
angeregten Zustand verbleibt, bevor es ein Photon emittiert und damit in den
Grundzustand zurlckkehrt. Dieser Wert ist fur jedes Antikérper-Farbstoff-Konjugat
charakteristisch und kann daher herangezogen werden um spezifische Signale zu
detektieren (Akers et al. 2007). Die Lebensdauer ist ferner so spezifisch, dass mit
ihrer Hilfe nicht nur Autofluoreszenz von emittierter Fluoreszenz eines Antikorper-
Farbstoff-Konjugates unterschieden werden kann, sondern sie findet auch Anwen-
dung um Signale von zwei simultan applizierten NIR-Fluophoren mit einem &hnli-
chen Spektrum in vivo voneinander zu differenzieren (Napp et al. 2010). Basierend
auf In-Vitro-Messungen und Bestimmung der spezifischen Lebensdauer konnten
wir zeigen, dass sich die Lebensdauer unseres gemessenen Signals Uber der Le-

berregion als spezifisch fur das Antikérper-Cy5.5-Konjugat erwies.
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Des weiteren konnte die Mdglichkeit ausgeschlossen werden, dass die gemesse-
ne Fluoreszenz durch unspezifische AntikOrper-Bindungen verursacht wurde, in-
dem zuvor zwei wichtige Kontrollexperimente durchgefihrt wurden: Nicht trans-
plantierten Tieren wurde Cy5.5-konjugierter spezifischer Antikorper injiziert und
nur sehr niedrige Fluoreszenzlevel konnten in der Leber festgestellt werden. Dar-
Uber hinaus wurde kein ausreichend hohes Fluoreszenzsignal erreicht, wenn nicht
transplantierten Tieren Cy5.5-konjugiertes IgG injiziert wurde. Uberdies konnte
eine hohe, zeitabhédngige Aufnahme des Antikdrper-Cy5.5-Konjugates in allen
transplantierten Tieren bewiesen werden: Das Fluoreszenzsignal stieg parallel zur
Leberrepopulation. Zuletzt konnte eine starke Korrelation zwischen der
Cy5.5-bezogenen Fluoreszenz der repopulierten Leber und der Visualisierung von
Spenderzeliclustern auf Kryoschnitten durch Verwendung der Immunreaktionsfa-
higkeit von DPPIV gezeigt werden.

Das Optical Imaging erlaubte in der vorgelegten Studie zum ersten Mal, die
Wachstumskurven von Spenderzellen in verschiedenen Tieren untereinander zu
vergleichen. In der Tat erwies sich die Kinetik der Leberrepopulation als inhomo-
gen. Trotzdem ergab sich ein einheitliches Muster der Spenderzellmultiplikation
mit einer zunachst stark ansteigenden Wachstumskurve und einer spaten Pla-

teauphase.

4.2.2. Messung der Gesamtleuchtkraft

Ziel der Untersuchung war es, die gemessene Fluoreszenzintensitat in der Leber-
region mit der relativen Menge der dort vorhandenen Hepatozyten in Verbindung
zu setzten. Dabei gab es mehrere systemimmanente Probleme zu bedenken:

1. Es wurde nicht die Anzahl der Spenderzellen gemessen, sondern die Signale,
die von einer Menge an markierten Antikérper ausgehen. Um im Vergleich mit den
Kontrollen Ruckschlisse tber die vorhandenen Zellen ziehen zu kénnen, musste
nachgewiesen werden, dass der AntikOrper spezifisch an die entsprechenden Zel-

len band.
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2. In den meisten Fallen war ein Antikbrper mit mehr als einem Fluorophor mar-
kiert. Fur die vergleichende Analyse musste daher das Fluorophor-zu-Antikorper-
Verhéaltnis far alle verwendeten Proben bekannt sein.

3. Da es sich bei den Antikorper-Farbstoff-Konjugaten um Makromolekile handel-
te, wurden diese Uber die Leber verstoffwechselt, d.h. auch ungebundene Konju-
gate trugen in der Leber zum Entstehen des Fluoreszenzsignals bei. Um diesen
Anteil schatzen und die Spezifitat der Antikérperbindung nachzuweisen zu kénnen,
waren zwingend Kontrollversuche mit einem unspezifischen Antikérper (IgG-
Cy5.5-Konjugat) bzw. Negativkontrollen mit Tieren ohne implantierte Zellen nétig,
da diese nur ein unspezifisches Fluoreszenzsignal zeigen konnten. Die zuvor be-
stimmte GLK in der IgG-Isotypkontrolle entsprach daher weitestgehend dem un-
spezifischen Anteil der GLK-Werte der Versuchstiere C61 - C63. Um einen model-
bedingten Einfluss durch die injizierten DPPIV-positiven Zellen auszuschlieBen
wurde das KO-Tier in Kombination mit dem spezifischen DPPIV-Cy5.5-Konjugat
analysiert. Die Ergebnisse zeigen in etwa die gleiche GLK wie im IgG-Tier (vgl.
Abb. 12) und deuten daher darauf hin, dass die DPPIV-positiven Hepatozyten kei-
nen direkten Einfluss auf die Messung haben. Somit lieBe sich aus der Differenz
der GLK-Werte der Versuchstiere C61 - C63 mit dem mittleren GLK-Wert aus dem
IgG- und KO-Tier die GLK des spezifisch gebunden Anteils des DPPIV-Cy5.5-
Farbstoff-Konjugates bestimmen.

4. In den meisten Féllen basierte die Auswertung von Fluoreszenzsignalen einer
In-Vivo-Messung auf der Bestimmung der mittleren Intensitat fur die ROI. In Falle
des vorgestellten Tiermodells sollte aber die gesamte Intensitat in der Leberregion
mit der Zellrepopulation korreliert werden. AuBerdem bestand die Mdglichkeit,
dass die Zellen inselartig in der Leber verteilt waren und somit ein Mittelwert auch
von Regionen ohne Zellen beeinflusst worden ware. Daher haben wir die Summe
der Fluoreszenzintensitét in einer Region bestimmt, die immer die gesamte Leber
enthielt. Allerdings ware dieses Ergebnis von der Koérpergro3e des Versuchstieres
sowie von Variation bei der Lagerung abhangig gewesen, da nicht gesichert wer-
den konnte, dass die Leber immer den gleichen Volumenanteil im Messfeld aus-

macht. Wir haben daher fur die Auswertung einen neuen Parameter Gesamt-
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leuchtkraft als Summe aller Intensitaten in der Messregion, die gréBer als 10 %
der bestimmten Maximalintensitat sind, eingefihrt. Der Wert der GLK war nur von
der Konzentration des Antikérper-Farbstoffkonjugates abhangig und nach hinrei-
chend langer Zeit, in der die ungebunden Anteile des Konjugates vollstédndig ver-
stoffwechselt werden konnten, direkt proportional zur vorherrschenden Zellzahl
(natiirlich nur unter der Voraussetzung, dass das Konjugat im Uberschuss appli-
ziert wurde und in der Lage gewesen ist in vivo an alle Zellen zu binden).

In der vorgelegten Studie konnte gezeigt werden, dass der Parameter GLK ge-
genuber der Bestimmung der Fluoreszenzintensitat eine hdhere Spezifitdt und
Sensitivitat aufweist und ihr somit Uberlegen ist. Es ist daher zu vermuten, dass
basierend auf der GLK-Messung, feinere Unterschiede zwischen transplantierten
Tieren und den Kontrolltieren nachweisbar waren. Daher kénnte das hier entwi-
ckelte Verfahren vermutlich eingesetzt werden, um zu einem deutlich friheren

Zeitpunkt den Erfolg der Hepatozytentransplantation nachzuweisen.

4.2.3. Derzeitiger Status und Perspektiven des Optical Imaging

Die nichtinvasive Echtzeitanalyse molekularer Prozesse im lebenden Organismus
ist ein aktiver Bereich der Forschung (Pittet und Weissleder 2011). SPECT, PET
und die MRT wurden erfolgreich auf In-Vivo-Studien zur Detektion von Pathologien
und der Evaluation von Regenerationsprozessen angewandt. Insbesondere die
MRT wurde erfolgreich zum Nachweis von magnetisch markierten Zellen mit hoher
anatomischer Auflésung verwendet (Weissleder et al. 1997). Jedoch ist die Emp-
findlichkeit von MRT-basierten Nachweisverfahren begrenzt (Daldrup-Link et al.
2005). Wenn man zudem bericksichtigt, dass diese Methode zeitaufwandig und
technisch sehr kompliziert ist, muss die Realisierbarkeit von langfristig angesetz-
ten, repetitiven Langsschnittstudien in Frage gestellt werden (Lecchi et al. 2007).

Im Gegensatz zu den oben erwahnten Verfahren stellt Optical Imaging eine kom-
fortable Methode zur Uberwachung molekularer Prozesse in Echtzeit zur Verfi-
gung. Sie ist schnell, einfach zu handhaben und kann innerhalb kurzer Zeit auf In-
Vivo-Studien angewendet werden. Anders als bei der SPECT und PET hat z.B.
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das NIR-Fluoreszenz basiertes Optical Imaging den Vorteil, dass keine radioakti-
ven Substanzen bendétigt werden. AuBerdem ist die Technologie hochsensibel,
miniaturisierbar und potenziell mobil (Koenig et al. 2009). Wie wir im vorgelegten
Dissertationsprojekt zeigen konnten, ist sie zudem bestens als nichtinvasives Ver-
fahren fir die Uberwachung von In-Vivo-Prozessen geeignet, in unserem Fall far
den Nachweis der Hepatozytenrepopulation im Ratten-Transplantationsmodell.

Die Arbeitsgruppe von Landis hat ebenfalls eine hoch entwickelte, nichtinvasive
Methode zur Bestimmung der Leberrepopulation vorgestellt (Landis et al. 2006).
Sie haben ein transgenes Maus-Transplantationsmodell verwendet, in dem Spen-
derhepatozyten Uber die Produktion von Phosphokreatin mit Hilfe der Magnetre-
sonanz-Spektroskopie Uberwacht wurden. Der gréBte Vorteil hierbei bestand da-
rin, dass keine weitere Substanz zur Darstellung der Zielzellen im Repopulations-
prozess bendtigt wurde. Jedoch ist bei diesem Ansatz fur die Bildgebung die Ex-
pression eines transgenen Proteins notwendig. Im vorgestellten Transplantati-
onsmodell wurden die Spenderhepatozyten und deren Abkémmlinge visualisiert,
indem konjugierte Antikbrper an ein spezifisches Oberflachenantigen auf den
Spenderzellen banden. Obwohl hier Fremdproteine (Antikérper) den Versuchstie-
ren appliziert werden mussten, ist das Bildgebungsverfahren mit Optix MX2 im
klinischen Umfeld durchaus denkbar (Koenig et al. 2009). Allerdings hat dieses
Verfahren eine Einschrankung: Die geringe Eindringtiefe sowie die starke Licht-
streuung im Gewebe gestalten die Translation des Optical Imaging fur eine breite
klinische Anwendung schwierig.

Ziel weiterer Forschung sollte es sein, die Stellung des Optical Imaging in der
préklinischen Kleintierbildgebung auszubauen. Derzeit ist ein Forschungsschwer-
punkt die Entwicklung von besseren Scannern mit einer héheren Eindringtiefe
(Deliolanis et al. 2007), von tomographischen Fluoreszenzbildgebungssystemen
(Zavattini et al. 2006) sowie von photoakustischer Bildgebung (Ntziachristos
2011).
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4.2.4. Intravitale Bildgebung im klinischen Kontext

Im vorgelegten Dissertationsprojekt wurde gezeigt, dass Optical-lmaging-
Verfahren, die nach der Injektion eines Antikdrper-Farbstoff-Konjugates angewen-
det werden, das Potenzial besitzt die Leberrepopulation nach Hepatozytentrans-
plantation im Ratten-Transplantationsmodell zuverlassig nachzuweisen und die
Kinetik der Leberrepopulation sicher darzustellen.

Optical Imaging ist auf selektive und aktivierbare Sonden angewiesen, um Ziel-
strukturen, biologische Prozesse und Zellen in vivo zu visualisieren und zu quanti-
fizieren. Die Kombination aus molekularen Informationen, die durch Sonden ge-
wonnen werden, und anatomischen Daten aus anderen Bildgebungsmodalitaten
wie z.B. CT oder MRT, fuhrt zu einer erhéhten Funktionalitat. Der Bedarf und das
Interesse nach solchen Verfahren wird es ermdglichen das Optical Imaging in den
kommenden Jahren auszuweiten.

Die Verwendung von optischen, fluoreszenfarbstoff-gekoppelten Sonden im nahen
infraroten Bereich ermdglicht, wie bereits oben beschrieben (vgl. Kap. 1.3), eine
verbesserte Penetration des Gewebes durch Photonen und minimiert Artefakte
durch Autofluoreszenz des Gewebes. Mehrere Parameter beeinflussen uberdies
die Effektivitdt der Sonden in vivo. Zu diesen Faktoren gehéren das Sonden-
Targeting, die Sondenaktivierung, die Pharmakokinetik der jeweiligen Sonden, ihre
Biokompatibilitat und ihre Photophysik. Nur wenige Sonden sind von der Food and
Drug Administration fir die klinische Verwendung freigegeben worden
(Hilderbrand und Weissleder 2010). Indocyanin-Griin hat eine niedrige Toxizitat,
vernachlassigbare Nebeneffekte und wird fiir die Uberwachung der Herzfunktion,
der Leberausscheidung und fir Angiographien der Retina verwendet (Owens
1996). Methylen-Blau, ein Fluophor mit dunkelroter Emission, ist als Farbstoff fir
die Sektion des Wéchterlymphknotens (East et al. 2009) und die Identifikation von
Kolonpolypen verwendet worden (Kiesslich et al. 2003). Viele neue Fluophore mit
dunkelroter oder NIR-Emission sind nun auf dem Markt erhéltlich und wurden be-
zuglich der Helligkeit, der Léslichkeit und ihrer Photostabilitdt optimiert
(Hilderbrand und Weissleder 2010).
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In der Onkologie findet der diagnostische, aber auch der therapeutische Einsatz
von Sonden bereits Anwendung. Die Wirksamkeit dieser Substanzen, wie etwa
Antikorper, Peptide und Liganden, ist ausfihrlich untersucht worden und sie wer-
den heute routineméaBig im klinischen Alltag eingesetzt (Press und Lenz 2007). So
werden etwa fir Rezeptoren auf Oberflichen von Krebszellen hochspezifische
monoklonale Antikdrper als Kontrastmittel in der PET-Bildgebung verwendet, z.B.
Pentetreotide in neuroendokrinen Tumoren (Jacobsson et al. 2012). Zur Behand-
lung sowohl von Brustkrebs (Salouti et al. 2011) und Prostatakrebs (Bouchelouche
et al. 2011) im Rahmen der sogenannten Radioimmuntherapie, als auch von fort-
geschrittenem kolorektalen Karzinomen zur Blockierung der Zellsignale finden
Cetuximab (Garrett und Eng 2011) und Bevacizumab Anwendung (Bagnasco et al.
2012).

Die Zukunft des Optical Imaging fur einen potenziellen klinischen Einsatz héngt
nicht unwesentlich von der Entwicklung geeigneter Sonden ab. Weitere Innovatio-
nen des Sondendesigns von klinisch anwendbaren Fluoreszenzfarbstoffen und
Bildgebungsverfahren sowie ein angepasstes Toxizitats-Screening werden zur
Entwicklung von Sonden mit héherer Sicherheit und Einsatzflexibilitat fuhren. Auf-
grund der geringen Eindringtiefe von Fluoreszenzfarbstoffen sowie der starken
Lichtstreuung im Gewebe erscheinen nur bestimmte Kdérperregionen fur die hu-
mane Applikation des Optical Imaging sinnvoll. In Frage k&dmen z.B. Lasionen in
oder knapp unterhalb der Haut, endoskopisch zugangliche Regionen z.B. Darmpo-
lypen oder intraoperativ im Rahmen von laparoskopischen Eingriffen (Kim 2009).
Somit erscheint eine reine nichtinvasive Anwendung von Optical Imaging beim

Menschen derzeit nicht moglich.

4.3. Hepatozytentransplantation als Perspektive

Aufgrund ihres hohen regenerativen Potenzials gehérte die Leber zu den Organen,
die fur einen zelltherapeutischen Ansatz in Erwdgung gezogen werden kdnnen

(Gilgenkrantz 2010). Im Laufe der vergangenen 10 Jahre konnten bereits beachtli-
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che Erfolge auf dem Gebiet der klinischen Hepatozytentransplantation erzielt wer-
den (Dhawan et al. 2010). Viele Ergebnisse aus grundlegenden, tierexperimentel-
len Studien konnten im Vorfeld auf den Menschen Ubertragen werden und zur ste-
ten Verbesserung beitragen. Dennoch stellt die OLT weiterhin die Standardthera-
pieoption fir das fortgeschrittene Stadium des akuten und chronischen Leberver-
sagens dar (Hughes et al. 2012). Obwohl die Ergebnisse aus den klinischen Stu-
dien bis zum heutigen Tage ermutigend sind, konnte zu keinem Zeitpunkt eine
komplette Korrektur metabolischer Entgleisungen der Leber erzielt werden (Soltys
et al. 2010). Es gibt daher noch viel Bedarf fir Veranderungen und Verbesserun-
gen auf dem Gebiet der zellularen Therapie in der Leber.

Heute sind die Eigenschaften und das Potenzial transplantierter Hepatozyten gut
erforscht. Sie wurden erfolgreich zur Uberbriickung der Zeit bis zu einer Organver-
pflanzung eingesetzt (Bilir et al. 2000). Auch sind sie in der Lage die Mortalitat bei
akutem Leberversagen signifikant zu senken (Ott et al. 2000) und sie sind einsetz-
bar fir die Therapie von metabolischen Leberfunktionsstérungen (Puppi et al.
2008).

Die Hepatozytentransplantation weist gegenliber der Ganzorgantransplantation
mehrere entscheidende Vorteile auf. Im Gegensatz zur OLT kbénnen aus einem
Leberorgan gleich mehrere Empfanger mit Zellen versorgt werden, weil nur ein
Bruchteil des Organs fir eine Transplantation notwendig ist. Dartber hinaus ist
eine Zelltransplantation logistisch weniger aufwendig und stellt einen weniger in-
vasiven Eingriff fir den Patienten dar (Markus und Becker 1999). Dadurch mini-
mieren sich sowohl die Risiken als auch die Kosten einer solchen Therapie in er-
heblichem MaBe (Mazaris et al. 2005). Zudem erfordert das geringe immunogene
Potenzial reiner Zellen geringere Mengen immunsuppressiver Medikation gegen-
uber der OLT (Allen und Soriano 2001). Um bessere Ergebnisse beim Langzeit-
Uberleben transplantierter Hepatozyten im Empféngerorganismus zu erzielen,
wurde kurzlich ein Ansatz vorgestellt, bei dem Hepatozyten vor der Transplantati-
on aufbereitet und entkapselt werden, eine sogenannte Immunoisolation (Mei et al.
2009). Die so hergestellten Hepatozyten-Microbeads weisen kein immunogenes

Potenzial auf, so dass theoretisch auf eine Immunsuppression verzichtet werden
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konnte. In ersten In-Vitro-Versuchen konnte zudem gezeigt werden, dass in einer
Lésung aus Aszites, welches von Kindern mit einer Leberinsuffizienz stammt, her-
angezuchtete Microbeads in der Lage waren, uber eine Dauer von zwei Wochen
die Albumin- und Faktor-VII-Produktion aufrechtzuerhalten (Hughes et al. 2012).

In den letzten Jahren wurden erhebliche Fortschritte im Umgang mit Hepatozyten
und den Techniken der Hepatozytentransplantation erzielt, die einen regelhaften
klinischen Einsatz effizienter und sicherer gestalten. Die Zelltherapie mit Hepatozy-
ten ist langst nicht mehr individuellen Heilversuchen vorbehalten. Seit 2008 wird in
Deutschland und in weiteren européischen Léandern die SELICA (Safety and Effi-
cacy of Liver Cell Application)-Studie zur Leberzelltherapie bei Neugeborenen mit
Harnstoffzyklusdefekten durchgeflihrt, inzwischen als Phase-V-Studie. Zudem wird
seit 2010 im Rahmen der SELICA-III-Studie die Leberzelltherapie auch in den USA
und seit 2011 in Kanada realisiert (Meyburg und Hoffmann 2010).

Trotz der offensichtlichen Vorteile einer zellularen Therapie bei Lebererkrankungen
mussen einige fundamentale Fragen beantwortet werden, bevor eine standardisier-
te klinische Applikation durchgefihrt werden kann, z.B. Uber die fehlende Vorher-
sagbarkeit fur ein erfolgreiches Engraftment der Hepatozyten, ihrer Funktionalitat
und Expansion nach Transplantation oder Uber das offensichtliche Langzeitversa-
gen der Zellen in den bislang durchgeflhrten klinischen Versuchsreihen (Puppi et al.
2011). Daher wird die Nachfrage nach einer nicht-invasiven Methode der Langzeit-
untersuchung und qualitativen Evaluation des Spenderzell-Engraftment, des Uber-
lebens und der Proliferation von zentraler Bedeutung flr die Verbesserung von ex-

perimentellen und ebenso von klinischen Strategien sein.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund

Die Hepatozytentransplantation wird als vielversprechende Behandlungsoption fir
Patienten mit angeborenen Stoffwechselerkrankungen oder mit akutem Leberver-
sagen betrachtet und kdnnte als Alternative zur orthotopen Lebertransplantation
dienen. Aktuell gibt es noch kein etabliertes bildgebendes Verfahren, um das
Schicksal der transplantierten Hepatozyten intravital zu verfolgen. Optical Imaging
ist ein Bildgebungsverfahren fur die Darstellung von in vivo Prozessen in praklini-
schen Tiermodellen. Ziel der hier vorgelegten Dissertation war es zu evaluieren,
ob mittels intravitaler Bildgebung mit dem Optical-Imaging-System Optix MX2
(ART, Kanada) unter Einsatz von Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern
transplantierte Hepatozyten im DPPIV-Fischer-344-Rattenmodell detektiert und
quantifiziert werden kdénnen. Ferner wurde untersucht, ob die Wachstumskinetik
der transplantierten Zellen in der Empfangerleber im zeitlichen Verlauf dargestellt

werden kann.

Methode

Zur Vorbereitung des Transplantationsprozesses und zur Optimierung der Bedin-
gungen fur die Repopulation wurden Empfangertiere (DPPIV-defiziente Ratten) mit
25 Gy Einzeldosis-Bestrahlung der rechten Leberlappen vorbehandelt. Vier Tage
spater erfolgte eine 30-prozentige Leberteilresektion (Entfernung des links-
anterioren Leberlappens). AnschlieBend wurden DPPIV-positive Spenderhepato-
zyten in das Milzparenchym der Empfangertiere implantiert, von wo aus deren Re-
distribution Uber das Pfortadersystem in die Empféngerleber erfolgte. In einem
ersten Schritt wurden zunéachst die optimalen Aufnahmebedingungen und Geré-
teeinstellungen sowie der ideale Zeitpunkt fur die Messung bestimmt. Anschlie-
Bend wurde die Repopulation der Leber durch die Spenderzellen an drei exempla-
rischen Tieren nach intravendser Applikation von Cy5.5-gekoppelten DPPIV-

Antikérpern mit Hilfe des Optix-MX2-Systems nach 1, 4 und 11 Tagen sowie 4, 8,
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12 und 16 Wochen in vivo untersucht. Als Kontrolle dienten erstens nicht trans-
plantierte Tiere, die das spezifische und transplantierte Tiere, zweitens Tiere, die
ein unspezifisches Antikdrper-Farbstoff-Konjugat (Cy5.5 gekoppelt an IgG) erhal-
ten hatten.

Um das AusmaB der Neubesiedelung in der Leberregion mit der gemessenen Flu-
oreszenzstrahlung korrelieren zu kénnen, wurde fir die Auswertung die Gesamt-
leuchtkraft (GLK) definiert. Sie ist direkt proportional zur Gesamtheit der von der
Leber kommenden Fluoreszenzstrahlung und somit ein MaB fur die relative Menge
des gebundenen Antikorper-Farbstoffkonjugates, ausgehend von einer konstanten
Bindungsrate zwischen Antikdrper und untersuchten Zellen.

Die Ergebnisse des Optical Imaging wurden anschlieBend nach 16-wéchiger
Repopulationszeit mit Immunofluoreszenz-Ko-Lokalisationsstudien an Kryoschnit-

ten validiert.

Ergebnisse

Die Vorversuche ergaben, dass der optimale Messzeitpunkt der Fluoreszenzinten-
sitat bei etwa 7 bis 10 Stunden nach Antikérper-Applikation lag.

Die Anhand der Fluoreszenzintensitat ermittelten Wachstumskurven der Spender-
hepatozyten zeigten zunachst einen schnellen Anstieg und erreichten im Verlauf
des Beobachtungszeitraums von 12-16 Wochen eine Plateauphase. Die gemes-
senen Signale in der Leberregion waren spezifisch fur die Antikdrperbindung und
waren ein Indiz far die Repopulation der Empféangerleber durch die transplantierten
Hepatozyten. Im Gegensatz dazu konnten bei beiden Kontrolltieren keine spezifi-
schen Signale festgestellt werden.

Im Vergleich zur mittleren Fluoreszenzintensitat zeigte die GLK-Messung eine
deutlich geringere Variabilitat innerhalb der transplantierten Tiere und einen gréBe-
ren Unterschied (Messabstand) zu den Kontrolltieren. Folglich war die Auswertung
basierend auf der GLK in Hinblick auf Sensitivitdt und Spezifitat Gberlegen.

Die Ergebnisse des Optical Imaging korrelierten in hohem MaBe mit denen aus
den Immunofluoreszenz-Ko-Lokalisationsstudien. Diese zeigten, dass sich DPPIV-

positive Zellverbande aus den Portalfeldern entwickelten, wo die Spenderzellenin-
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tegration initial erfolgt war. Nach 16 Wochen fanden sich groBe Cluster aus Spen-

derhepatozyten und deren Abkdémmlinge mit ca. 100-500 Zellen im Durchmesser.

Schlussfolgerung

Das Optix-MX2-System ist eine zuverldssige Methode zur in-vivo-Darstellung und
Quantifizierung der Leberrepopulation im experimentellen Hepatozytentransplanta-
tionsmodell. Das Verfahren ist im zeitlichen Verlauf mehrfach anwendbar und er-
moglicht somit die Beurteilung der longitudinalen Wachstumskinetik der transplan-
tierten Zellen in einem Versuchstier und den Vergleich der Repopulation mehrerer

Tiere untereinander.
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