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1 Einleitung 

 

1.1 Therapie des akuten und chronischen Leberversa- 

 gens 

 

Mit einem Gewicht von ca. 1,5 kg (2,3-3 % des Körpergewichtes) ist die Leber die 

größte exokrine Drüse des menschlichen Körpers. Als zentrales Stoffwechselorgan 

hat sie eine Vielzahl von lebenswichtigen Aufgaben zu erfüllen. In ihr laufen die meis-

ten der bekannten Reaktionen des Intermediärstoffwechsels ab, sie ist der Ort der 

Synthese vieler für den Organismus wichtiger Verbindungen, in ihr werden körperei-

gene und körperfremde Stoffe metabolisiert und sie ist ein wichtiges Ausscheidungs-

organ1. Ihre Kapazität zur Erfüllung dieser Aufgaben ist enorm hoch. Erst bei einem 

Verlust von mehr als 90% der Parenchymzellen stirbt der zugehörige Organismus2. 

Durch diese hohe Kapazität der Leberzellen und das große Regenerationspotential 

der Leber im Falle von Schädigungen ist sie in der Lage, ihre Funktion auch im Falle 

sowohl von akuten als auch chronischen Schäden weitgehend aufrecht zu erhalten. 

Durch eine Reihe von Erkrankungen wie z.B. eine Leberzirrhose, verursacht durch 

Hepatitis B oder C, Autoimmunhepatitis, primär biliäre Zirrhose (PBC), primär sklero-

sierende Cholangitis (PSC), verschiedene Stoffwechselerkrankungen oder ein fulmi-

nantes Leberversagen, z.B. als Folge durch Paracetamolvergiftung, wird jedoch die-

ser „Selbstheilungsprozess“ und damit die Funktionsfähigkeit der Leber vollständig 

außer Kraft gesetzt, was ohne Therapie schnell zum Tod des Patienten führt. Da im 

Gegensatz zu anderen Organen, wie Herz oder Niere, zum heutigen Zeitpunkt für die 

Leber keine geeigneten Ersatztherapien wie Dialyse oder Herz-Lungen Maschine 

existieren, kann eine erfolgreiche Therapie nur darin bestehen, eine derart erkrankte 

Leber zu ersetzen3. Die derzeit einzige in größerem Umfang klinisch anwendbare 

Methode mit guten Langzeiterfolgen ist die Lebertransplantation. Neben Abstoßungs-

reaktionen und Erkrankungen der Patienten, die aufgrund der erforderlichen Behand-

lung mit Immunsuppressiva entstehen, besteht das Hauptproblem bei dieser Thera-

pie in der zu geringen Anzahl an geeigneten Spenderorganen. Im Jahr 2007 wurden 

in Deutschland 1096 Lebertransplantationen nach postmortaler Leberspende durch-
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geführt und 60 Transplantationen nach Lebendspenden. Demgegenüber standen im 

gleichen Jahr 1590 Patienten auf der Warteliste von Eurotransplant4. 

Eine Methode, um die Anzahl an Transplantationen erhöhen zu können, ist die split 

liver Transplantation, bei der der rechte und linke Leberlappen getrennt in zwei Emp-

fänger transplantiert werden. Jedoch zeigten die Studien von Alessandro Giacomoni 

vom Niguarda Krankenhaus in Mailand, dass die Ein-Jahres-Überlebensraten bei 

split liver Transplantationen im Vergleich zu einer Transplantation der kompletten 

Leber deutlich erniedrigt waren5. 

Eine weitere Möglichkeit, an der seit den 90er Jahren intensiv geforscht wird, und die 

helfen könnte, den Mangel an Spenderorganen auszugleichen, ist die Xenotranplan-

tation. Bei dieser Methode handelt es sich um eine Organübertragung von anderen 

Spezies, z.B. von Schweinen auf den Menschen. Die Idee der Organübertragung 

vom Tier auf den Menschen ist nicht neu, die ersten derartigen Transplantationen 

wurden bereits Anfang des 20. Jahrhunderts durchgeführt mit der Übertragung der 

Nieren von z.B. Kaninchen und Rhesusaffen in Menschen6. Neben der Frage, ob 

eine derartige Methode ethisch gerechtfertigt werden kann, besteht das Hauptprob-

lem der Xenotransplantation in einer erhöhten Abstoßung der transplantierten Orga-

ne, die mit den gegenwärtig verfügbaren Immunsuppressiva nicht kontrolliert werden 

kann. Zudem birgt diese Methode auch die Gefahr der Übertragung von tierischen 

Viren auf die Empfänger in sich, wodurch die Entstehung von neuen Epidemien, ver-

gleichbar z.B. mit AIDS, begünstigt werden könnte. Außerdem unterscheiden sich die 

Organe von vielen in Frage kommenden Tieren in Größe, Aufbau und vor allem in 

der Funktion z.T. zu stark von menschlichen Organen und sind daher für eine Trans-

plantation nicht geeignet7. 

Ein weiterer vielversprechender Ansatz, der entweder als Therapie bestimmter gene-

tisch bedingter Lebererkrankungen angewandt werden kann oder als Überbrückung 

zur orthotopen Lebertransplantation dienen kann8, besteht in der Transplantation von 

Leberzellen. Bereits 1976 konnte Arthur Matas an der Universität in Minnesota im 

Tiermodell zeigen, dass Hepatozyten, die über die Pfortader transplantiert wurden, in 

der Empfängerleber überleben und dort genetisch determinierte metabolische Stö-

rungen korrigieren können. Bei dem verwendeten Modell handelte es sich um Gunn-

Ratten, welche an einem UDP-Glucoronyltransferase Defizit leiden und daher als 

Modell für das humane Crigler-Najar-Syndrom I verwendet werden. Durch die Trans-

plantation von Hepatozyten gesunder Spendertiere wurden die Plasmabilirubinkon-
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zentrationen innerhalb des Beobachtungszeitraums von drei Monaten signifikant re-

duziert9. Auch beim Menschen sind bereits die ersten Therapieversuche durch die 

Transplantation von Hepatozyten dokumentiert. In Japan führten 1992 Mito et al. an 

zirrhotischen Patienten autologe Leberzelltransplantationen in die Milz durch. Auch 

nach über einem halben Jahr konnten die integrierten Zellen noch nachgewiesen 

werden10. In den USA wurde 1994 die erste leberspezifische ex vivo Gentherapie an 

einer Patientin mit familiärer Hypercholinesterinämie erfolgreich durchgeführt11. 

Alle bisher durchgeführten Zelltransplantationen zeigen, dass diese Methode kompli-

kationsfrei durchgeführt werden kann und dass dadurch kurzfristig eine Verbesse-

rung der klinischen Symptome erreicht werden kann. Eine längerfristige Verbesse-

rung, vergleichbar mit den Erfolgen, die durch eine Lebertransplantation erzielt wer-

den können, konnte durch eine Zelltransplantation bisher allerdings noch nicht er-

reicht werden. 

Die Gründe dafür liegen zunächst in der Qualität der transplantierten Zellen. Die bis-

her verwendeten Zellen stammten zum Großteil aus explantierten Lebern, die wegen 

schlechter Organqualität nicht transplantiert werden konnten, was sich natürlich auch 

auf die Qualität der daraus gewonnenen Zellen entsprechend auswirkte. Zudem wer-

den die Zellen im Verlauf der Isolation ebenfalls geschädigt und damit die Funktiona-

lität der gewonnenen Zellfraktionen weiter eingeschränkt. Ideal für die Zelltransplan-

tation wären intakte Zellen mit hoher Vitalität, um einen Überlebensvorteil der trans-

plantierten Zellen gegenüber den kranken Zellen zu gewährleisten. 

Ein weiterer einschränkender Faktor ist die Anzahl an Zellen, die benötigt wird, um 

sicherzustellen, dass eine ausreichende Anzahl an Zellen in die Leber integriert wird, 

die in der Lage ist, die in der Leber ablaufenden komplexen metabolischen Aufgaben 

zu kompensieren oder eine Regeneration der Leber in Gang zu bringen. Zwar ist das 

Replikationspotential der Hepatozyten sehr hoch, wie in unterschiedlichen Tiermodel-

len, in denen das Wachstum und die Funktion der Hepatozyten gestört war, gezeigt 

werden konnte. In diesen Modellen wurde nachgewiesen, dass bereits eine kleine 

Anzahl an transplantierten Hepatozyten ausreicht, um den Defekt zu korrigieren12 

bzw. dass Hepatozyten auch nach mehreren seriellen Transplantationen noch in der 

Lage sind, zu proliferieren und die zerstörten Zellen zu ersetzen13. Da jedoch auch 

transplantierte Zellen, ebenso wie die kompletten Organe bei der Organtransplantati-

on, vom Immunsystem des Empfängerorgansimus als „fremd“ erkannt und zerstört 

werden, muss die transplantierte Ausgangszellzahl entsprechend hoch sein, um die-
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sen Verlust auszugleichen. Für erfolgreiche Zelltransplantationen werden in der Lite-

ratur im Rattenmodell Zellzahlen von 10×106 14 bis 200×106 15 beschrieben. Bei den 

meisten Autoren wurden die Transplantationen mit Zellzahlen im Bereich von 20–

50×106 durchgeführt16,17. 

Eine wichtige Voraussetzung für die Zelltransplantation ist daher eine möglichst 

gleichbleibende Qualität der zu transplantierenden Zellen und eine möglichst große 

Ausbeute an vitalen Zellen bei den Isolationen. Die Isolation dieser Zellen müsste 

jedoch aus Lebergewebe von guter Qualität erfolgen, wodurch die Zelltransplantation 

automatisch in Konkurrenz zur Lebertransplantation treten würde.  

Damit die Zelltransplantation parallel und in Ergänzung zur Organtransplantation als 

Therapiemethode in der Klinik Einzug finden kann, muss eine Methode gefunden 

werden, mit der die verfügbare Zellzahl erhöht werden kann, ohne dadurch die zur 

Transplantation verfügbaren Organe zu sehr zu verringern. Es muß also zum einen 

versucht werden, die Ausbeute an transplantierbaren Zellen sowohl aus erkranktem 

Gewebe als auch aus Leberteilresektaten zu steigern und  andererseits eine Mög-

lichkeit gefunden werden, die isolierten Zellen ohne Verlust ihrer Funktionalität weiter 

zu expandieren. Da sich humane Hepatozyten jedoch in Zellkultur nicht oder nur in 

sehr geringem Maß teilen, werden stattdessen Zellpopulationen benötigt, die sowohl 

kultiviert werden können als auch in der Lage sind, nach einer Transplantation die 

Regeneration der Leber wieder in Gang zu bringen. 
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1.2 Leberregeneration 

 

Unter Regeneration (lat. regenerare: von neuem hervorbringen) versteht man das 

Wiederherstellen eines Ausgangszustandes nach einer Veränderung. Bereits die 

Menschen in der Antike wussten um die Fähigkeit der Leber „nachzuwachsen“ (vgl. 

Prometheus-Sage)18, d.h. ihren „Ausgangszustand“ nach einem Zellverlust wieder-

herzustellen. 

 

Ein geeignetes experimentelles Modell, um die Vorgänge in der regenerierenden Le-

ber zu untersuchen, wurde von Higgins und Anderson bereits 1931 entwickelt.19 Da-

bei werden bei Ratten operativ bis zu 70% des Lebergewebes entfernt (partielle He-

patektomie, PHx). Als Antwort auf den Verlust der Lebermasse beginnen die ver-

schiedenen Zellpopulationen der Leber zu proliferieren. Bereits wenige Stunden nach 

der Hepatektomie beginnt die DNA-Synthese in den Hepatozyten, die 24 h nach der 

Operation ihren Höhepunkt erreicht. Die DNA-Synthese in den übrigen Zellen setzt 

ca. 24 h nach den Hepatozyten ein, mit einem „Peak“ bei den Gallengangszellen ca. 

36 h nach der Operation, bei den Kupffer-Zellen und Ito-Zellen ca. 48 h nach dem 

Eingriff. Als letzte Zellpopulation proliferieren die Sinusendothelzellen, deren Prolife-

rationsrate ca. 96 h nach der partiellen Hepatektomie ihr Maximum erreicht (s. Abb. 

1). Nach 5-7 Tagen ist die Regeneration der Leber abgeschlossen. 

 

 

Abb. 1: Kinetik der DNA-Synthese in den verschiedenen Leberzellpopulationen nach partieller  
  Hepatektomie

20
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Der Prozess der Regeneration wird durch das Einwirken verschiedener Regulatoren 

(Stimuli, Inhibitoren) gesteuert. Der Zellverlust führt für die im restlichen Organ ver-

bliebenen Leberzellen zu einem relativen Überschuss an Ionen, Nährstoffen und 

Hormonen. Dieser „metabolic overload“21 kann als Initiator dienen und ermöglicht 

den Übergang der Hepatozyten von der G0 in die G1 Phase des Zellzyklus („Pri-

ming“)22. Wachstumsfaktoren wie TGF-α23, HGF24 und EGF25 ermöglichen den He-

patozyten das Überwinden des G1-Restriktionspunktes und das Durchlaufen des 

Zellzyklus, weswegen diese Substanzen als Progressors bezeichnet werden. Durch 

das Einwirken von weiteren Verbindungen, den sogenannten Augmentors, zu denen 

u.a. Insulin26, ALR27 und Cyclosporin A28 gehören, wird die Proliferationsrate zusätz-

lich unterstützt. Durch verschiedene Inhibitoren wie TGF-β29, IL-130 und Rapamycin31 

wird die Proliferation der Zellen und damit die Regeneration schließlich beendet. Die 

Regenerationskapazität der Leber ist dabei fast unbegrenzt. Bei Versuchen an Rat-

ten regenerierten die Lebern auch nach 12 aufeinanderfolgenden partiellen Hepatek-

tomien noch vollständig32. 

In weiteren Studien wurde gezeigt, dass die Regeneration nicht alleine auf einen 

Zellverlust durch einen operativen Eingriff oder die Schädigung der Zellen durch das 

Einwirken von Toxinen wie Alkohol oder verschiedenen Medikamenten beschränkt 

ist. Ein „Zellunterschuss“ kann ebenso bei der Transplantation einer kleinen Leber in 

einen großen Empfänger („small for size“ transplant)33 entstehen. Starzl et. al. konn-

ten 1993 zeigen, dass bei der Transplantation von Lebern aus Affen in Menschen die 

Lebern an Größe zunahmen, bis sie die Größe einer humanen Leber erreicht hat-

ten34. Aber auch im Fall eines Zellüberschusses wird die Ausgangsgröße wiederher-

gestellt. Ein Überschuss entsteht z.B. bei einer Wirkstoff-induzierten Hyperplasie 

und/oder Hypertrophie oder bei der Transplantation einer großen Leber in einen klei-

nen Empfänger („large for size“ transplant). Sowohl in Tierversuchen an Hunden35 

als auch bei Lebertransplantationen am Menschen36 konnte nachgewiesen werden, 

dass sich nach der Transplantation einer Leber, die „zu groß“ für den jeweiligen 

Empfänger ist, die Lebermasse reduziert, bis die Größe der Leber an die neue Kör-

pergröße angepasst ist. 

Diese Studien belegen, dass in gesunden Säugetieren das Verhältnis zwischen Le-

bermasse und Größe des Gesamtorganismus festgelegt ist. Die Regeneration ist 

dabei proportional zur Abweichung von dieser Größe. Bereits nach kleinen Verände-
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rungen (<10%) erfolgt eine regenerative Antwort und damit die Wiederherstellung der 

Ausgangsgröße37. 

 

 

1.2.1 Leberregeneration durch hepatische Vorläuferzellen 

 

Im Normalfall wird der Zellersatz in der Leber nicht durch einen kleinen Pool von Vor-

läufer- oder Stammzellen gewährleistet, sondern die Regeneration erfolgt durch die 

Proliferation von parenchymalen und nichtparenchymalen Zellen. Jedoch kann die 

Regeneration der Leber auch dann ablaufen, wenn die Proliferation der Hepatozyten 

durch das Einwirken von Toxinen oder durch krankhafte Veränderungen des Leber-

gewebes ganz oder teilweise gestört ist. 

Zur genaueren Untersuchung dieses Phänomens wurden verschiedene Tiermodelle 

entwickelt, in denen durch die Gabe von Toxinen, wie z.B. Tetrachlorkohlenstoff38,  

2-Acetylaminofluoren39 oder Allylalkohol40, evtl. in Kombination mit einer partiellen 

Hepatektomie41, ein Verlust von Lebermasse und ein gleichzeitiges Blockieren der 

Hepatozytenproliferation bewirkt wurde. In allen Fällen konnte im Bereich des Peri-

portaltraktes die Proliferation von kleinen Zellen beobachtet werden, die in gallen-

gangsähnlichen Strukturen mit nur undeutlich abgegrenztem Lumen in das umlie-

gende Gewebe einwanderten42 und dort zu Hepatozyten und Gallengangszellen dif-

ferenzierten43,44. Die Zellen waren sehr klein, mit einen Durchmesser von ca. 10 µm, 

enthielten nur sehr wenig Cytoplasma und besaßen einen ovalen Nukleus, weswe-

gen sie als „oval cells“ bezeichnet wurden45. 

Auch beim Menschen sind eine Reihe von Krankheiten bekannt, bei denen die Proli-

ferationskapazität und Funktion der Hepatozyten zerstört wird und daher die Regene-

ration der Leber über einen derartigen Ersatzmechanismus ablaufen muß. Beispiele 

für derartige Krankheiten sind die Haemochromatose46, das Alkohollebersyndrom 

(ALD)47, die nichtalkoholische Fettleber (NAFLD)48, die chronische virale Hepatitis B 

und C49, die primär biliäre Zirrhose (PBC), die primär sklerosierende Cholangitits 

(PSC)50 und die massive hepatische Nekrose51. 

Mittlerweile wird es als erwiesen angesehen, dass die oval cells im Bereich der He-

ring-Kanälchen lokalisiert sind52,53. Mit Hering-Kanälchen wird die Verbindung zwi-

schen den letzten Ausläufern des Gallenganges (begrenzt durch Cholangiozyten) 
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und den Gallenkanälchen (gebildet aus zwei benachbarten Leberzellbalken) be-

zeichnet. Sie befinden sich im Bereich des Periportalfeldes und werden sowohl von 

Cholangiozyten als auch von Hepatozyten umrahmt54. 

Unter dem Begriff „oval cells“ verbirgt sich ein heterogenes Zellkompartiment, das 

Zellen enthält, die sich sowohl in ihrer Differenzierungskapazität als auch in ihrem 

Differenzierungsgrad unterscheiden55. Elektronenmikroskopische Untersuchungen 

an humanem Gewebe von Patienten mit chronischen Lebererkrankungen56, fokaler 

nodulärer Hyperplasie57 und extrahepatischer Gallengangsatresie58 ergaben eine 

Einteilung des Kompartiments in drei Zellpopulationen aufgrund ihrer morphologi-

schen Charakteristika und ihrer Lage. 

Typ I Zellen bilden die Gruppe der am wenigsten differenzierten Zellen. Ihr Durch-

messer liegt im Bereich von 7-10 µm. Sie befinden sich auf der sinusoidalen Seite 

der Hepatozyten, bilden Verbindungen mit benachbarten Zellen und enthalten Bün-

del von Tonofilamenten. 

Typ II Zellen sind in der Nachbarschaft der kleinen Ausläufer der Gallengänge zu 

finden. Zusätzlich zu den Charakteristika der Typ I Zellen sind cholangiozytäre Struk-

turen erkennbar, nämlich laterale Einstülpungen, apikale Microvilli, basal gelegene 

pinozytotische Vesikel und eine gut ausgebildete Basalmembran. 

Typ III Zellen befinden sich in der Nähe von Hepatozyten, mit denen sie Gallenkanäl-

chen bilden. Sie sind etwas größer als die Typ I und Typ II Zellen (Durchmesser ca. 

10-15 µm), enthalten mehr Zytoplasma, eine größere Anzahl an Organellen und Gly-

cogen-Rosetten. 

Immunhistochemische Färbungen ergaben, dass in den oval cells sowohl Marker für 

(unreife) Hepatozyten, wie z.B. AFP, als auch gallengangsspezifische Marker, wie 

z.B. die Cytokeratine CK7, CK18 und CK19 exprimiert werden59,60. Sowohl in vivo als 

auch in vitro konnten isolierte oval cells zu Hepatozyten und Gallengangszellen aus-

differenziert werden61,62. Bei den oval cells handelt es sich also um ein Kompartiment 

leberresidenter Vorläuferzellen63. Ihre Rekrutierung aus dem Bereich der Hering-

schen Kanäle entspricht gewissermaßen einer Umkehr der Vorgänge im Laufe der 

Embryonalentwicklung der Leber64. Da die hepatischen Vorläuferzellen im Menschen 

sowohl in ihrer Morphologie als auch in ihrem immunhistochemischen Phänotyp mit 

den in den Tiermodellen gefundenen Charakteristika übereinstimmen, wird die Be-

zeichnung „oval cell“ auch im humanen System parallel zu den Begriffen „hepatische 

Vorläuferzelle“ und „hepatische Stammzelle“ verwendet65. 
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1.2.2 Leberregeneration durch hematopoietische Stammzellen 

 

Neben der Regeration der Leber durch leberresidente hepatische Vorläuferzellen im 

Falle einer Schädigung der Hepatozyten wurden in den letzen Jahren weitere mögli-

che Mechanismen diskutiert. Es gab vermehrt Hinweise darauf, dass auch adulte 

Stammzellen beim Zellersatz nicht alleine auf die Zellen eines Keimblattes be-

schränkt sind, sondern ebenso in der Lage sind, auch zu Zellen aus anderen Keim-

blättern zu „transdifferenzieren“66,67, eine Fähigkeit, die bis dahin lediglich den emb-

ryonalen Stammzellen zugeschrieben wurde. 

Da in den oval cells neben hepatischen Markern auch eine Reihe von hematopoieti-

schen Markern, wie CD34, CD90 (Thy-1) und CD117 (c-kit)68,69, exprimiert werden, 

ging man vermehrt der Frage nach, ob Zellen aus dem hematopoietischen  

System in der Lage sind, zur Leberregeneration beizutragen. 

Die Fähigkeit von hematopoietischen Stammzellen, in die Leber zu integrieren und 

zu Hepatozyten auszudifferenzieren, wurde in vivo bereits mehrfach im Tiermodell 

gezeigt70,71. Dieses Phänomen kann auch beim Menschen nachgewiesen werden. 

Sowohl in Lebern von weiblichen Patienten, die Knochenmarksspenden von einem 

männlichen Spender erhalten hatten, als auch in Leberexplantaten aus männlichen 

Patienten, denen diese Leber von einer weiblichen Spenderin transplantiert worden 

war, wurden Hepatozyten mit Y-Chromosomen gefunden, die offensichtlich aus dem 

Knochenmark in die Leber eingewandert und dort differenziert waren72,73. In ver-

schiedenen in vitro Versuchen mit Knochenmarkszellen aus Nagetieren74,75 und hu-

manen76,77 Knochenmarkszellen konnte diese Hypothese bestätigt werden. 

 

Nach derzeitigem Verständnis läuft die Regeneration der Leber in einer Art drei-

schichtigem Prozess ab78. Primär können reife Hepatozyten und Cholangiozyten pro-

liferieren, ein Vorgang, der für den Großteil des erforderlichen Zellersatzes ausrei-

chend ist. Zweitens können unreife Zellen aus dem Bereich der Heringschen Kanäle 

bei mäßigen bis starken Schäden zu Hepatozyten und Cholangiozyten differenzie-

ren. Und drittens können Zellen aus dem Knochenmark in die Leber einwandern, wo 

sie bei geringfügigen Schädigungen vereinzelte Hepatozyten und Cholangiozyten 

erzeugen. 
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2 Problemstellung 

 

Ziel dieser Arbeit war es, in der humanen Leber eine Zellpopulation zu identifizieren 

und zu isolieren, die eine mögliche Vorläuferpopulation der Leber darstellen könnte. 

 

 

Zunächst sollte ein geeignetes Markerpanel zusammengestellt werden, das sowohl 

hepatische Marker, als auch Vorläufermarker, die auf Vorläuferzellen der Leber ver-

mutet werden, beinhalten sollte. Damit sollten an Gewebeschnitten aus humaner Le-

ber die einzelnen Zelltypen der Leber identifiziert werden und eine Lokalisation von 

Zellen mit Vorläufermarkern erfolgen. 

 

Da hepatische Vorläuferzellen aufgrund ihrer Größe und Dichte eine Subpopulation 

der nichtparenchymalen Zellen bilden, sollte ein Protokoll entwickelt werden, mit dem 

in möglichst standardisierter Weise Fraktionen an nichtparenchymalen Zellen aus 

humanen Leberteilresektaten isoliert werden können. 

 

Über eine Beurteilung der Ausbeute an nichtparenchymalen Zellen und der Zusam-

mensetzung der erhaltenen Zellfraktionen sollte die Qualität des entwickelten Proto-

kolles und die Eignung der erhaltenen Zellfraktion als Ausgangsmaterial für die Isola-

tion von Vorläuferzellen überprüft werden. 

 

Mit den aus der Charakterisierung erhaltenen Aussagen über die Zusammensetzung 

der nichtparenchymalen Fraktion an Zellen mit Vorläufermarkern sollte ein geeigne-

ter Oberflächenmarker ausgewählt werden, über den mit Hilfe einer immunmagneti-

schen Isolation eine weitere Aufreinigung erfolgen kann. 

 

Durch eine genaue Charakterisierung der isolierten Zellpopulation bezüglich der Ex-

pression von weiteren Vorläufermarkern und von hepatischen Differenzierungsmar-

kern sollte überprüft werden, ob es sich bei der gewonnene Zellpopulation um eine 

Vorläuferpopulation handeln könnte. 
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Für die Charakterisierung in vitro sollte zudem ein geeignetes Kulturmodell etabliert 

werden, in dem die gewonnenen Zellen in möglichst undifferenzierter Weise kultiviert 

und expandiert werden können bzw. mit dem eine Differenzierung der Zellen zu Cho-

langiozyten bzw. Hepatozyten erreicht werden kann. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Nachweis von möglichen Vorläuferzellpopulationen in 

 humanem Lebergewebe 

 

Für die spätere Identifizierung der einzelnen Leberzelltypen und die Charakterisie-

rung der bei den verschiedenen Isolationsschritten erhaltenen Leberzellfraktionen 

wurde zunächst ein geeignetes Markerpanel aus hepatozytären und cholangiozytä-

ren Markern zusammengestellt (s. Tab. 1). 

 

Tab. 1: Liste der verwendeten hepatischen Marker zur Färbung von Gewebeschnitten 

 

Antikörper Zielzellen Referenz 

Albumin Hepatozyten 79,80 

HepPar1 Hepatozyten 81,82 

CK18 Hepatozyten / Cholangiozyten 83,84 

CK19 Cholangiozyten 85,86 

HEA125 Cholangiozyten 87,88 

CK7 Cholangiozyten 89,90 

CD31 Endothelzellen 91,92 

CD68 Kupffer Zellen 93,94,95 

SMA-α Ito-Zellen 96,97,98 

 

 

Zur Überprüfung der Spezifität der gewählten Marker und zur Ermittlung der geeigne-

ten Antikörper-Konzentrationen wurden APAAP-Färbungen an 6 µm Gewebeschnit-

ten durchgeführt (s. Abb. 2). 
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Abb. 2: Immunhistochemische Färbung von 6 µm Gewebeschnitten mit hepatischen Markern 

Mit A) Albumin und B) HepPar-1 wurden die Hepatozyten angefärbt, während C) CK18 zusätzlich auf 
Gallengangszellen zu finden war. Die Färbungen mit D) CK7, E) CK19 und F) HEA125 dienten dem 
Nachweis von Gallengangszellen. Mit G) CD31 konnten die Endothelzellen der Blutgefäße angefärbt 
werden, während H) CD68 auf den innerhalb des Parenchyms verstreuten Kupffer-Zellen gefunden 
wurde. Mit I) SMA-α konnten Ito-Zellen immunhistochemisch nachgewiesen werden. 
Die Färbungen mit Ausnahme von D) wurden an Gewebe durchgeführt, das in OCT compound einge-
bettet war, und nach der APAAP-Methode angefärbt. Die Balken geben jeweils eine Größe von 200 
µm an. Die Färbung auf CK7 wurde am Institut für Pathologie des Uniklinikums Regensburg an Paraf-
fin-eingebettetem Gewebe durchgeführt. Der Balken gibt hierbei eine Größe von 100 µm an. 
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Albumin (s. Abb. 2A) und HepPar1 (s. Abb. 2B) sind Marker für Hepatozyten. Er-

kennbar war jeweils eine gleichmäßige Färbung des Parenchyms, während Gallen-

gangsstrukturen innerhalb des Parenchyms und die Bereiche der Portalfelder nicht 

angefärbt wurden. 

Mit CK18 (s. Abb. 2C) wurden ebenso wie mit Albumin und HepPar1 die Hepatozy-

ten gefärbt. Zusätzlich erfolgte eine Färbung der Gallengangszellen, die innerhalb 

der Portalfelder besonders gut zu erkennen war. 

Die Färbungen mit CK7 (s. Abb. 2D), CK19 (s. Abb. 2E) und HEA125 (s. Abb. 2F) 

waren praktisch identisch. In allen Färbungen wurden die Gallengänge der Portalfel-

der und die Gallengangsstrukturen innerhalb des Parenchyms angefärbt. 

Mit CD31 (s. Abb. 2G) erfolgte eine Färbung der kleineren und größeren Blutgefäße, 

die innerhalb des Parenchyms und in den Portalfeldern verlaufen. 

Der Makrophagen-Marker CD68 (s. Abb. 2H) ist in der Leber zum Nachweis von 

Kupffer-Zellen geeignet. Die Färbungen zeigten sternförmige oder langgezogene 

Zellen, die entlang der Sinusoide verlaufen. 

Mit SMA-α (s. Abb. 2I) können Ito-Zellen immunhistochemisch nachgewiesen wer-

den. Besonders gut erkennbar war diese Färbung in den Portalfeldern. 

 

Tab. 2: Liste der verwendeten Vorläufermarker zur Färbung von Gewebeschnitten 

 

Antikörper Zielzellen Referenz 

CD34 

Endothelzellen 

Hematopoietische Vorläuferzellen 

Hepatische Vorläuferzellen 

99,100 

CD90 (Thy-1) 
Hematopoietischen Vorläuferzellen 

Hepatische Vorläuferzellen 
101,102 

CD117 (c-kit) 
Hematopoietische Vorläuferzellen 

Hepatische Vorläuferzellen 
103,104 

OV6 
Hepatozyten / Cholangiozyten 

Hepatische Vorläuferzellen 
105,106 

CK14 Hepatische Vorläuferzellen 107,108 

M2-PK 

Fetale Hepatozyten 

Gallengangszellen 

Hepatische Vorläuferzellen 

109,110 
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Abb. 3: Immunhistochemische Färbung von 6 µm Gewebeschnitten mit Vorläufermarkern 

Mit A) CD34 wurden die Endothelzellen der Blutgefäße angefärbt. B) CD90 (Thy-1)-positive Zellen 
fanden sich in den Portalfeldern und in Zellsträngen innerhalb des Parenchyms. Eine positive Färbung 
für C) CD117 (c-kit) konnte nur bei vereinzelten Zellen gefunden werden. D) OV-6 zeigte eine Färbung 
von Gallengangsstrukturen und von Parenchymzellen in der Umgebung der Portalfelder. Weder mit E) 
CK14 noch F) M2-PK konnten im Gewebeschnitt Zellen nachgewiesen werden. 
Das in OCT compound eingebettete Gewebe wurde nach der APAAP-Methode angefärbt. Die Balken 
geben jeweils eine Größe von 200 µm an. 
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Für die Identifizierung von möglichen Vorläuferpopulationen in der humanen Leber 

wurde ebenfalls ein geeignetes Markerpanel aus hematopoietischen und hepati-

schen Vorläufermarkern erstellt und anhand von Färbungen an 6 µm Gefrierschnitten 

überprüft (s. Tab. 2). 

Mit der Färbung auf CD34 (s. Abb. 3A) konnten ebenso wie mit der Färbung auf 

CD31 (s. Abb. 2G) die Endothelzellen der verschiedenen Blutgefäße nachgewiesen 

werden. CD90 (s. Abb. 3B) zeigte eine sehr intensive Färbung, vor allem innerhalb 

der Portalfelder, wo jedoch vermutlich auch Zellen des Bindegewebes angefärbt 

wurden. Zusätzlich wurden Zellstränge innerhalb des Parenchyms angefärbt. Mit 

CD117 (s. Abb. 3C) konnten bei den durchgeführten Färbungen nur selten vereinzel-

te Zellen nachgewiesen werden. OV6 (s. Abb. 3D) färbte sowohl Gallengangszellen 

in den Portalfeldern und innerhalb des Parenchyms als auch Hepatozyten an. 

Bei den Färbungen für CK14 (s. Abb. 3E) und M2-PK (s. Abb. 3F) konnten an den 

untersuchten Schnitten keine positiven Zellen nachgewiesen werden. 

 

 

3.2 Isolation von nichtparenchymalen Zellfraktionen 

 

Als Ausgangsfraktion für die Isolation von möglichen Vorläuferzellpopulationen soll-

ten nichtparenchymale Zellfraktionen eingesetzt werden. Für die Isolation dieser Zel-

len aus humanem Lebergewebe wurden chirurgische Leberteilresektate verwendet. 

Im ersten Schritt der Aufarbeitung erfolgte die Isolation von Hepatozyten nach einer 

modifizierten EGTA/Collagenase Perfusion. Das verbleibende Restgewebe wurde 

kleingeschnitten und mit einer Enzymlösung aus Collagenase, Pronase und DNase 

verdaut. Zur weiteren Anreicherung der nichtparenchymalen Zellfraktion wurde die 

nach der Filtration und mehreren Waschschritten erhaltene Gesamtzellsuspension 

über einen Percoll-Gradienten aufgereinigt (s. Abb. 4). Aus diesem Reinigungsschritt 

ergaben sich vier Zellfraktionen: Überstand (wässrige Phase), Zwischenschicht zwi-

schen Percoll-Phase und wässriger Phase, Percoll-Fraktion und Pellet. Die Anzahl 

und der Größenbereich der Zellen in den einzelnen Zwischenfraktionen der Aufreini-

gung wurden am Casy Cell Counter ermittelt (s. Abb. 5). Außerdem erfolgte eine 

mikroskopische Beurteilung der Zellen und die Bestimmung der Vitalität durch den 
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Ausschluss von Trypanblau. Vom Überstand und von der Zwischenschicht des Per-

coll-Gradienten wurden Zellen pelletiert und immunhistochemisch untersucht. 

 

 

 

Abb. 4: Schema zur Isolation von Zellen aus humanen Leberteilresektaten 

Die Isolation von Zellen aus humanem Lebergewebe erfolgte durch eine EGTA/Collagenase-Perfusion 
von humanen Leberteilresektaten zur Gewinnung von Hepatozyten und dem anschließenden Verdau 
des zerkleinerten Restgewebes mit Collagenase/Pronase/DNase. Durch die Zentrifugation über einen 
70% Percoll-Gradienten wurde die nichtparenchymale Zellfraktion von den übrigen in der Gesamtzell-
suspension vorhandenen Zellen abgetrennt. 

 

 

Der Überstand der Percoll-Reinigung (s. Abb. 5 B) enthielt Zelldebris, Zellaggregate 

aus meist toten Zellen und Agglomerate aus Bindegewebe und Fett. Daneben fan-

den sich viele Zellen im Größenbereich von 10-20 µm. Dabei handelte es sich zum 

größten Teil um Hepatozyten, die im Zellpellet mit CK18 angefärbt werden konnten 

(s. Abb. 6 A). In der Percoll-Fraktion (s. Abb. 5 C) befanden sich nur sehr wenige, 

meist vitale Zellen, die aufgrund der geringen Anzahl aber nicht weiter charakterisiert 

wurden. Das Pellet der Percoll-Aufreinigung (s. Abb. 5 D) bestand hauptsächlich aus 

Erythrozyten. In der Zwischenschicht zwischen der wässrigen Phase und der Percoll-

Fraktion zeigte sich eine deutliche Anreicherung an vitalen Zellen im Größenbereich 

von 5-15 µm und vereinzelten Zellaggregaten aus ebenfalls vitalen Zellen.  
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Abb. 5: Reinigungsschritte der Isolation von Leberzellen aus Leberteilresektaten 

A) Leberzellsuspension, B) Überstand Percoll-Gradient, C) Percoll-Fraktion, D) Pellet Percoll-
Gradient, E) Zwischenschicht Percoll (NPC-Fraktion) und F) Hepatozyten-Fraktion 
Durch die Aufreinigung der Leberzellsuspension über einen Percoll-Gradienten konnte in der Zwi-
schenschicht (E) eine deutliche Anreicherung an Zellen mit einem Zelldurchmesser von 5-15 µm er-
reicht werden, ein Wert, der mit dem in der Literatur angegebenen Größenbereich für nichtparenchy-
male Zellen übereinstimmt. Die so isolierte Zellfraktion unterscheidet sich in der Größenverteilung der 
Zellen deutlich von einer gereinigten Hepatozyten-Fraktion (F), die Zellen im Bereich von 15-25 µm 
enthält. 
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Die immunhistochemische Färbung mit Markern für nichtparenchymale Zellen zeigte 

deutliche Populationen an CD68- und HEA125- positiven Zellen in dieser Fraktion (s. 

Abb. 6 B und 6 C). 

 

 

Abb. 6: Immunhistochemische Färbung der Percoll-Fraktionen 

APAAP-Färbungen von Zellpellets aus A) Überstand, Färbung mit dem Hepatozyten-Marker CK18. B) 
Zwischenschicht der Percoll-Aufreinigung, Färbung mit dem nichtparenchymalen Marker CD68 (Kupf-
fer-Zellen). C) Zwischenschicht der Percoll-Aufreinigung von Leberzellsuspensionen, Färbung mit dem 
nichtparenchymalen Marker HEA125 (Cholangiozyten). Während im Überstand die verbliebenen He-
patozyten abgetrennt wurden, konnte in der Zwischenschicht des Percoll-Gradienten durch immunhis-
tochemische Färbungen eine deutliche Anreicherung an nichtparenchymalen Zellen nachgewiesen 
werden. 

 

 

3.3 Charakterisierung der nichtparenchymalen Zellfrak-

 tion 

3.3.1 Ausbeute und Vitalität 

 

Die Isolation von nichtparenchymalen Zellen wurde mit insgesamt 65 Leberteilresek-

taten durchgeführt. Davon stammten 48 von männlichen Patienten, 17 von weibli-

chen. Das Alter der Patienten lag zwischen 11 und 86 Jahren. Das Gewicht der auf-

gearbeiteten Resektate lag im Bereich von 13,4–290 g, wobei der Hauptteil (n=47) 

allerdings im Bereich von 20 – 70 g lag (s. Abb. 7). Die Ausbeute an nichtparenchy-

malen Zellen wurde durch eine Bestimmung der Zellzahl am Casy Cell Counter 

ermittelt und betrug 2,7×106 ± 2,6×106/g Resektatgewebe (s. Abb. 8). Die Vitalität der 

isolierten Zellen (ermittelt durch die durchflusszytometrische Messung von PI-

gefärbten Zellen, n= 19) lag bei 82,9% ± 9,2% (s. Abb. 9). 
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Abb. 7: Gewicht der aufgearbeiteten Leberteilresektate 

Das Gewicht der aufgearbeiteten Resektate erstreckte sich über einen relativ großen Bereich, die 
meisten Resektate besaßen allerdings ein Gewicht im Bereich von 20 – 70 g. 

 

 

 

Abb. 8: Ausbeute an nichtparenchymalen Zellen aus Leberteilresektaten 

Die Isolation von nichtparenchymalen Zellen wurde an 65 Leberteilresektaten durchgeführt. Dabei 
ergab sich eine durchschnittliche Zellausbeute von 2,7×106 ± 2,6×106/g Resektatgewebe. 
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Abb. 9: Vitalität von isolierten nichtparenchymalen Zellen 

Die Vitalität der nichtparenchymalen Zellfraktion wurde durch die durchflusszytometrische Messung 
von PI-gefärbten Zellen ermittelt. Bei insgesamt 19 durchgeführten Bestimmungen ergab sich eine 
Vitalität von 82,9% ± 9,2%. 

 

 

3.3.2 Korrelation der Ausbeute mit der Histologie des Gewebes 

 

Mit Hilfe der feingeweblichen Beurteilung des Resektatgewebes aus den histologi-

schen Gutachten des Institutes für Pathologie der Uniklinik Regensburg wurde unter-

sucht, ob die Ausbeute an nichtparenchymalen Zellen vom Zustand des aufgearbei-

teten Gewebes, also von verschiedenen krankhaften Veränderungen des Ausgangs-

gewebes abhängt oder nicht. Untersucht wurden dabei die Auswirkungen von Cho-

lestase, Fibrose, Zirrhose, Entzündung und Verfettung des Gewebes. Dabei wurde in 

jeder dieser Gruppen lediglich berücksichtigt, ob die jeweilige Erkrankung vorhanden 

war oder nicht. Eine weitere Einteilung unter Berücksichtigung der Schwere der Er-

krankungen konnte aufgrund der zu geringen Anzahl an Isolationen nicht vorgenom-

men werden. Beim Vergleich der Zellausbeuten aus erkranktem und nicht-

erkranktem Gewebe zeigte sich, dass bei keiner dieser Erkrankungen eine signifikan-

te Veränderung der Ausbeute an nichtparenchymalen Zellen festgestellt werden 

konnte. (s. Abb. 10). 
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Abb. 10: Abhängigkeit der Ausbeute an nichtparenchymalen Zellen von verschiedenen Erkran-

kungen des Lebergewebes 

Während aus nicht-cholestatischem Lebergewebe 3,00 ± 2,73x106 NPC/g isoliert werden konnten, 
betrug die Ausbeute aus cholestatischem Gewebe 2,80 ± 2,74x106 Zellen/g (p=0,80850). Aus nicht-
fibrotischem Gewebe wurden 2,73 ± 2,52x106 NPC/g isoliert, aus fibrotischem Gewebe 3,97 ± 
3,44x106 NPC/g (p=0,19394). Aus Gewebe ohne Zirrhose konnten 2,68 ± 2,46x106 NPC/g isoliert 
werden, aus zirrhotischem Gewebe 4,58 ± 3,67x106 NPC/g (p=0,6680). Die Ausbeute bei nicht-
verfettetem Gewebe betrug 3,30 ± 2,96x106 NPC/g, aus verfettetem Gewebe 2,42 ± 2,24x106 Zellen/g 

(p=0,23992). Aus nicht-entzündetem Gewebe wurden 2,58 ± 2,63x106 Zellen/g isoliert, aus entzünde-
tem Gewebe 3,23 ± 2,78x106 Zellen/g (p=0,37557). 
Bei keiner dieser Erkrankungen konnte also eine signifikante Veränderung der Ausbeute an nichtpa-
renchymalen Zellen festgestellt werden. 
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3.3.3 Expression von Oberflächenmarkern 

 

Bisher erfolgte Studien zum Nachweis möglicher Vorläuferzellpopulationen in der 

Leber beschreiben neben verschiedenen hepatischen Markern auch das Vorhanden-

sein einer Reihe von hematopoietischen Oberflächenmarkern auf solchen Zellen111. 

Besonders hervorzuheben sind hier CD34, CD90 (Thy-1) und CD117 (c-kit). Um zu 

bestimmen, welchen Anteil solche Zellen neben den Zellfraktionen mit hepatischen 

Markern in der aus dem Gewebeverdau erhaltenen nichtparenchymalen Fraktion ha-

ben, wurden die Zellen mit fluoreszenzgekoppelten Antikörpern gefärbt und durch-

flusszytometrisch untersucht. Die Bestimmung der Vitalität der Zellen erfolgte dabei 

über den Ausschluss von Propidiumiodid. 

 

 

Abb. 11: Forward Scatter(FSC)/Side Scatter (SSC) Diagramm von NPC-Fraktionen 

Die FSC/SSC-Diagramme der nichtparenchymalen Zellfraktionen zeigten jeweils eine Hauptpopulati-
on in einem relativ engen Größenbereich mit nur geringen Verunreinigungen durch kleinere oder grö-
ßere Zellen. Die Population selbst war heterogen bezüglich ihrer Granularität. Erkennbar waren zwei 
ineinander übergehende Unterpopulationen mit höherer und niedrigerer Granularität. 

 

 

Abb. 11 zeigt ein typisches Forward/Side Scatter Diagramm einer durchflusszytomet-

rischen Messung von nichtparenchymalen Zellen. Der Hauptanteil der vorhandenen 

Zellen bildete eine Population in einem relativ engen Größenbereich, es lagen also 

keine oder nur geringe Verunreinigungen durch größere Zellen (Hepatozyten) oder 

kleinere Zellen (Erythrozyten) vor. Die Population war leicht heterogen bezüglich der 

Granularität der Zellen. Erkennbar waren zwei nicht deutlich voneinander getrennte 

Untergruppen aus Zellen mit geringer und etwas höherer Granularität. 
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Tab. 3: Zusammenfassung der durchflusszytometrischen Färbung von nichtparenchymalen  
   Zellfraktionen 

 

Marker Anteil [% NPC] n 

CD31 13,3 ± 7,0 7 

HEA125 4,8 ± 4,2 15 

CD34 6,1 ± 4,4 18 

CD45 65,0 ± 26,5 23 

CD90 9,6 ± 6,1 22 

CD117 8,2 ± 7,0 18 

 

 

In Tab. 3 sind die Anteile der einzelnen untersuchten Subpopulationen an der Ge-

samtfraktion zusammengefasst. Mehr als 60% der Zellen exprimierten CD45. Die 

Ausbeute für Endothelzellen (CD31) lag bei 13,3% ± 7,0%, während 4,8% ± 4,2% der 

isolierten Zellen positiv für den Gallengangsmarker HEA125 waren. Die Anteile von 

CD34-, CD90- und CD117-positiven Zellen an der nichtparenchymalen Fraktion la-

gen bei jeweils unter 10%, wobei die CD90-Fraktion mit 9,6% ± 6,1% die größte die-

ser drei Subpopulationen war. 

 

Die Überschneidung der einzelnen Subpopulationen wurde durch Doppelfärbungen 

mit verschiedenen Markerkombinationen ermittelt (s. Tab. 4). Dabei zeigte sich, dass 

sowohl auf Endothelzellen (CD31), als auch auf Gallengangszellen (HEA125) zu ei-

nem gewissen Anteil hematopoietische Marker zu finden waren. Etwa 20% der 

CD31-Zellen exprimierten CD34, während CD45 von ca. 50% der CD31-Zellen ex-

primiert wurde. Bei den HEA125-Zellen zeigten etwa 30% der Zellen eine Expression 

von CD34 bzw. CD45, während der Anteil an CD90-positiven Zellen bei dieser Popu-

lation bei etwa 70% lag. 
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Tab. 4: Zusammenfassung der durchflusszytometrischen Doppelfärbung von NPC-Fraktionen 

 

Markerkombination Anteil [% NPC] n 

CD34/CD31 2,1 ± 2,0 4 

CD34/CD45 7,6 ± 10,1 13 

CD34/CD90 1,6 ± 1,9 11 

CD34/CD117 1,7 ± 1,9 9 

CD34/HEA125 1,4 ± 0,9 3 

CD45/CD31 7,4 ± 1,9 3 

CD45/CD90 7,3 ± 4,1 11 

CD45/CD117 6,3 ± 6,9 13 

CD45/HEA125 1,5 ± 0 1 

CD90/CD117 3,4 ± 0,6 5 

CD90/HEA125 3,7 ± 0 1 

 

 

Auch bei den hematopoietischen Zellen zeigten sich deutliche Überschneidungen der 

einzelnen Subpopulationen. In der CD34+-Subpopulation exprimierten 59,5% ± 

34,5% der Zellen CD90 und 46,7% ± 33,9% CD117. In der CD90+ Fraktion konnten 

bei 14,2% ± 11,4% der Zellen eine CD34-Expression nachgewiesen werden, wäh-

rend 81,3% ± 6,6% doppelt positiv für CD117 waren. 12,7% ± 11,3% der CD117-

positiven Population exprimierten zusätzlich CD34 und 82,7% ± 16,5% der Zellen 

CD90. In Abb. 12 sind die Durchflusszytometrie-Diagramme für die Doppelfärbungen 

der hematopoietischen Marker dargestellt. In allen Färbungen waren die doppelt po-

sitiven Zellen als deutlich abgegrenzte Populationen erkennbar. 
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Abb. 12: Durchflusszytometrische Doppelfärbung von nichtparenchymalen Zellfraktionen 

Die durchflusszytometrische Färbung von nichtparenchymalen Zellfraktionen mit einer Kombination 
aus jeweils zwei hematopoietischen Markern zeigte jeweils ausgeprägte Populationen an doppelt po-
sitiven Zellen. 

 

 

Bei der graphischen Darstellung der Doppelfärbungen der einzelnen hematopoieti-

schen Subpopulationen (s. Abb. 13) zeigte sich deutlich, dass die Überschneidung 

mit den beiden anderen hematopoietischen Markern in der CD90-positiven Subpopu-

lation am größten war. Bei einer Isolation von CD90-positiven Zellen konnte also der 

größte Anteil an Zellen mit einem der drei untersuchten hematopoietischen Markern 

isoliert werden. 
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Abb. 13: Zusammenfassung der durchflusszytometrischen Doppelfärbung von NPC-Fraktionen  
    mit hematopoietischen Markern 

Die graphische Darstellung der durchflusszytometrischen Doppelfärbung von nichtparenchymalen 
Zellfraktionen zeigte deutlich, dass die Überschneidung mit den beiden anderen untersuchten hema-
topoietischen Markern in der CD90-Population am größten war. 

 

 

3.3.4 Hematopoietisches Potential 

 

Da der Anteil an Zellen mit hämatopoietischen Markern in der nichtparenchymalen 

Fraktion sehr hoch war, sollte überprüft werden, ob diese Zellen noch hematopoieti-

sches Potential besitzen. Dafür wurden CFU-Assays mit den Zellen aus einer nicht-

parenchymalen Zellfraktion durchgeführt. Die Zellen wurden dafür in verschiedenen 

Zellkonzentrationen mit speziellem Methylzellulosemedium gemischt und in Petri-

schalen ausplattiert. Nach einer Kulturzeit von 14 Tagen wurden die entstandenen 

multilineage hematopoietischen Kolonien ausgezählt. Es wurden 3±2 CFU-E und 

18,5±2,5 CFU-GM pro 2,5x104 NPC gefunden, während weder BFU-E noch CFU-
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GEMM nachgewiesen werden konnten. Im Vergleich dazu werden bei humanen 

Knochenmarkszellen 9±4 CFU-E, 38±8 BFU-E, 47±10 CFU-GM und 1±1 GEMM pro 

1x104 Zellen nachgewiesen, in CD34-angereicherten Populationen sogar 3±3 CFU-

E, 28±7 BFU-E, 73±17 CFU-GM und 2±1 GEMM pro 500 Zellen112. Die Zellen der 

nicht-parenchymalen Zellfraktion aus humaner Leber besitzen also kein hämatopoie-

tisches Potential mehr. 

 

 

3.4 Isolation von CD90+ Zellen aus NPC-Fraktionen 

 

Die durchflusszytometrische Charakterisierung der nichtparenchymalen Zellfraktio-

nen zeigte, dass durch die Wahl von CD90 als Oberflächenmarker für eine Anreiche-

rung von Vorläuferzellpopulationen die größte Zellpopulation gewonnen werden 

konnte. Zudem ergaben sich bei den CD90 Zellen die größten Überschneidungen mit 

den beiden anderen untersuchten hematopoietischen Markern, CD34 und CD117, 

weswegen dieser Marker für die immunomagnetische Isolation ausgewählt wurde. 

Die Isolation von CD90+ Zellen erfolgte aus der aus dem Gewebeverdau erhaltenen 

nichtparenchymalen Zellfraktion mittels einer immunomagnetischen Markierung der 

Zielzellen. Zur Standardisierung der Isolation und um auszuschließen, dass Unter-

schiede in der Ausbeute auf unterschiedliche Zelldichten im Isolationsansatz zurück-

zuführen waren, war die Ausgangszellzahl stets gleich. 

Es wurden insgesamt 39 CD90-Isolationen durchgeführt, wobei 29 dieser Zellpräpa-

rationen von männlichen, 10 von weiblichen Spendern stammten. Das Alter der Pa-

tienten lag zwischen 11 und 82 Jahren. Die Ausbeute an CD90+ Zellen betrug 

6,85×105 ± 4,42×105 Zellen / Isolation, was einem Anteil von 1,45% ± 0,86% der 

NPC-Fraktion entsprach (s. Abb. 14). 
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Abb. 14: Ausbeute an CD90+ Zellen aus der nichtparenchymalen Fraktion 

Die Isolation von CD90+ Zellen aus nichtparenchymalen Fraktionen mittels immunomagnetischer 
Markierung wurde aus Zellfraktionen von insgesamt 39 Spendern durchgeführt. Die Ausbeute betrug 
dabei durchschnittlich 1,45% ± 0,86% der NPC-Fraktion. 

 

 

Ebenso wie bei der Isolation der nichtparenchymalen Zellfraktionen wurde auch bei 

der Isolation der CD90-Populationen untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen 

der Art des Ausgangsgewebes und dem daraus isolierten Anteil an positiven Zellen 

festgestellt werden konnte.  

Das zur Zellisolation verwendete Ausgangsgewebe wurde nach der feingeweblichen 

Beurteilung durch die Pathologie der Uniklinik Regensburg in regeneratives (Fibrose, 

hepatische Tumoren) und nicht-regeneratives Gewebe Lebermetastasen von nicht-

hepatischen Tumoren) eingeteilt. Bei Bezug der Ausbeute an CD90-Zellen auf die Art 

des Ausgangsgewebes zeigte sich, dass bei einer Isolation aus regenerierendem 

Gewebe signifikant mehr Zellen isoliert werden konnten (s. Abb. 15). 
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Abb. 15: Beurteilung der Ausbeute von CD90+ Zellen 

Beim Vergleich der Isolationen von CD90+-Zellen zeigte sich eine signifikant höhere Ausbeute 
(p<0,05, Student’s t-test) bei der Isolation der Zellen aus regenerativem Gewebe im Vergleich zu 
nicht-regenerativem Gewebe. 

 

 

3.5 Charakterisierung der CD90+ Fraktion 

3.5.1 Expression von Vorläuferzellmarkern 

 

Um beurteilen zu können, ob die gewonnenen Fraktionen Vorläuferzellen der Leber 

darstellen könnten, wurden die frisch isolierten CD90-positiven Zellen mittels PCR 

auf die Expression verschiedener Vorläufermarker (AFP, ChromA, CK14, Nestin) 

untersucht. 

Als Expressionskontrolle wurde ß-Actin verwendet, als Positivkontrolle dienten 

HepG2 Zellen (AFP) bzw. RNA aus einem cholangiozellulären Karzinom (ChromA, 

CK14 und Nestin). 

Insgesamt wurden Zellpellets aus 27 Isolationen untersucht. Dabei zeigte sich bei 

keiner der Isolationen eine RNA-Expression von AFP. Eine Expression von CK14 

wurde bei allen 27 Proben festgestellt, während Chromogranin A und Nestin von je-

weils 23 Zellpräparationen exprimiert wurden (s. Abb. 16). 
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Abb. 16: Markerexpression von frisch isolierten CD90+-Zellen 

Frisch isolierte CD90+-Zellen wurden mittels PCR auf die Expression verschiedener Vorläufermarker 
untersucht. Während AFP in keiner der untersuchten Zellpräparationen nachgewiesen werden konnte, 
zeigten 23 von 27 Proben eine Expression von Chrom A und Nestin. CK14 wurde in allen untersuch-
ten Proben nachgewiesen. A) Repräsentative PCR-Banden aus 7 der 27 getesteten Proben. B) Rela-
tive optische Dichte der PCR-Banden als Mittelwert und Standardabweichung über jeweils alle ge-
testeten Proben. 
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Zur Verwendung in immunhistochemischen Färbungen wurden frisch isolierte 

CD90+-Zellen auf Objektträger zentrifugiert und mit Antikörpern gegen die Vorläu-

fermarker OV6, CK14 und M2-PK nach der APAAP-Methode angefärbt. Dabei zeigte 

sich, dass die CD90-positiven Fraktionen Subpopulationen von ca. 40-60% an OV6, 

CK14 bzw. M2-PK-positiven Zellen enthielten (s. Abb. 17). In den Fraktionen als 

Verunreinigung enthaltene Hepatozyten waren in keiner der Färbungen positiv. 

 

 

Abb. 17: Immunhistochemische Färbung von CD90+-Zellen 

APAAP-Färbung von Cytospots aus CD90+-Zellen mit A) OV6, B) CK14 und C) M2-PK. Jeweils ca. 
40-60% der CD90+-Fraktion waren positiv für die untersuchten Marker. 

 

 

Eine Koexpression der verschiedenen Marker sollte durch eine Doppelfluoreszenz-

färbung nachgewiesen werden. Dafür wurden Zytospin-Präparate von CD90-

positiven Zellen in einer Doppelfluoreszenzfärbung mit verschiedenen Antikörper-

Kombinationen aus CK14 mit jeweils einem hematopoietischen Vorläufermarker 

(CD34 und CD117, s. Abb. 18) bzw. einem Marker für hepatische Vorläuferzellen 

(OV6 und M2-PK, s. Abb. 19) gefärbt. In allen Ansätzen konnten einzelne Zellen 

nachgewiesen werden, die positiv für beide Antikörper waren. 
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Abb. 18: Doppel-Fluoreszenzfärbung von CD90+-Zellen mit CK14 und hematopoietischen  
       Vorläuferzellmarkern 

Cytospots von CD90+-Zellen wurden mit Texas Red gekoppeltem CK14 und jeweils einem weiteren 
FITC-gekoppelten hematopoietischen Antikörper gefärbt. A) CD34-FITC, B) CK14-TR, C) overlay 
CK14/CD34, D) CD117-FITC, E) CK14-TR, F) overlay CK14/CD117. Bei allen Kombinationen ließen 
sich Zellen nachweisen, die jeweils positiv für beide Antikörper waren. Die Färbung der Zellkerne er-
folgte mit H33258. 

 

 

Abb. 19: Doppel-Fluoreszenzfärbung von CD90+-Zellen gegen CK14 und hepatische  
        Vorläuferzellmarker 

Cytospots von CD90+-Zellen wurden mit dem Texas Red gekoppelten Vorläufermarker CK14 und 
jeweils einem weiteren FITC-gekoppelten Antikörper gegen hepatische Vorläuferzellen gefärbt. A) 
OV6-FITC, B) CK14-TR, C) overlay CK14/OV6, D) M2-PK-FITC, E) CK14-TR, F) overlay CK14/M2-
PK. Es konnten jeweils Zellen nachgewiesen werden, die doppelt positiv für die untersuchten Antikör-
per waren. Die Färbung der Zellkerne erfolgte mit H33258. 
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3.5.2 Expression von hepatischen Markern 

 

Ebenso wie für Vorläufermarker wurden frisch isolierte CD90-positive Zellen mittels 

PCR auf die Expression verschiedener hepatischer Reifungsmarker (Albumin, CK7, 

CK18, CK19) untersucht. Als Expressionskontrolle diente ß-Actin, als Positivkontrol-

len wurden wiederum HepG2 Zellen (Albumin und CK18) bzw. RNA aus einem cho-

langiozellulären Karzinom (CK7 und CK19) eingesetzt. 

Insgesamt wurden Zellpellets aus 27 Isolationen untersucht. Bei keiner der Isolatio-

nen konnte eine RNA-Expression von CK7 nachgewiesen werden, während zehn der 

untersuchten Proben eine Expression von Albumin zeigten. Eine Expression von 

CK18 wurde bei 25 Isolationen festgestellt, die Expression von CK19 bei 23 Zellprä-

parationen (s. Abb. 20). 
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Abb. 20: Expression hepatischer Marker von frisch isolierten CD90+-Zellen 

Frisch isolierte CD90+-Zellen wurden mittels PCR auf die Expression verschiedener hepatischer Diffe-
renzierungsmarker untersucht. Während CK7 in keiner der untersuchten Zellpräparationen nachge-
wiesen werden konnte und Albumin nur in vereinzelten Fällen gefunden wurde, zeigten 25 der Präpa-
rationen eine Expression von CK18 und 23 eine Expression von CK19. A) Repräsentative PCR-
Banden aus 7 der 27 getesteten Proben. B) Relative optische Dichte der PCR-Banden als Mittelwert 
und Standardabweichung über jeweils alle getesteten Proben. 
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Zur Überprüfung der Koexpression von Vorläufermarkern mit hepatischen Markern 

wurden Zytospin-Präparate von CD90-positiven Zellen mit Antikörper-Kombinationen 

aus Texas-Red gekoppeltem Vorläufermarker CK14 und jeweils einem FITC-

gekoppelten hepatischen Marker (CK19 bzw. HepPar1) angefärbt (s. Abb. 21). In 

beiden Ansätzen konnten einzelne Zellen nachgewiesen werden, die doppelt positiv 

für beide Antikörper waren. 

 

 

Abb. 21: Doppel-Fluoreszenzfärbung von CD90+-Zellen mit CK14 und hepatischen Markern 

Cytospots von CD90+-Zellen wurden mit dem Texas Red gekoppelten Vorläufermarker CK14 und 
jeweils einem weiteren FITC-gekoppelten hepatischem Antikörper gefärbt. A) CK19-FITC, B) CK14-
TR, C) overlay CK14/CK19, D) HepPar-1-FITC, E) CK14-TR, F) overlay CK14/HepPar1. Bei beiden 
Färbungen ließen sich Zellen nachweisen, die jeweils doppelt positiv für die untersuchten Antikörper 
waren. Die Färbung der Zellkerne erfolgte mit H33258. 
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3.6 Zellkultur von CD90+ Zellen 

 

Da die Ausbeute an CD90-positiven Zellen durch die Größe der verfügbaren Leber-

teilresektate beschränkt war, sollte ein geeignetes Zellkultursystem entwickelt wer-

den, um die isolierten Zellen für weitere Untersuchungen expandieren zu können. 

Dafür wurden die Zellen in verschiedenen Aussaatmedien resuspendiert und in einer 

Zelldichte von 5×104 Zellen/cm2 ausgesät. Nach einer Adhäsionszeit von 3-5 Tagen 

erfolgte die Umstellung des Mediums auf das jeweilige Kulturmedium. Der Kulturver-

lauf der Zellen wurde täglich am Mikroskop kontrolliert. Bei Beendigung der Kultur 

wurden die Zellen entweder für immunhistochemische Färbungen in den Kulturscha-

len fixiert oder zur RNA-Gewinnung lysiert. 

 

 

Abb. 22: Zellkultur von CD90-positiven Zellen 

A) Tag 0, B) Tag 3, C) Tag 5 und D) Tag 28 
In den ersten Tagen nach der Aussaat zeigten sich vereinzelte adhärierte Zellen, die im Verlauf von 
ca. einer Woche kleine Kolonien bildeten. Nach einer Kulturdauer von 28 Tagen bildeten die Zellen ein 
geschlossenes Monolayer. Dargestellt sind Zellen der Kulturreihe II. 
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In den Zellkulturen zeigten sich 1-2 Tage nach Aussaat vereinzelte adhärierte Zellen 

(s. Abb. 22 A), aus denen sich im Verlauf der nächsten Tage kleine Kolonien bildeten 

(s. Abb. 22 B). Nach einer Kulturdauer von 28 Tagen bildeten die Zellen einen ge-

schlossenen Zellrasen (s. Abb. 22 D). 

Es wurden insgesamt drei verschiedene Versuchsansätze durchgeführt. Die erste 

Versuchsreihe erfolgte auf unbeschichteten Zellkulturplatten, Aussaatmedium und 

Kulturmedium waren identisch. Es wurden insgesamt Zellen von 17 Donoren ausge-

sät, doch nur bei sechs Donoren konnte ein Adhärieren und Wachstum der Zellen 

beobachtet werden. Die Kulturdauer für diesen Versuchsansatz betrug 14 (n=5) bzw. 

28 Tage (n=1). 

Die Versuchsreihen II und III wurden auf Kollagen-beschichteten Zellkulturplatten 

durchgeführt. Für beide Versuche wurden jeweils Zellen von sieben Donoren einge-

setzt. Bei Versuchsreihe II konnten vier Ansätze über 14 Tage und ein Ansatz über 

28 Tage kultiviert werden (s. Abb. 22), in der Versuchsreihe III adhärierten die Zellen 

in drei Versuchsansätzen und wurden über einen Zeitraum von 14 Tagen (n=1) und 

28 Tagen (n=2) kultiviert. 

Neben der morphologischen Beurteilung der Zellen während der Kulturdauer wurden 

sie am Ende der Kultur bezüglich ihrer Markerexpression auf RNA-Ebene untersucht. 

Dabei zeigten die Zellen aus allen Versuchsansätzen vergleichbare Veränderungen 

im Verlauf der Kultur (s. Abb. 23 und 24). AFP konnte weder in frisch isolierten noch 

in kultivierten Zellen nachgewiesen werden. Die Expression der Vorläufermarker 

CK14 und Nestin nahm im Verlauf der Kultur ab, während bei der Expression von 

Chromogranin A eine Zunahme beobachtet werden konnte. Bei der Expression des 

Reifungsmarkers CK18 zeigte sich eine deutliche Zunahme, die Expression von 

CK19 nahm leicht ab. Albumin wurde nur von einigen frisch isolierten Zellen expri-

miert und verschwand während der Kultivierung, lediglich in einem Kulturansatz aus 

der Versuchsreihe III konnte nach einer Kulturdauer von 28 Tagen ein Auftreten von 

Albumin beobachtet werden. CK7 wurde bei keiner Isolation in nicht-kultivierten Zel-

len gefunden. Nach Ablauf der Kultur konnte aber in allen Versuchsansätzen eine 

CK7-Expression nachgewiesen werden. 
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Abb. 23: Vergleich der Expression von Vorläufermarkern auf frisch isolierten und kultivierten 
     CD90-Zellen 

CD90+ Zellen wurden nach einer Kulturzeit von 14 (1 und 2) bzw. 28 (3 und 4) Tagen auf die Expres-
sion von Vorläufermarkern untersucht und die Expressionsmuster mit denen der frisch isolierten Zel-
len verglichen. A) Repräsentative PCR-Banden aus 7 der 27 getesteten Proben (1 und 3: Versuchs-
reihe I; 2: Versuchsreihe II und 4: Versuchsreihe III). B) Relative optische Dichte der PCR-Banden als 
Mittelwert und Standardabweichung über jeweils alle getesteten Proben ohne Unterscheidung zwi-
schen den einzelnen Versuchsreihen. Während AFP in keinem Versuchsansatz nachgewiesen wer-
den konnte, wurde in allen Fällen eine Abnahme von CK14 und Nestin beobachtet. Bei der Expression 
von ChromA konnte im Verlauf der Kultur eine Zunahme festgestellt werden konnte. 
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Abb. 24: Vergleich Markerexpression von frisch isolierten und kultivierten CD90-Zellen 

CD90+ Zellen wurden nach einer Kulturzeit von 14 (1 und 2) bzw. 28 (3 und 4) Tagen auf die Expres-
sion von hepatischen Differenzierungsmarkern untersucht und die Expressionsmuster mit denen der 
frisch isolierten Zellen verglichen. A) Repräsentative PCR-Banden aus 7 der 27 getesteten Proben (1 
und 3: Versuchsreihe I; 2: Versuchsreihe II und 4: Versuchsreihe III). B) Relative optische Dichte der 
PCR-Banden als Mittelwert und Standardabweichung über jeweils alle getesteten Proben ohne Unter-
scheidung zwischen den einzelnen Versuchsreihen. Albumin konnte in einem Versuch nach 28 Tagen 
Kulturdauer nachgewiesen werden. Bei CK19 zeigte sich eine leichte Abnahme der Expression im 
Verlauf der Kultur, während bei CK7 und CK18 eine deutliche Zunahme beobachtet werden konnte. 
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Zusätzlich zur Untersuchung der Markerexpression auf RNA-Ebene wurden die Zel-

len am Ende der Zellkultur in den Kulturschalen mit Paraformaldehyd fixiert und auf 

cholangiozytäre (CK7) und hepatozytäre (HepPar1) Marker gefärbt (s. Abb. 25). Da-

bei zeigte sich, dass in beiden Fällen jeweils ein Großteil der adhärierten Zellen posi-

tiv für den untersuchten Marker war. 

 

 

Abb. 25: Immunhistochemische Färbung von kultivierten CD90+-Zellen 

Nach einer Kulturdauer von 14 Tagen wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und mit fluores-
zenzgekoppelten Antikörpern gegen cholangiozytäre A) CK7 und hepatozytäre Marker B) HepPar1 
gefärbt. Die Kerngegenfärbung erfolgte mit H33258. Dargestellt ist eine Färbung mit Zellen aus der 
Versuchsreihe II. 
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4 Diskussion 

 

4.1 Nachweis von möglichen Vorläuferzellen in humanem 

 Lebergewebe 

 

Die Leber besteht aus vielen unterschiedlichen Zelltypen (s. Tab. 5). Die größte Po-

pulation bilden dabei die Parenchymzellen der Leber, die Hepatozyten, mit einem 

Anteil von 60-70% an allen vorhandenen Leberzellen und einem Anteil von ca. 78% 

am Lebervolumen. Hepatozyten sind polygonale Epithelzellen mit 6 oder mehr Flä-

chen und einem Durchmesser von 15-35 µm. Hepatozyten sind die wichtigsten Le-

berzellen, da in ihnen der Hauptanteil aller in der Leber ablaufenden Prozesse er-

folgt113. 

Die zweite Gruppe der Leberepithelzellen stellen die Cholangiozyten dar. Sie bilden 

das verzweigte System der intrahepatischen Gallengänge. Sie spielen eine wichtige 

Rolle beim hormonal gesteuerten Transport von Wasser und Elektrolyten und bei der 

Entgiftung von Xenobiotika114. 

Sinusendothelzellen bilden das fenestrierte Endothel der Sinusoide, in denen sich 

portal und arteriell herangeführtes Blut vereinigt. Durch die Sinusendothelzellen wird 

der Flüssigkeits- und Materialaustausch zwischen dem Blut in den Sinusoiden und 

den Hepatozyten geregelt115. 

Kupffer-Zellen (Kupffer’sche Sternzellen) sind im Sinusendothel zufällig verteilt. Sie 

sind von irregulärer, sternförmiger Form und besitzen eine zottenförmige Oberfläche. 

Zu ihren Aufgaben gehören die Phagozytose, die Pinozytose, die Abgabe von Sig-

nalsubstanzen und das Ausscheiden von toxischen Substanzen116. 

Ito-Zellen sind Fettspeicherzellen, die im Disse’schen Raum in engem Kontakt zu 

Hepatozyten und Endothelzellen zu finden sind. Ito-Zellen können sich in Myofibrob-

lasten umwandeln und spielen daher eine Rolle bei der Fibrogenese117. 
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Tab. 5: Die verschiedenen Zelltypen der Leber
118,119 

Zelltyp Lokalisation Größe 

[µm] 

Dichte 

[g/cm
3
] 

Zellzahl/g 

(×××× 10
6
) 

Anteil [%] 

Epithelzellen 

 Hepatozyten lobulär 15-35 1.08-1.13 110 ± 20 

 

60-70% der 

Leberzellen 

 Cholangiozyten PT 5-15 1.06-1.11 3.4 ± 0.4 2-3% der 

Leberzellen 

5-10% der 

NPC-Fraktion 

Zellen des retikulären endothelialen Systems 

 Kupffer-Zellen S 6-12 1.05-1.08 27 ± 3 8-12% der 

Leberzellen 

25-40% der 

NPC-Fraktion 

 Sinusoidale Endothelzellen S 9-14 1.03-1.07 37 ± 4 15-20% der 

Leberzellen 

44-60% der 

NPC-Fraktion 

Struktur- und fettspeichernde Zellen 

 Ito-Zellen S, D 9-13 1.02-1.06 18 ± 2 3-8% der 

Leberzellen 

5-10% der 

NPC-Fraktion 

 Fibroblasten      

 Myofibroblasten PT     

Gefäßendothelzellen 

 Endothelzellen der Arterien, Venen 

und lymphatischen Gefäße 

PT 9-14 1.03-1.07   

 Glatte Muskelzellen der Arterien PT     

Verschiedene Zelltypen 

 Pit Zellen (große granuläre Leuko-

zyten) 

S 8-12 1.05-1.07 1.5 ± 0.4 ca. 1% der 

NPC-Fraktion 

 Dendritische Zellen S, PT  < 1.082   

 Hepatische Neurone PT     

 



Diskussion 

 

44

Für die spätere Charakterisierung von isolierten Zellfraktionen wurde zunächst ein 

geeignetes Markerpanel zusammengestellt, mit dem an humanem Lebergewebe so-

wohl hepatische Zellen als auch mögliche Vorläuferzellpopulationen identifiziert wer-

den konnten. 

Die Expression von Albumin und HepPar1 kann als Nachweis von Hepatozyten ein-

gesetzt werden. Sie findet sowohl in reifen Hepatozyten als auch in Zellen, die in 

Richtung einer hepatozytären Differenzierung determiniert sind, statt120,121. 

Ebenso wie andere Epithelzellen zeigen auch Hepatozyten und Gallengangszellen 

eine spezifische Expression von verschiedenen Zytokeratinen. Während Hepatozy-

ten lediglich CK8 (52 kDa, Typ II) und CK18 (45 kDa, Typ I) exprimieren, finden sich 

auf Gallengangszellen zusätzlich noch CK7, ein 54 kDa Zytokeratin vom Typ II, und 

CK19, ein Typ I Zytokeratin mit einem Molekulargewicht von 40 kDa122. 

Bei HEA125 handelt es sich um einen monoklonalen Antikörper gegen das epithelia-

le Zelladhäsionsmolekül (Ep-CAM). Ep-CAM ist ein Transmembranprotein mit einem 

Molekulargewicht von 40 kDa, das von einer Vielzahl von Zellen epithelialen Ur-

sprungs exprimiert wird. In der Leber erkennt der Klon HEA125 sowohl reife Gallen-

gangszellen, als auch noch unreife Zellen mit cholangiozytärer Determinierung123. 

CD31 ist auf der Oberfläche von Gefäßendothelzellen und Sinusendothelzellen zu 

finden124. 

Mit CD68, einem Marker, der von Zellen der Monozyten- und Makrophagen-

Abstammungslinie 125 exprimiert wird, können in der Leber Kupffer-Zellen nachge-

wiesen werden126. 

Zum Nachweis von Ito-Zellen, den Vitamin A- und Fettspeicherzellen der Leber, die 

im Disse‘schen Raum in engem Kontakt zu Hepatozyten und Endothelzellen zu fin-

den sind127, kann Sma-α verwendet werden128. 

Bei CD34 handelt es sich um ein Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht 

von ca. 110 kDa. Die Besonderheit dieses Proteins besteht darin, dass es als einzi-

ger Marker sowohl von hematopoietischen Stammzellen exprimiert wird als auch von 

allen unreifen Zellen des hematopoietischen Systems, die bereits entlang der ver-

schiedenen Entwicklungslinien differenzieren. Reife Blutzellen exprimieren diesen 

Marker jedoch nicht mehr, so dass er große Anwendung bei der Isolation und Cha-

rakterisierung von Zellpopulationen mit unreifem Charakter des hematopoietischen 

Systems gefunden hat. Neben dem hematopoietischem System befindet sich dieser 
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Marker u.a. auch noch auf den Endothelzellen kleiner Gefäße und auf embryonalen 

Fibroblasten129,130. 

CD90 (Thy-1) ist mit einem Molekulargewicht von ca. 25 kDa der kleinste Vertreter 

der Immunglobulinsuperfamilie. CD90 wird von den verschiedenen Spezies und in-

nerhalb der verschiedenen Gewebe einer Spezies unterschiedlich stark exprimiert. 

Die genaue Funktion des Moleküls ist bisher noch unbekannt. In der Maus findet 

man eine Expression auf hematopoietischen Stammzellen, peripheren Lymphozyten, 

Neuronen und auf Fibroblasten. Beim Menschen wird CD90 von einer kleinen Unter-

population von CD34+ Zellen im Knochenmark und auf Stammzellen im Nabel-

schnurblut und in der fetalen Leber exprimiert. Außerdem befindet sich das Molekül 

auf einigen frühen T und B Lymphozyten, auf Fibroblasten und neuronalen Zel-

len131,132. 

Bei dem Transmembranprotein CD117 (c-kit) handelt es sich um einen Wachstums-

faktor-Rezeptor. Der von diesem Rezeptor erkannte Ligand, der Stammzellfaktor, 

besitzt große strukturelle Ähnlichkeiten mit den Kolonie-stimulierenden Faktoren und 

spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von epithelialen Stammzellen bei 

der Hematopoiese und Gametogenese. Neben hematopoietischen Stammzellen wird 

CD117 von Mastzellen, Keimzellen und Melanozyten exprimiert133,134. 

Bei OV-6 handelt es sich um einen monoklonalen Antikörper, der zum Nachweis von 

oval cells in der Ratte entwickelt wurde135,136. Auch an humanem Gewebe wurde OV-

6 erfolgreich eingesetzt und zwar sowohl in fetalem Gewebe137, als auch in pediatri-

schem und adulten Gewebe138,139. In der Ratte erkennt dieser Antikörper die Antige-

ne der Zytokeratine 14 und 19140. In der menschlichen Leber werden durch diesen 

Antikörper sowohl reife Gallengangszellen und Hepatozyten im Bereich des Peripor-

talfeldes angefärbt, als auch Populationen, die mit den oval cells in der Ratte ver-

gleichbar sind141. 

Zytokeratin 14 ist ein Intermediärfilament, das ursprünglich nicht mit der Leber in 

Verbindung gebracht wurde142, das dann aber auf einer kleinen Population von gal-

lengangs-assoziierten Zellen nachgewiesen wurde143. Seitdem wurde CK14 bereits 

mehrmals als möglicher Marker für Vorläuferzellen in der Leber identifiziert, wo es 

eine Subpopulation von Stammzellen anfärbt, die entlang der hepatischen Entwick-

lungslinien ausdifferenzieren können144,145. Auf reifen Hepatozyten und Gallengangs-

zellen konnte es jedoch nicht nachgewiesen werden146. Bei CK14-positiven Zellen 

handelt es sich also auf jeden Fall um unreife Zellen, weswegen dieser Marker als 
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Kombinationsmarker für immunhistochemische Doppelfärbungen zur genaueren 

Charakterisierung der erhaltenen CD90-Populationen verwendet wurde. 

Die fetale M2 Isoform der Pyruvatkinase (M2-PK) stellt einen weiteren Marker für un-

differenzierte Leberzellen dar. Sowohl im Tiermodell147,148 als auch an humanen Zell-

linien149 konnte eine Expression dieses Markers auf undifferenzierten Zellen nach-

gewiesen werden. In erkrankten Lebern wurde ein Zusammenhang der Expression 

mit der Schwere der jeweiligen Erkrankung festgestellt150. Im Gegensatz dazu zeigen 

reife Hepatozyten keine M2-PK Expression151. 

Mit allen verwendeten Antikörpern wurden zunächst Färbungen an 6 µm Gewebe-

schnitten von humanem Lebergewebe durchgeführt. Die Färbungen der hepatischen 

Differenzierungsmarker entsprachen dabei den in der Literatur beschriebenen Fär-

bungsmustern, die einzelnen Zelltypen konnten jeweils eindeutig lokalisiert und iden-

tifiziert werden. Schwieriger gestaltete sich der Nachweis von Vorläuferzellen. Nach 

den Ergebnissen, die in verschiedenen Tiermodellen erhalten wurden, sollte das Vor-

läuferzellkompartiment der Leber im Bereich des Periportalfeldes und in den Hering-

schen Kanälchen zu finden sein, da von diesen Strukturen ausgehend die Proliferati-

on der oval cells im Falle einer Leberschädigung zu beobachten ist152. Die Färbung 

für CD90 zeigte eine größere Anzahl an positiven Zellen sowohl im Periportalfeld als 

auch entlang von Gallengängen innerhalb des Parenchyms. Da jedoch CD90 auch 

auf Fibroblasten exprimiert wird und damit die stark positive Färbung im Bereich der 

Portalfelder auch durch die Färbung von Bindegewebszellen verursacht wurde, war 

auf diese Weise eine eindeutige Identifizierung der positiven Zellen als Vorläuferzel-

len nicht möglich. Das gleiche Problem ergab sich bei den Färbungen von CD34 und 

OV6. Auch hier zeigten die Schnitte relativ intensive Färbungsmuster. Da jedoch 

CD34 auch von Endothelzellen exprimiert wird und OV6 auch auf Gallengangszellen 

zu finden ist, konnte auch hier nicht zwischen reifen Leberzellen und möglichen Vor-

läuferzellen unterschieden werden. 

Der hematopoietische Vorläufermarker CD117 konnte dagegen nur an vereinzelten 

Zellen gefunden werden, während CK14 und M2-PK in keiner der durchgeführten 

Färbungen nachgewiesen werden konnte. Die Ursache hierfür ist wohl in der zu ge-

ringen Anzahl an durchgeführten Färbungen zu suchen. 
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4.2 Isolation von nichtparenchymalen Zellen 

 

Das Vorhandensein von Populationen mit Vorläufereigenschaften in der Leber konn-

te im Tiermodell bereits mehrfach gezeigt werden. Die ersten Versuche nutzten da-

bei verschiedene Modelle, in denen durch partielle Hepatektomie bei gleichzeitiger 

Inhibierung der Hepatozytenproliferation eine Leberregeneration durch Vorläuferzel-

len erzwungen wurde153. Auch beim Menschen konnten mittlerweile durch immunhis-

tochemische Studien mehrfach vergleichbare Zellpopulationen nachgewiesen wer-

den und zwar sowohl in fetalen Lebern als auch in erkrankten und gesunden adulten 

Lebern. Bei diesen Zellpopulationen, die sich im Periportaltrakt im Bereich der He-

ringschen Kanäle befanden, handelte es sich jeweils um kleine Zellen im Größenbe-

reich von 7-15 µm mit nur wenigen Organellen und einem geringen Anteil an Zytop-

lasma154. Diese in der Literatur beschriebenen Zellpopulationen, die als Vorläuferzel-

len der Leber in Frage kommen, unterscheiden sich demnach sowohl in Größe und 

Dichte deutlich von den Hepatozyten, die einen Großteil (ca. 60%) der in der Leber 

vorhandenen Zellen darstellen (s. Tab. 1) und bilden somit eine Subpopulation der 

nichtparenchymalen Zellfraktion der Leber. Da die Anzahl an Zellen in diesen Sub-

populationen nur gering ist, war es für die Gewinnung von Vorläuferzellpopulationen 

aus humanen Leberteilresektaten daher zweckmäßig, durch die Isolation von nicht-

parenchymalen Zellen Zellfraktionen zu gewinnen, in denen bereits eine Anreiche-

rung dieser Zellen erfolgt war. 

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Verfahren zur Isolation von nichtparen-

chymalen Zellen aus humanen Leberteilresektaten basiert auf einem Protokoll, das 

von der Gruppe um A. Strain entwickelt wurde155. 

Im Gegensatz zu dem dort verwendeten Protokoll wurde hier jedoch ein Reinigungs-

ansatz gewählt, bei dem nicht das komplette Gewebe verdaut wurde. Stattdessen 

wurde in einem ersten Reinigungsschritt durch eine Collagenase/EGTA-Perfusion ein 

Großteil der Hepatozyten abgetrennt und erst anschließend ein kompletter Verdau 

des Restgewebes zur Gewinnung der nichtparenchymalen Zellen durchgeführt. Die 

Inkubationszeiten beim Verdau des kleingeschnittenen Gewebes konnten deswegen 

entsprechend um die Hälfte gekürzt werden. 

Zusätzlich wurde der Enzymlösung beim Verdau Pronase zugesetzt, mit dem noch 

verbliebene Hepatozyten zerstört werden sollten. Das Gewebe konnte auf diese 
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Weise fast vollständig verdaut werden, nach dem letzten Filtrationsschritt blieben 

jeweils lediglich vereinzelte Stränge aus Bindegewebe zurück. In mehreren Wasch-

schritten konnten vor allem Fettzellen aus der Suspension entfernt werden. Dem 

verwendeten Waschpuffer wurde EDTA zugesetzt, um ein Verklumpen von toten Zel-

len zu vermeiden. 

Anschließend erfolgt im Grundprotokoll eine Auftrennung der Zellsuspension durch 

einen Zweischicht-Percoll mit Dichten von 1,04 und 1,09 g/ml. Daraus erhalten Fab-

ris et al 5 Fraktionen, nämlich Pellet, 1,09 g/ml Percoll, Zwischenschicht, 1,04 g/ml 

Percoll und Überstand, die sehr ausführlich bezüglich Größe und Zelltyp charakteri-

siert wurden. Die Hauptmenge an vitalen nichtparenchymalen Zellen befindet sich 

demnach in der Zwischenschicht des Percolls und ein weiterer Teil in der Schicht aus 

1,04 g/ml Percoll, während in der Schicht aus 1,09 g/ml Percoll nur sehr wenige Zel-

len enthalten waren. Das Pellet bestand hauptsächlich aus Erythrozyten, während 

sich im Überstand tote Zellen und Zelldebris befanden. Um eine möglichst große 

Ausbeute an nichtparenchymalen Zellen zu erhalten, wurde das Protokoll für die wei-

teren Aufarbeitungen auf einen Einschicht-Percoll mit einer Dichte von 1,09 g/ml ver-

einfacht. 

Auch die aus dieser Aufreinigung erhaltenen Fraktionen wurden sowohl durch eine 

Zellzahl-/Zellgrößenbestimmung am „cell counter“, als auch durch eine immun-

histochemische Färbung auf verschiedene Hepatozyten- und nichtparenchymale 

Marker charakterisiert. Die erhaltenen Fraktionen entsprachen den in der Literatur 

beschriebenen Fraktionen. Im Überstand werden Hepatozyten und Agglomerate aus 

Bindegewebe abgetrennt, während das Pellet hauptsächlich aus Erythrozyten be-

stand. Der Hauptteil an vitalen nichtparenchymalen Zellen war in der Zwischen-

schicht zwischen Percoll und wässriger Phase enthalten. 

Der Anteil an nichtparenchymalen Zellen in der Leber liegt im Bereich von 30-40% 

der Gesamtzellzahl, was einem Anteil von etwa 5-8×107 Zellen/g Lebergewebe ent-

spricht (s. Tab 1). Im Grundprotokoll und in weiteren vergleichbaren Protokollen156,157 

konnte eine Ausbeute an nichtparenchymalen Zellen von 1-4×106/g Lebergewebe 

erreicht werden. Die durch das in dieser Arbeit verwendete Verfahren erreichte Aus-

beute lag mit 2,7×106 ± 2,6×106/g Resektatgewebe innerhalb dieses zu erwarteten 

Bereiches. Die großen Abweichungen der erreichten Ausbeuten von der tatsächlich 

vorhandenen Zellzahl lassen sich durch Verluste bei der vorher durchgeführten Isola-



Diskussion 

 

49

tion von Hepatozyten erklären, ebenso durch das Auswaschen von Fettzellen wäh-

rend der Waschschritte und die Zerstörung von Zellen während des Gewebeverdaus. 

Die etwas schlechtere Vitalität von >80% im Vergleich mit einer Vitalität von >95% 

beim Grundprotokoll erklärt sich dadurch, dass die Vitalitätsbestimmung aus zeitli-

chen Gründen nicht sofort erfolgen konnte, sondern die Zellen zunächst über Nacht 

bei 4°C gelagert wurden. 

 

 

4.3 Charakterisierung der nichtparenchymalen Fraktion 

 

Da die nichtparenchymale Zellfraktion als Ausgangsfraktion für die Isolation von Vor-

läuferzellen dienen sollte, war es wichtig, dass die Isolation dieser nichtparenchyma-

len Fraktionen in möglichst standardisierter Weise erfolgte. Zur Beurteilung der Auf-

arbeitung sollte daher untersucht werden, ob sich die Qualität des Ausgangsgewe-

bes auf die Ausbeute an nichtparenchymalen Zellen auswirkt. Anhand der feinge-

weblichen Beurteilung des Gewebes durch die Klinik für Pathologie des Universitäts-

klinikums Regensburg wurde das Ausgangsgewebe in fünf Gruppen mit unterschied-

lichen Primärerkrankungen eingeteilt. Berücksichtigt wurden dabei Fibrose, Zirrhose, 

Cholestase, Verfettung und Entzündung des Gewebes. Dabei zeigte sich, dass sich 

keine dieser Erkrankungen signifikant auf die Ausbeute an nichtparenchymalen Zel-

len auswirkte, so dass mit dieser Methode eine Zellpopulation mit konstant bleiben-

der Qualität isoliert werden konnte. 

Als entscheidend für die gezielte Isolation von Vorläuferpopulationen hat sich der 

Nachweis von verschiedenen Oberflächenantikörpern auf diesen Zellen erwiesen. 

Hervorzuheben sind hierbei besonders die hematopoietischen Marker CD34, CD90 

(Thy-1) und CD117 (c-kit). Die ersten Hinweise auf eine Verbindung dieser hemato-

poietischen Marker auch mit dem hepatischen Stammzellsystem ergaben sich aus 

verschiedenen Studien, in denen die Aktivierung und Proliferation von Vorläuferzel-

len durch eine Schädigung der Leber erzielt wurde158,159. Durch eine immunomagne-

tische Reinigung mit CD34 und CD117 konnten bereits von einer anderen Arbeits-

gruppe aus HEA125-negativen nichtparenchymalen Zellfraktionen Zellen isoliert 

werden, die in Zellkultur zu Gallengangszellen differenziert werden konnten160. 



Diskussion 

 

50

Für die spätere Isolation einer möglichen Vorläuferzellpopulation sollte daher zu-

nächst die Zusammensetzung der erhaltenen nichtparenchymalen Zellsuspensionen 

ermittelt werden. Dafür wurden die Zellsuspensionen mit fluoreszenzmarkierten Anti-

körpern inkubiert und die Zellen anschließend am Durchflusszytometer untersucht. 

Neben den bereits erwähnten hematopoietischen Markern CD34, CD90 und CD117 

wurden noch die nichtparenchymalen Marker CD31 und HEA125 hinzugezogen, so-

wie der ebenfalls aus dem hematopoietischen System stammende Marker CD45. 

Die Populationen an CD34, CD90 und CD117 positiven Zellen lagen in einem ver-

gleichbaren Größenbereich von jeweils knapp 10%. Dieser relativ hohe Anteil erklärt 

sich weniger aus einer Verunreinigung der Zellsuspension durch Blutzellen, was be-

sonders dadurch belegt wird, dass in den Zellen der nichtparenchymalen Fraktion in 

einem CFU-Assay kein hematopoietisches Potential mehr nachgewiesen werden 

konnte. Vielmehr erklärt sich dieser Anteil aus der Tatsache, dass jeder dieser Mar-

ker auf mehreren weiteren nichtparenchymalen Zelltypen zu finden ist. 

Der Anteil an Gefäßendothelzellen und Sinusendothelzellen an der NPC-Fraktion, 

der mit CD31 nachgewiesen wurde, sollte im Bereich von 40-60% liegen. Mit einem 

gemessenen Anteil von 13,3% ± 7% lag diese Zellpopulation daher weit unter der 

erwarteten Menge. In der Literatur beschriebene Methoden zur Isolation von Sinu-

sendothelzellen im großen Maßstab verwenden jedoch als Ausgangszellsuspension 

die Überstände nach der Perfusion des Gewebes mit Collagenase161, was bedeutet, 

dass sich diese Zellen sehr leicht aus dem Zellverband herauslösen lassen und da-

mit zum Großteil bereits im Verlauf der Hepatozyten-Isolation abgetrennt wurden. 

Der Anteil an Gallengangszellen wurde mit HEA125 ermittelt. Mit 4,8% ± 4,2% lag 

diese Population innerhalb des erwarteten Bereichs von 5-10%. 

Erstaunlich war der hohe Anteil an CD45+ Zellen in den erhaltenen Zellfraktionen, 

denn dieser Marker wird im Normalfall mit Leukozyten in Verbindung gebracht162. Die 

große Überschneidung dieses Markers mit CD31 (50%) und HEA125 (30%) zeigt 

jedoch, dass es sich bei diesen Zellen nur zu einem geringen Anteil um Blutzellen 

handeln kann, sondern dass CD45 offensichtlich auch auf anderen Zelltypen zu fin-

den ist. Ein Zusammenhang von CD45 mit hepatischen Vorläuferzellen wird indes 

kontrovers diskutiert. Während in vielen Versuchsansätzen CD45-Zellen als Verun-

reinigungen durch Blutzellen angesehen und ausgeschlossen werden163, konnte in 

anderen Studien CD45 als oval cell Marker nachgewiesen werden164. 
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Ebenso wie CD45 zeigen auch die übrigen hematopoietischen Marker eine Über-

schneidung mit anderen Zellpopulationen. Die Doppelfärbung von CD34 mit CD31 

erklärt sich durch das Vorhandensein von CD34 auf kleinen Gefäßendothelzellen. 

Interessant war jedoch die Überschneidung von CD90 bzw. CD34 mit HEA125, was 

auf einen undifferenzierten Zustand eines Teils der vorhandenen cholangiozytären 

Zellen hinweist. Eventuell könnte dies auch die Erklärung für die Überschneidung 

von HEA125-positiven Zellen mit CD45 sein. 

 

 

4.4 Isolation von CD90+ Zellen 

 

Um einen möglichst umfassenden Pool von Vorläuferzellen zu isolieren, sollte aus 

den hematopoietischen Markern derjenige Marker ausgewählt werden, bei dem die 

Überschneidung mit den jeweils anderen Markern am größten war. Bei der graphi-

schen Darstellung der Doppelfärbungen der einzelnen hematopoietischen Subpopu-

lationen wurde deutlich, dass diese Bedingung am besten in der CD90-positiven 

Fraktion erfüllt war. Da sich bei der durchflusszytometrischen Charakterisierung der 

Zusammensetzung der isolierten nichtparenchymalen Fraktionen die CD90-

Population außerdem als die größte der hematopoietischen Zellpopulationen heraus-

stellte, wurde für die vorliegende Arbeit dieser Marker für die Isolation einer mögli-

chen Vorläuferzellpopulation verwendet. Die Isolation dieser Zellen erfolgte zudem 

aus der gesamten nichtparenchymalen Zellpopulation, um eine möglichst große Po-

pulation aus Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstufen zu gewinnen. 

Die Isolation von CD90+ Zellen wurde mit Hilfe magnetisch gekoppelter Sekundäran-

tikörper durchgeführt. Zur Standardisierung des Isolationsverfahrens und um einen 

besseren Vergleich zwischen den einzelnen Isolationen zu ermöglichen, wurde bei 

jeder Isolation die gleiche Ausgangszellmenge eingesetzt. Die Ausbeute an CD90-

positiven Zellen betrug dabei 1,45% ± 0,86% der NPC-Fraktion. Diese Ausbeute lag 

bedeutend unter dem vorher in durchflusszytometrischen Färbungen ermittelten An-

teil an CD90-positiven Zellen von knapp 10%. Eine Erklärung hierfür sind wiederum 

die Verluste an Zellen, die während der Lagerung der nichtparenchymalen Fraktion 

auftraten. 
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Ein Zusammenhang zwischen Ausbeute und Qualität des Gewebes wurde bei der 

Isolation von CD90+ Zellen nicht untersucht. Zum einen, weil bereits bei der Isolation 

der nichtparenchymalen Zellfraktion gezeigt werden konnte, dass sich keine dieser 

Erkrankungen auf die Zellausbeute auswirkt. Zum anderen, da die Isolation von 

CD90-positiven Zellen nicht aus Gewebe sondern aus Zellsuspensionen erfolgte und 

zudem durch die Verwendung der immer gleichen Ausgangszellzahl an nichtparen-

chymalen Zellen standardisiert wurde. Interessant war jedoch, ob eine durch die Er-

krankung des Patienten erfolgte Aktivierung der Leberregeneration eine Zunahme 

der Ausbeute an CD90-positiven Zellen bewirkte. Aufgrund der histologischen Beur-

teilung des verwendeten Gewebes wurde eine Einteilung des Gewebes in regenera-

tives (Fibrose, hepatische Tumoren) und nicht-regeneratives (Lebermetastasen von 

nicht-hepatischen Tumoren) Gewebe vorgenommen und die daraus erfolgten Aus-

beuten an CD90-positiven Zellen statistisch ausgewertet. Dabei zeigte sich, dass aus 

regenerativem Gewebe signifikant mehr Zellen isoliert werden konnten, als dies aus 

nicht-regenerativem Gewebe der Fall war. Durch die Aktivierung einer regenerativen 

Antwort in der Leber wird also die Anzahl an CD90-Zellen erhöht, was auf eine Betei-

ligung der CD90-Zellen an der Leberregeneration schließen lässt. 

 

 

4.5 Charakterisierung der CD90+ Zellen 

 

Da CD90 ebenso wie CD34 und CD117 nicht ausschließlich auf Vorläuferzellen zu 

finden ist, wurde zur näheren Charakterisierung der erhaltenen Zellpopulationen eine 

Reihe weiterer Marker herangezogen. Es wurden dabei Marker gewählt, die in unter-

schiedlichen Differenzierungsstadien auf Leberzellen exprimiert werden, um dadurch 

genauere Informationen über die Zusammensetzung der Population zu erhalten. Zu-

sätzlich zu den bereits in den immunhistochemischen Färbungen eingesetzten Mar-

kern wurden noch AFP, Chromogranin A und Nestin verwendet. 

Alpha-Fetoprotein (AFP) ist der mit am häufigsten zur Identifizierung von Vorläufer-

zellen in der Leber verwendete Marker. AFP wird in embryonalem Gewebe bereits 

vor der Bildung der Leber exprimiert und signalisiert in endodermalen Zellen ihre De-

terminierung in Richtung von Leberzellen165. Im Lauf der Zelldifferenzierung ver-

schwindet die AFP-Expression, auf reifen Leberzellen kann dieser Marker nicht 
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nachgewiesen werden. Sowohl im Tiermodell als auch an menschlichem Leberge-

webe konnte ein erneutes Auftreten von AFP auf hepatischen Vorläuferzellen beob-

achtet werden166,167. 

Bei Chromogranin A handelt es sich um ein Molekül, das in der Matrix von neuroen-

dokrinen Granula auftritt und vermutlich eine Rolle beim Prozessieren von Hormonen 

und Neuropeptiden spielt168. In normaler humaner Leber konnte dieses Molekül bis-

her nicht nachgewiesen werden169, jedoch konnte beim Menschen in regenerieren-

den Lebern eine Expression von Chromogranin A auf hepatischen Vorläuferzellen, 

reaktiven Ductuli und vereinzelten Clustern von periportalen Hepatozyten gezeigt 

werden170,171. 

Ein weiterer neuroendokriner Marker, der mit hepatischen Vorläuferzellen in Verbin-

dung gebracht wird, ist Nestin. Nestin wurde sowohl in fetalen hepatischen Stamm-

zellen nachgewiesen172, als auch als Marker in Bereichen der Regeneration in adul-

tem Gewebe173. 

Fast alle untersuchten Fraktionen zeigten eine Expression von Nestin bzw. Chromo-

granin A (jeweils 23 von 27 Fraktionen), enthielten also deutliche Anteile an unreifen 

Zellen. Auch der Anteil an CK18 (25 von 27 Fraktionen) und CK19 (23 von 27 Frak-

tionen) war sehr hoch. Beide Marker werden sowohl auf reifen Hepatozyten (CK18) 

und Gallengangszellen (CK18 und CK19) exprimiert, als auch auf unreifen Zellen. 

Bei den isolierten Zellpopulationen handelte es sich jedoch hauptsächlich unreife 

Zellen. Einerseits konnte nämlich in keiner der Isolationen eine Expression von CK7 

nachgewiesen werden, was auf die Anwesenheit von reifen Gallenganszellen hin-

weisen würde. Und andererseits wurde auch nur in vereinzelten Fällen eine Expres-

sion von Albumin beobachtet, was sowohl durch unreife Zellen mit hepatozytärer 

Entwicklungsrichtung als auch durch eine Verunreinigung der Zellfraktionen mit rei-

fen Hepatozyten verursacht werden könnte. 

Im Gegensatz zu bisher in der Literatur beschriebenen Isolationen von möglichen 

Vorläuferzellen zeigten die hier isolierten Zellen bei keiner der Isolationen eine Ex-

pression von AFP, während eine Expression von CK14 bei allen Zellen nachzuwei-

sen war. Eine mögliche Erklärung dafür liefern die Studien von Thorgeirrson (1993), 

der zeigen konnte, dass durch eine unterschiedliche Expression von CK14 und AFP 

offensichtlich unterschiedliche Differenzierungsstadien der Zellen angezeigt wer-

den174. Bei der oval cell Antwort im AAF/PH Modell exprimierten die neuen Zellen am 

Anfang CK14, aber kein AFP. Aus diesen Zellen entstanden zwei proliferierende oval 
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cell Populationen, von denen eine Population nur CK14 exprimierte und die andere 

CK14 und AFP. Die Population, die sowohl eine CK14, als auch eine AFP-

Expression zeigt, scheint also bereits in Richtung hepatozytärer Differenzierung fest-

gelegt zu sein, während die erste Population (nur CK14 Expression) eine multipoten-

te Vorläuferpopulation darstellen könnte. Ebenso wurde in weiteren Studien an er-

kranktem Gewebe ein verstärkter Zusammenhang zwischen der AFP-Expression in 

adultem Gewebe und einer malignen Entartung der Zellen festgestellt, während auf 

regenerierenden Leberzellen die AFP-Expression eher schwach war175,176. 

Aus diesem Grund wurde CK14 als Kombinationsmarker für Doppelfärbungen einge-

setzt. Da es sich bei diesen Zellen auf jeden Fall um Vorläuferzellen in einem sehr 

frühen Differenzierungsstadium handeln sollte, konnte auf diese Weise nachgewie-

sen werden, in wieweit die durch PCR nachgewiesenen weiteren Vorläufermarker 

und die hepatischen Differenzierungsmarker bereits auf dieser frühen Population zu 

finden sind. Für alle Kombinationen konnten Zellen gefunden werden, die jeweils po-

sitiv für beide der untersuchten Marker waren. Bei den isolierten Zellpopulationen 

handelte es sich also hauptsächlich um heterogene Zellpopulationen mit unreifen 

Zellen unterschiedlicher Reifungsgrade, während Verunreinigungen durch ausdiffe-

renzierte Zellen äußerst gering waren. 

 

 

4.6 Zellkultur von CD90+ Zellen 

 

Für die Zellkultur der gewonnenen CD90-positiven Zellfraktionen wurden zunächst 

unbeschichtete Zellkulturplatten und eine Medienzusammensetzung, die für die Kul-

tur von vielen Zelllinien verwendet wird, gewählt. Wegen der schlechten Adhäsion 

der Zellen in diesem Modell wurde für die weiteren Versuche die bereits für die Kulti-

vierung von humanen Hepatozyten erfolgreich eingesetzte single gel Kultur auf einer 

Kollagenmatrix eingesetzt. Für die Wahl dieser Matrix spricht die Tatsache, dass 

auch in der Leber selbst eine Kollagenmatrix vorliegt, die dort von den Ito-Zellen ge-

bildet wird. Die gewählten Medien entsprechen Zusammensetzungen, die zum einen 

bereits für die Kultur von humanen Gallengangszellen verwendet wurden177 und zum 

anderen zur Kultur von multipotenten adulten Vorläuferzellen aus dem Knochenmark 

und zur Differenzierung dieser Zellen zu Hepatoyzyten eingesetzt wurden178. 
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Bei der Kultivierung der Zellen zeigten diese nach einer kurzen Adhäsionszeit zu-

nächst klonales Wachstum und bildeten nach längerer Kulturdauer einen geschlos-

senen Zellrasen. Jedoch konnten nur sechs von 17 Zellpräparationen auf den unbe-

schichteten Zellkulturplatten kultiviert werden. Auf der Kollagenmatrix adhärierten 

fünf von sieben Zellpräparationen in Versuchsreihe II und drei von sieben in Ver-

suchsreihe III. Bei den übrigen Isolationen konnte keine Adhäsion der Zellen erreicht 

werden. 

Nach 14 bzw. 28 Tagen Kulturdauer wurden die Zellen mittels PCR wiederum auf die 

Expression von Vorläufermarkern (AFP, Chromogranin A, Nestin, CK14) und Diffe-

renzierungsmarkern (Albumin, CK18, CK19, CK7) untersucht. Bei den Vorläufermar-

kern trat bei CK14 und Nestin eine Verringerung der Expression auf, während die 

Expression von Chrom A anstieg. Dagegen zeigte die Expression der Differenzie-

rungsmarker eine z.T. deutliche Zunahme. Am auffälligsten war die beginnende Ex-

pression von CK7, die in allen erfolgreich kultivierten Zellpräparationen nachgewie-

sen werden konnte. Obwohl CK7 auch als Marker für undifferenzierte Zellen in einem 

sehr frühen Differenzierungsstadium beschrieben wurde179, zeigt sein Auftreten im 

Verlauf der Kultur eine beginnende Differenzierung der Zellen. Dafür spricht auch die 

Abnahme der Expression von CK14 und die Zunahme von Chrom A während der 

Kultur, da es sich bei CK14 um einen Marker für undifferenzierte Zellen handelt180, 

während Chrom A auf Zellen in einem späteren Differenzierungsstadium exprimiert 

wird181. Jedoch handelt es sich bei den Zellen auch am Ende der 28-tägigen Kultur 

noch um nicht vollständig differenzierte Zellen. Zum einen, da die Expression von 

CK14 zwar abnimmt, aber nicht völlig verschwindet, zum anderen, da in immunhisto-

chemischen Färbungen sowohl CK7 als auch HepPar1 auf den Zellen nachgewiesen 

werden konnte, während auf vollständig differenzierten Zellen nur jeweils einer dieser 

beiden Marker zu finden wäre. 

 

Das von der CD90-Population exprimierte Markerspektrum weist darauf hin, dass es 

sich bei der isolierten Zellpopulation um eine Vorläuferpopulation der adulten Leber 

handelt. Vor allem die signifikante Zunahme dieser Zellen in regenerativem Gewebe 

zeigt ihre Beteiligung an der Regeneration der Leber. Mit dem entwickelten Protokoll 

ist eine Isolation in gleichbleibender Qualität aus Leberteilresektaten möglich, die 

Zellen können in Zellkultur expandiert werden. Durch weitere Isolationen dieser Zel-

len, ihre Anreicherung durch Zellkultur und eine längerfristige Lagerung durch Kryo-
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konservierung können genügend Zellen bereit gestellt werden, um im Tiermodell zu 

untersuchen, ob diese Zellen in der Lage sind, nach Zelltransplantation durch funk-

tionelle Integration und Differenzierung zur Regeneration geschädigter Lebern bei-

zutragen. 

 

 

4.7 Hepatische Vorläuferzellen als Lebertherapeutikum 

 

Jährlich sterben alleine in Deutschland etwa 20000 Menschen an Leberversagen182. 

Das Leberversagen kann ohne vorbestehende Lebererkrankung erfolgen (akutes 

Leberversagen) oder im Verlauf einer chronischen Lebererkrankung (chronisches 

Leberversagen) auftreten. In beiden Fällen ist die zurzeit erfolgreichste Therapie-

maßnahme die Lebertransplantation. Neben der Problematik der Abstoßung von 

transplantierten Organen und der Nebenwirkungen durch die Immunsuppression be-

steht jedoch das Hauptproblem der Lebertransplantation in der viel zu geringen Zahl 

an vorhandenen Spenderorganen, so dass der notwendige Eingriff nicht oder nicht 

rechtzeitig erfolgen kann. Es besteht daher der Bedarf an unterstützenden Maßnah-

men, mit denen entweder die Wartezeit bis zur Transplantation überbrückt werden 

kann („bridging-to-transplantation“) bzw. die zur Regeneration der erkrankten Leber 

beitragen können („bridging-to-regeneration“). Derzeit befinden sich drei derartige 

Leberunterstützungssysteme in der klinisch-experimentellen Erprobung. Es handelt 

sich dabei zum einen um verschiedene extrakorporale maschinelle und bioartifizielle 

Leberersatzverfahren, zum anderen um die Transplantation von Leberzellen. Wäh-

rend mit den artifiziellen Verfahren das Blut der Patienten in einer Art Dialyse von 

toxischen Substanzen gereinigt wird, sollen durch die bioartifiziellen Verfahren und 

die Leberzelltransplantation die regulativen Prozesse der Leber und die Synthese 

lebenswichtiger Substanzen unterstützt bzw. wiederhergestellt werden183. 

Ein wesentliches Problem sowohl beim Einsatz von bioartifiziellen Leberunterstüt-

zungssystemen als auch bei der Zelltransplantation ist die Bereitstellung von Leber-

zellen in ausreichender Anzahl. Primäre humane Hepatozyten müssen aus Leberre-

sektaten oder aus Leberexplantaten, die nicht für die Transplantation geeignet sind, 

gewonnen werden, damit diese Leberunterstützungssysteme keine Konkurrenz zur 

Lebertransplantation darstellen. Dadurch sind die Menge und die Qualität der isolier-
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ten Zellen eingeschränkt. Eine Vermehrung der gewonnenen Zellen durch Zellkultur 

ist jedoch leider nicht möglich. Zwar können primäre humane Hepatozyten in Zellkul-

tur ihre Funktionalität über einen relativ langen Zeitraum erhalten184, bisher konnte 

aber keine Expansion dieser Zellen in Kultur erreicht werden. Auch der Einsatz von 

hepatischen Zelllinien für die extrakorporalen Systeme ist nicht ganz unproblema-

tisch. Zum einen haben Zelllinien bereits einen Teil ihrer metabolischen Aktivität ver-

loren, zum anderen besteht die Gefahr, dass diese Zellen in den Blutkreislauf des 

Patienten gelangen und das Wachstum von Tumoren verursachen. Die Verwendung 

von tierischen Hepatozyten wird dadurch eingeschränkt, dass sich die metabolische 

Aktivität dieser Zellen z.T. erheblich von humanen Hepatozyten unterscheidet und 

zudem die Gefahr der Übertragung von viralen Infektionen besteht185. 

Durch die Isolation von hepatischen Vorläuferzellen und die Expansion dieser Zellen 

in möglichst undifferenziertem Zustand wäre es möglich, Zellen in größerer Anzahl 

und gleichbleibender Qualität zur Verfügung zu stellen. Derartige Populationen könn-

ten sowohl als „Grundbaustein“ für die Bildung einer bioartifiziellen Leber genutzt 

werden, als auch direkt für die Zelltherapie eingesetzt werden. 

Der eindeutige Nachteil bei der Verwendung derartiger Zellpopulationen besteht dar-

in, dass Vorläuferzellpopulationen immer auch die Gefahr der Tumorentstehung in 

sich bergen. Sowohl Stammzellen als auch Tumorzellen sind in der Lage, beinahe 

unbegrenzt neue Zellen hervorzubringen und sich selbst zu erneuern. Außerdem 

weisen diese Zellen starke Gemeinsamkeiten bezüglich der von ihnen exprimierten 

Marker auf, während sich die Markerexpression von differenzierten Zellen stark da-

von unterscheidet186. Die in dieser Arbeit untersuchten und isolierten CD90-

Populationen zeigten eine signifikante Zunahme der Zellzahl in regenerativem Ge-

webe. Dadurch wird einerseits ihre Bedeutung für die Leberregeneration deutlich, 

andererseits weist aber dieser Zusammenhang der Zellzahl mit verschiedenen Er-

krankungen der Leber und das hohe Proliferationspotential der Zellen in Zellkultur 

auch auf ihr Potential zur Tumorbildung hin. Auch die Marker, die zur Charakterisie-

rung der Vorläufereigenschaften der isolierten CD90-Population verwendet wurden, 

können ebenso auf Lebertumoren nachgewiesen werden. Generell wird jedoch die 

Gefahr der Tumorbildung, die von adulten Vorläuferzellen ausgeht, als bedeutend 

niedriger eingestuft, als dies bei embryonalen Stammzellen der Fall ist. Bei der 

Transplantation von undifferenzierten embryonalen Stammzellen im Tiermodell konn-

te regelmäßig die Entstehung von Teratomen beobachtet werden, während durch die 
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vollständige Entfernung von undifferenzierten Zellen aus den zur Transplantation 

vorgesehenen Populationen die Tumorentstehung verhindert werden konnte187. Bei 

der Transplantation von frisch isolierten adulten Vorläuferzellen, einem Verfahren, 

das z.B. bei der Therapie von bestimmten Leukämien und Lymphomen bereits seit 

40 Jahren erfolgreich eingesetzt wird, konnte bisher kein Zusammenhang der Zell-

transplantation mit der Entstehung von Tumoren beobachtet werden. Jedoch können 

transplantierte adulte Stammzellen das Wachstum bereits bestehender Tumoren be-

schleunigen. Auch zu lange Kulturdauern (mehr als 60 Passagen) erhöhten sowohl 

bei embryonalen als auch adulten Stammzellen das Risiko der genetischen Entar-

tung der Zellen188. 

Durch die Verwendung von frisch isolierten, kryokonservierten bzw. nur für wenige 

Passagen kultivierten adulten Vorläuferzellen für Leberzelltransplantationen könnte 

also das Risiko der Tumorbildung minimiert werden. Bei längeren Kulturdauern muss 

vor der Verwendung dieser Zellen als Therapeutikum zusätzlich das krebserzeugen-

de Potential durch eine Überprüfung auf Modifikationen im Erbgut ausgeschlossen 

werden. 
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5 Zusammenfassung 

 

Der Einsatz von Stammzellen als Therapeutikum stellt eine sehr elegante Therapie-

maßnahme dar und ist in vielen Fällen auch die einzige längerfristig wirksame Maß-

nahme. Auch in der Leber gibt es verschiedene Erkrankungen, bei denen mit Hilfe 

von Stammzellen die Überlebensaussichten und die Lebensqualität der Patienten 

gesteigert werden könnte. Das Vorhandensein von hepatischen Vorläuferzellen wur-

de sowohl in Tiermodellen als auch beim Menschen bereits mehrfach nachgewiesen. 

Es wurde eine Reihe von Markern beschrieben, von denen einige für eine gezielte 

Isolation der Zellen genutzt werden könnten. 

 

Zur genauen Charakterisierung und Identifizierung der verschiedenen Leberzelltypen 

und möglicher Vorläuferpopulationen durch immuhistochemische Färbungen und 

PCR wurde zunächst ein geeignetes Markerpanel zusammengestellt. Die Evaluie-

rung der Antikörper erfolgte durch Färbungen an Gewebeschnitten und durch PCR 

an einer hepatozytären Karzinomzellinie (HepG2) und Zellen aus einem cholangion-

zellulären Karzinom. Neben Markern für die eindeutige Identifizierung der einzelnen 

Zelltypen der Leber (Albumin, CK18, HepPar-1, CK7, CK19, HEA125, CD31, CD68, 

SMA-α) enthielt das Markerpanel auch eine Reihe von hepatischen (AFP, CK14, 

OV6, M2-PK) und hematopoietischen Vorläufermarkern (CD34, CD90, CD117, 

CD45). 

 

Zur Isolation von nichtparenchymalen Zellfraktionen aus humanen Leberteilresekta-

ten wurde auf der Basis eines bereits existierenden Protokolls ein Verfahren etabliert, 

um in möglichst standardisierter Weise geeignete Zellen zu gewinnen. Dafür wurden 

im ersten Schritt die Hepatozyten durch eine EGTA/Collagenase-Perfusion abge-

trennt. Im nächsten Schritt erfolgte der vollständige Verdau des Restgewebes durch 

eine Enzymlösung aus Collagenase, Pronase und DNase. Durch eine abschließende 

Reinigung durch eine Percoll-Dichtezentrifugation konnten Verunreinigungen durch 

Hepatozyten, Erythrozyten und toten Zellen abgetrennt werden und Populationen 

von vitalen Zellen gewonnen werden, deren Zelldurchmesser im Größenbereich von 

5-15 µm lag. Sowohl der erhaltene Größenbereich der Zellen als auch die positive 
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Färbung der Fraktionen auf CD68 und HEA125 zeigten, dass es sich bei diesen Zell-

fraktionen um die nichtparenchymalen Zellen der Leber handelte. 

 

Mit der beschriebenen Methode wurden Zellen aus insgesamt 65 Leberteilresektaten 

isoliert. Die durchschnittliche Zellausbeute betrug dabei 2,7×106 ± 2,6×106/g Resek-

tatgewebe bei einer Vitalität der isolierten Zellen von 82,9% ± 9,2%. Ein Vergleich 

der Zellausbeuten aus Gewebe mit unterschiedlichen Erkrankungen (Cholestase, 

Fibrose, Zirrhose, Entzündung und Verfettung des Gewebes) zeigte, dass eine zu-

grundeliegende Erkrankung des Ausgangsgewebes keinen Einfluss auf die Ausbeute 

an nichtparenchymalen Zellen hatte. Durch eine durchflusszytometrische Charakteri-

sierung der Zellpopulationen mit verschiedenen Leberzellmarkern (HEA125, CD31) 

und hematopoietischen Vorläufermarkern (CD34, CD45, CD90, CD117) wurde die 

Zusammensetzung an den einzelnen nichtparenchymalen Subpopulationen und der 

Anteil an möglichen Vorläuferpopulationen ermittelt. Doppelfärbungen der hemato-

poietischen Populationen zeigten deutliche Überschneidungen der einzelnen hema-

topoietischen Marker. Trotz des hohen Anteils an hematopoietischen Zellen konnte 

jedoch in der nichtparenchymalen Zellfraktion in CFU-Assays kein hematopoieti-

sches Potential festgestellt werden. 

 

Da sich bei der durchflusszytometrischen Charakterisierung der nichtparenchymalen 

Zellfraktionen zeigte, dass die CD90-Population die größte der hematopoietischen 

Fraktionen darstellte und zudem die Koexpression dieses Markers mit den beiden 

anderen untersuchten hematopoietischen Markern CD34 und CD117 am stärksten 

war, wurde für die weitere Anreicherung von möglichen Vorläuferpopulationen dieser 

Marker verwendet. Die Isolation erfolgte mit Hilfe immunomagnetischer Markierung 

und Reinigung aus einer immer gleichen Ausgangszellzahl von nichtparenchymalen 

Zellen. Die dabei erhaltenen Zellausbeuten lagen bei 6,85×105 ± 4,42×105 Zellen / 

Isolation, was einem Anteil von 1,45% ± 0,86% der NPC-Fraktion entsprach. Ein 

Vergleich der Ausbeuten aus regenerativem (Fibrose, hepatische Tumoren) und 

nicht-regenerativem (Lebermetastasen von nicht-hepatischen Tumoren) Gewebe 

zeigte, dass aus regenerativem Gewebe signifikant mehr CD90-Zellen isoliert wer-

den konnten, als aus nicht-regenerativem Gewebe. 
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Ebenso wie die nichtparenchymalen Ausgangsfraktionen wurden auch die CD90-

Populationen mittels PCR und IHC auf die Expression von sowohl hepatischen Diffe-

renzierungsmarkern (Albumin, CK7, CK18, CK19, HepPar1) als auch hepatischen 

(AFP, Chromogranin A, CK14, Nestin, OV6, M2-PK) und hematopoietischen (CD34, 

CD117) Vorläufermarkern überprüft. Während in keiner der untersuchten Fraktionen 

eine Expression von AFP und CK7 nachgewiesen werden konnte und Albumin nur in 

einigen Fraktionen exprimiert wurde, waren fast alle Fraktionen positiv für die Diffe-

renzierungsmarker CK18 und CK19 und die Vorläufermarker Nestin, Chromogranin 

A und CK14. Der Anteil an OV6, CK14 und M2-PK innerhalb einer Zellfraktion belief 

sich auf ca. 60% der Zellen. Immunhistochemische Doppelfärbungen von CK14 als 

Marker für undifferenzierte Leberzellen mit hematopoietischen (CD34, CD117) und 

hepatischen (OV6, M2-PK) Vorläufermarkern und hepatischen Differenzierungsmar-

kern (CK19, HepPar1) zeigte bei allen Färbungen Zellen, die positiv für beide Marker 

waren. 

 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte sowohl auf unbeschichteten als auch auf Kolla-

gen-beschichteten Zellkulturplatten mit verschiedenen Medienzusammensetzungen, 

die bereits erfolgreich für die Kultur von Vorläuferzellen eingesetzt wurden. Bei 15 

von 31 Ansätzen konnte eine Adhäsion der Zellen erreicht werden. Die Zellen zeig-

ten zunächst klonales Wachstum und bildeten innerhalb einer Kulturdauer von 28 

Tagen einen geschlossenen Zellrasen. Nach 14 bzw. 28 Tagen wurden die Zellen 

mittels PCR und IHC auf die Expression von Vorläufermarkern (Nestin, Chromogra-

nin A, CK14) und Differenzierungsmarkern (Albumin, CK18, CK19, CK7, HepPar1) 

untersucht. Während bei den Differenzierungsmarkern eine Zunahme nachgewiesen 

werden konnte, wurde die Expression der Vorläufermarker im Verlauf der Kultur 

schwächer, was auf eine beginnende, jedoch nicht vollständige Differenzierung der 

Zellen hinweist. 

 

In dieser Arbeit ist es gelungen, eine Vorläuferzellpopulation der Leber zu identifizie-

ren, zu isolieren und in nicht-differenzierter Form in Zellkultur zu expandieren. Damit 

wurde eine entscheidende Grundlage geschaffen, durch Kultur und Kryokonservie-

rung dieser Zellen ausreichende Zellzahlen für ihre weitere Charakterisierung in ex-

perimentellen Transplantationen zur Verfügung zu stellen. 
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6 Experimenteller Teil 

 

6.1 Allgemeine Angaben 

6.1.1 Geräte 

 

Analysenwaage HR-200 (A&D Instruments Ltd, Ahrensburg) 

Begasungsbrutschrank Heraeus BB6220 (Heraeus Holding GmbH, Hanau) 

CCD Camera KP-M2U (Hitachi Densi, Düsseldorf) 

Cell Counter Casy 1 Model TTC (Schärfe System, Reutlingen) 

Cryostat (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar) 

Digitalkamera Colour View 12 (Olympus, Hamburg) 

Durchflusszytometer FACSCalibur (BD Biosciences, Heidelberg) 

Inverses Mikroskop Leica DMIL (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar) 

Laminar-Flow Sicherheitswerkbank LaminAir HB2427 (Heraeus Holding GmbH, 

Hanau) 

pH-Meter 766 Calimatic (Knick Elektronische Messgeräte GmbH&Co, Berlin) 

Reinstwasseranlage Millipore Milli-Q Biocell (Millipore GmbH, Schwalbach) 

Schüttelwasserbad GFL 1092 (GFL, Burgwedel) 

Thermo Cycler PTC-200 (MJ Research, Inc., Waltham USA) 

Thermomixer compact (Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf) 

Tischzentrifuge Eppendorf 5417C (Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf) 

Universalzentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R (Heraeus Holding GmbH, Hanau) 

UV-Leuchtschirm TFX-20.M (MWG Biotech, Ebersberg) 

UV / VIS Spektrophotometer Ultrospec 2000 (Pharmacia Biosystems) 

Zytozentrifuge Universal 16 A + Zyto-Rotor (Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen) 
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6.1.2 Chemikalien und Reagenzien 

 

Alle verwendeten Chemikalien waren von p.a. Qualität. 

 

peqGOLD Universal-Agarose  peqlab Biotechnology GmbH, Erlangen 

Aquatex     Merck KgaA, Darmstadt 

Ascorbinsäure-2-Phosphat  Merck KgaA, Darmstadt 

Bisbenzimid H33258   AppliChem GmbH, Darmstadt 

BSA      Biomol GmbH, Hamburg 

Choleratoxin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

Dexamethason    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

DMEM     Biochrom AG, Berlin 

DMEM/Ham’s F12     Biochrom AG, Berlin 

dNTP-Mix (10 mM)    Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

10x EBSS     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

EGF      R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt 

Ethidiumbromid    Merck KgaA, Darmstadt 

Fast Red     Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

FCS      Biochrom AG, Berlin 

Fluorescent Mounting Medium  Dako Deutschland GmbH, Hamburg 

L-Glutamin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

Hematoxylin QS    Vector Laboratories, Peterborough, England 

HGF      R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt 

Hydrocortison    Rotexmedica GmbH, Trittau 

Insuman Rapid    Aventis Pharma, Frankfurt/Main 

ITS      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

Iscoves Modified Dulbeccos Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Linolsäure     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

MethoCult® GF H4434   StemCell Technologies, Inc, Vancouver, 

      Kanada 

Milchpulver     Merck KgaA, Darmstadt 

Natriumpyruvat    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

Nicotinamid     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

Paraformaldehyd (37%)   Merck KgaA, Darmstadt 
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D-PBS     Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Penicillin     Biochrom AG, Berlin 

PercollTM     Amersham Biosciences Europe, Freiburg 

Propidiumiodid    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

RLT Puffer     Qiagen GmbH, Hilden 

Streptomycin     Merck KgaA, Darmstadt 

Tissue-Tek® O.C.T™ Compound Sakura Finetek Germany, Heppenheim 

Triiodothyronin    Merck KgaA, Darmstadt 

Triton X-100     Merck KgaA, Darmstadt 

William’s E Medium    Biochrom AG, Berlin 

 

 

6.1.3 Materialien 

 

BD Biocoat Collagen, 24 well  BD Biosciences Europe, Heidelberg 

FACS-Röhrchen    BD Biosciences Europe, Heidelberg 

MACS LS Columns    Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

MACS Magnet    Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

Objektträger SuperFrost® Plus  Menzel-Gläser, Braunschweig 

Siebgewebe aus Polyamid   neoLab, Heidelberg 

Porengröße 70 µm 

Porengröße 210 µm 

Zellfilter 40 µm    BD Biosciences Europe, Heidelberg 
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6.1.4 Lösungen und Puffer 

 

6x Gelauftragspuffer 

  60% Glycerin 

  60 mM EDTA (pH 8.0) 

  0,03% Bromphenolblau 

  10 mM Tris.Cl (pH 7.6) 

 

 

MACS-Puffer 

D-PBS mit  

2 mM EDTA 

5 g/l BSA 

 

 

20× PBS (für Immunhistochemie) 

2,74 M NaCl 

53,7 mM KCl 

29,4 mM KH2PO4 

159,5 mM Na2HPO4 
. 2H2O 

 

 

PBS/EDTA 

  D-PBS mit 

2 mM EDTA 

 

 

Percoll-Gradient (1,09 g/ml)189 

  63% Percoll 

  7% 10x EBSS 

  30% D-PBS 
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Perfusionspuffer (PP) 

154 mM NaCl 

  5,6 mM KCl 

5 mM Glucose . H2O 

25 mM NaHCO3 

20 mM HEPES 

pH 7,4 

 

 

Propidiumiodid (PI)-Puffer (FACS) 

  D-PBS mit  

1 µg/ml Propidiumiodid 

  1 µg/ml RNase A 

 

 

Puffer für Gewebeverdau 

  PP mit  

  0,5 mg/ml Collagenase A 

0,5 mg/ml Pronase 

5 mM CaCl2 

1 mM MgCl2 

40 µg/ml DNase I 

 

 

TBE-Puffer 

  89 mM Tris Base 

  89 mM Borsäure 

  20 mM EDTA (pH 8.0) 

  7.5 g/l Glycin 
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6.1.5 Zellkulturmedien 

 

Alle verwendeten Medien enthielten 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin. 

 

 

Versuchsreihe I: 

 

Adhärenzmedium I / Kulturmedium I 

  DMEM mit 

  10% FCS 

2 mM L-Glutamin 

 

 

Versuchsreihe II190,191: 

 

Adhärenzmedium II 

DMEM mit 

10% FCS 

2 mM L-Glutamin 

 

Kulturmedium II 

DMEM/Ham‘s F12 (1:1) mit 

5% FCS 

5 µg/ml Insulin 

10 ng/ml EGF 

10 ng/ml Choleratoxin 

0,4 µg/ml Hydrocortison 

2 nM Triiodothyronin 

  100 ng/ml HGF 
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Versuchsreihe III192: 

 

Adhärenzmedium III 

William‘s E Medium mit 

5% FCS 

10 mM Nicotinamid 

20 mM HEPES 

17 mM NaHCO3 

550 mg/l Natriumpyruvat 

0,2 mM Ascorbinsäure-2-Phosphat 

14 mM Glucose 

10-7 M Dexamethason 

2 mM L-Glutamin 

ITS (6,25 µg/ml Insulin / 6,25 µg/ml Transferrin / 6,25 ng/ml Natrium- 

 selenit) 

1,25 mg/ml BSA 

5,35 µg/ml Linolsäure 

 

Kulturmedium III 

Adhärenzmedium III ohne FCS 

20 ng/ml EGF 

 

 

6.1.6 Enzyme 

 

APAAP Maus, monoklonal   Dako Deutschland GmbH, Hamburg 

Collagenase Typ IV    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

DNase I     Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Pronase Protease    Calbiochem, Darmstadt 

Proteinase K     Qiagen GmbH, Hilden 

RNase A (100 mg/ml)   Qiagen GmbH, Hilden 

Taq DNA Polymerase, rekombinant Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
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6.1.7 Zelllinien 

 

HepG2193     hepatozytäre Karzinomzellinie 

(Homo sapiens) 

 

 

6.1.8 Molekularbiologische Systeme 

 

Qiagen RNeasy Mini Kit    Qiagen GmbH, Hilden 

       Kat.-Nr.: 74104 

Promega Reverse Transcription System Promega GmbH, Mannheim 

       Kat.-Nr.: A3500 
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6.1.9 Antikörper 

6.1.9.1 Antikörper und Isotypkontrollen für die Immunhistochemie 

Antigen Spezies Isotyp / 
Klon 

Verdünnung Firma Katalog-
Nummer 

Albumin Maus IgG1 / 
ZMHSA1 

1:200 Zymed 03-0700 

CD31 Maus IgG1 / 
JC70A 

1:100 Dako M 0823 

CD34 Maus IgG1 / 
QBend10 

1:100 Dako M 7165 

CD68 Maus IgG1 / 
EBM11 

1:50 Dako M 0718 

CD90 (Thy-1) Maus IgG1 / 
5E10 

1:250 BD Pharmingen 555593 

CD117 (c-kit) Maus IgG2a / 
K45 

1:100 NeoMarkers MS-289 

CK7 Maus IgG1 / OV-
TL 12/30 

1:100 Dako M7018 

CK14 Kaninchen IgG / po-
lyklonal 

1:50 Zytomed GmbH RP 113 

CK18 Maus IgG1 / 
CK2 

1:100 Chemikon MAB3404 

CK19 Maus IgG1 / 
RCK108 

1:100 Dako M 0888 

Ep-CAM Maus IgG1 / 
HEA-125 

1:100 Progen 61004 

HepPar1 Maus IgG1 / 
OCH1E5 

1:50 Dako M 7158 

M2-PK Maus IgG1 / DF4 1:10 ScheBo Biotech 
AG 

S-1 

OV6 Maus  1:100 S. Sell  
SMA-α Maus IgG2a / 

1A4 
1:100 Dako M0851 

Anti-Maus Kaninchen IgG / po-
lyklonal 

1:25 Dako Z 0259 

Anti-
Kaninchen 

Maus IgG / 
MR12/53 

1:25 Dako M 0737 

Anti-Maus-
FITC 

Esel IgG / 
polyklonal 

1:200 Jackson Immu-
noresearch 

715-096-
150 

Anti-
Kaninchen-TR 

Esel IgG / 
polyklonal 

1:250 Jackson Immu-
noresearch 

711-076-
152 

Isotypkontrolle Maus IgG1 / 
MOPC21 

1:50 Sigma M 9269 

Isotypkontrolle Maus IgG2a / 
DAK-GO5 

1:50 Dako X 0943 

Isotypkontrolle Kaninchen IgG / po-
lyklonal 

1:2000 Sigma I5006 
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6.1.9.2 Antikörper und Isotypkontrollen für die Durchflußzytometrie 

Antigen Spezies Isotyp / 
Klon 

Verdünnung Firma Katalog-
Nummer 

CD31-PE Maus IgG1 / WM-
59 

20 µl/106 Zel-
len 

BD Pharmin-
gen 

555446 

CD34-FITC Maus IgG1 / 
8G12 

20 µl/106 Zel-
len 

BD 345801 

CD34-PE Maus IgG1 / 
8G12 

20 µl/106 Zel-
len 

BD 345802 

CD45-FITC Maus IgG1 / 2D1 10 µl/106 Zel-
len 

BD 345808 

CD45-PE Maus IgG1 / HI30 10 µl/106 Zel-
len 

BD Pharmin-
gen 

555483 

CD90-PE Maus IgG1 / 
5E10 

5 µl/106 Zel-
len 

BD Pharmin-
gen 

555596 

CD117-PE Maus IgG1 / 
104D2 

10 µl/106 Zel-
len 

Southern 
Biotech 

9815-09C 

Ep-CAM-FITC Maus IgG1 / 
HEA125 

10 µl/106 Zel-
len 

Progen 61404 

Isotypkontrolle-
FITC 

Maus IgG1 / X40 10 µl/106 Zel-
len 

BD 345815 

Isotypkontrolle-
PE 

Maus IgG1 / X40 10 µl/106 Zel-
len 

BD 345816 

Anti-Maus-FITC Kaninchen IgG / polyk-
lonal 

10 µl/Ansatz DAKO F0313 

 

 

6.1.9.3 Antikörper für die immunomagnetische Isolation von Zellen 

Goat anti-mouse IgG MicroBeads Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
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6.1.10 PCR-Primer 

 

Die Konstruktion der verwendeten Primer erfolgte mit Hilfe von GeneTool lite. Die 

Synthese der Primer wurde von Sigma Genosys durchgeführt. 

 

Gen Access-Nr. Primersequenz 

β-Actin NM_001101 Forward 5’ gccgggacctgactgactac 3’ 
Reverse 5’ tgcggatgtccacgtcac 3’ 

AFP NM_001134 Forward 5’ tgcagccaaagtgaagagggaaga 3’ 
Reverse 5’ atagcgagcagcccaaagaagaa 3’ 

Albumin NM_000477 Forward 5’ gctgccatggagatctgcttga 3’ 
Reverse 5’ gcaagtcagcaggcatctcatc 3’ 

Chromogranin A NM_001275 Forward 5' cgcgccttgtctcctactc 3' 
Reverse 5' aggaaagagcccagaacagat 3' 

CK7 NM_005556 Forward 5’ tccgcgaggtcaccattaac 3’ 
Reverse 5’ gctgctcttggccgacttct 3’ 

CK14 NM_000526 Forward 5' gggcggcctgtctgtctc 3' 
Reverse 5' aggcggtcattgaggttctg 3' 

CK18 NM_000224 Forward 5’ cccgctacgccctacaga 3’ 
Reverse 5’ gcgggtggtggtcttttg 3’ 

CK19 NM_002276 Forward 5’ cgagcagaaccggaaggatg 3’ 
Reverse 5’ agccgctggtactcctgattc 3’ 

Nestin NM_006617 Forward 5’ gggggcaatgaatcctctag 3’ 
Reverse 5’ caccgtatcttcccacctctg 3’ 

 

 

6.1.11 Software 

 

Die vorliegende Arbeit wurde mit Microsoft WORD 2007 geschrieben. Graphiken 

wurden mit ORIGIN 7.0 erstellt, graphische Zeichnungen wurden mit Microsoft  

POWER POINT 2007 angefertigt. Die mikroskopische Dokumentation von Bildern 

erfolgte mit analySIS 3.1, zur Bildbearbeitung wurde Adobe Photoshop 5.0 verwen-

det. Die verwendeten Primer wurden mit Hilfe von GeneTool Lite 1.0 konstruiert. Die 

Datenaufnahme der durchflusszytometrischen Messungen erfolgte mit Cell Quest, 

zur Auswertung wurde WinMDI 2.8 verwendet. Berechnungen und die statistische 

Aufarbeitung der Daten erfolgten mit Microsoft EXCEL 2007 und ORIGIN 7.0. Die 

Ermittlung der Signifikanz erfolgte mit dem ungepaarten Sudent’s t-test. Die relative 

optische Dichte von PCR-Banden wurde durch Scion Image bestimmt. 
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6.2 Methoden 

 

Das für die vorliegende Arbeit verwendete humane Lebergewebe stammte aus chi-

rurgischen Leberteilresektaten. Die Verwendung des Gewebes erfolgte unter Beach-

tung der Richtlinien der gemeinnützigen, staatlich kontrollierten Gesellschaft HTCR 

(Human Tissue and Cell Research)194 und der Ethik-Kommission der Universität Re-

gensburg. Die Patienten wurden vor der Operation über die Möglichkeit der Gewebe-

spende aufgeklärt und ihre Zustimmung durch einen nicht in ihre weitere Behandlung 

involvierten Arzt eingeholt. 

Einziges Ausschlusskriterium für die Verwendung des Gewebes war eine positive 

Serologie für Hepatitis B und C und HIV. 

 

 

6.2.1 Immunhistochemie 

 

6.2.1.1 Vorbereiten der Präparate 

6.2.1.1.1 Gefrierschnitte 

Gefrierschnitte für immunhistochemische Untersuchungen wurden sowohl an Gewe-

be als auch an Zellpellets durchgeführt. Dafür wurden Gewebestücke mit einer Kan-

tenlänge von maximal 0,5 cm in einem speziellen Einbettmedium (Tissue-Tek® 

O.C.T™ Compound) eingebettet, pelletierte Zellen wurden mit dem Einbettmedium 

überschichtet. Die Proben wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur 

weiteren Verwendung bei –80°C gelagert. Von den Gewebeblöcken wurden am 

Cryostat Schnitte mit einer Dicke von 6 µm angefertigt und auf beschichtete Objekt-

träger (SuperFrost® Plus) aufgezogen, von den Zellpellets wurden Schnitte mit einer 

Dicke von 5 µm angefertigt. Die Schnitte wurden 30-60 min bei RT getrocknet und 

anschließend bei –80°C aufbewahrt. 
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6.2.1.1.2 Zytospin-Präparate 

Für die Herstellung von Zytospinpräparaten wurden spezielle zylinderförmige Aufsät-

ze verwendet, mit deren Hilfe die Zellen kreisförmig auf Objektträger zentrifugiert 

werden konnten. Dafür wurden die Zellen nach dem Waschen in PBS in einer Kon-

zentration von 1×106 Zellen/ml resuspendiert und jeweils 50 µl der Zellsuspension in 

einer Zytozentrifuge 10 min bei 1300g auf beschichtete Objektträger (SuperFrost® 

Plus) zentrifugiert. Nach einer Trocknungsphase von ca. 12 h bei RT wurden die 

Präparate bis zur weiteren Verwendung bei –20°C gelagert. 

 

6.2.1.1.3 Fixieren von kultivierten Zellen 

Für die immunhistochemische Färbung von kultivierten Zellen wurde am Ende des 

Kulturzeitraums das Medium abgesaugt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und 

mit 4% Paraformaldehyd für 20 min bei RT fixiert. Anschließend wurde der Para-

formaldehyd abgesaugt, die Zellen erneut mit PBS gewaschen und bis zur weiteren 

Verwendung bei –20°C gelagert. 

 

6.2.1.2 Färbeprotokolle 

6.2.1.2.1 Färbung nach der APAAP-Methode 

Diese Färbemethode beruht auf der enzymatischen Umsetzung von Fast Red durch 

das Enzym Alkalische Phosphatase. Verwendet wird hierfür ein löslicher Komplex 

(Alkalische Phosphatase / anti-Alkalische Phosphatase; APAAP), der über einen 

Brückenantikörper mit dem Primärantikörper gekoppelt wird. Primärantikörper und 

APAAP-Komplex müssen hierfür aus derselben Spezies stammen. Bei der Verwen-

dung von Primärantikörpern und APAAP-Komplexen aus jeweils unterschiedlichen 

Spezies muss in einem zusätzlichen Färbeschritt ein geeigneter Sekundärantikörper 

eingefügt werden. 
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Tab. 6: Arbeitsschritte der immunhistochemischen Färbung nach der APAAP-Methode 

 

Färbeschritt Reagenz Dauer 

Fixieren der Präparate Aceton 10 min 

Blockieren unspezifischer Bindungen PBS + 3% FCS 20 min 

Inkubation mit Primärantikörper PBS + 1% FCS 30 min 

3× Waschen PBS 5 min 

Für CK14: Inkubation mit Sekundärantikörper PBS + 1% FCS 30 min 

Für CK14: 3× Waschen PBS 5 min 

Inkubation mit Brückenantikörper PBS + 1% FCS 30 min 

3× Waschen PBS 5 min 

Inkubation mit APAAP-Komplex PBS + 1% FCS 30 min 

3× Waschen PBS 5 min 

Inkubation mit Fast Red 0,1 M Tris.Cl; pH 8,2 10-20 min 

3× Waschen Leitungswasser 5 min 

Kerngegefärbung mit Hematoxylin Hematoxylin QS 1 min 

Waschen Leitungswasser 30 s 

Eindecken Aquatex 12 h 

 

 

Alle Färbeschritte wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer durchge-

führt. 

Der APAAP-Komplex und die Primärantikörper stammten jeweils aus der Maus, als 

Brückenantikörper wurde ein Kaninchen anti-Maus Antikörper verwendet. Für die 

Färbung mit dem polyklonalen Kaninchen-Antikörper gegen CK14 wurde ein Maus 

anti-Kaninchen Antikörper als Sekundärantikörper eingesetzt. 
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6.2.1.2.2 Doppel-Fluoreszenzfärbung 

Tab. 7: Arbeitsschritte der Doppel-Fluoreszenzfärbung 

 

Färbeschritt Reagenz Dauer 

Fixieren der Präparate Aceton 10 min 

Blockieren unspezifischer Bindungen 
PBS + 3% Milchpulver 

+ 0,1% Triton X-100 
20 min 

Inkubation mit 1. Primärantikörper 
PBS + 3% Milchpulver 

+ 0,1% Triton X-100 
30 min 

3× Waschen PBS 5 min 

Inkubation mit 1. Sekundärantikörper 
PBS + 3% Milchpulver 

+ 0,1% Triton X-100 
30 min 

3× Waschen PBS 5 min 

Inkubation mit 2. Primärantikörper 
PBS + 3% Milchpulver 

+ 0,1% Triton X-100 
30 min 

3× Waschen PBS 5 min 

Inkubation mit 2. Sekundärantikörper 
PBS + 3% Milchpulver 

+ 0,1% Triton X-100 
30 min 

3× Waschen PBS 5 min 

Kerngegenfärbung mit H33258 5 µg/ml H33258 in PBS 15 min 

Eindecken Fluorescent Mounting Medium 12 h 

 

 

Zur gleichzeitigen Färbung von mehreren Antigenen wurden fluoreszenzmarkierte 

Sekundärantikörper eingesetzt. Um unspezifische Färbungen zu vermeiden, stamm-

ten die verwendeten Primärantikörper jeweils aus unterschiedlichen Spezies. Als Se-

kundärantikörper wurden hochaufgereinigte Antikörper verwendet, um Kreuzreaktio-

nen mit Antigenen aus anderen Spezies zu unterbinden. 
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Alle Färbeschritte wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer durchge-

führt. 

 

 

6.2.2 Zellisolation 

 

6.2.2.1 Isolation der nichtparenchymalen Zellfraktion 

Die Isolation von nichtparenchymalen Zellen aus humanem Lebergewebe erfolgte 

durch den vollständigen Verdau des Gewebes nach einem modifizierten Protokoll 

nach Fabris et al195. 

Im ersten Schritt der Aufarbeitung erfolgte die Isolation von Hepatozyten nach einer 

modifizierten EGTA/Collagenase Perfusion des Gewebes196. Das Restgewebe wurde 

unter sterilen Bedingungen mit Skalpellen zerkleinert und in einer Enzymlösung aus 

Collagenase/Pronase/DNase im Schüttelwasserbad inkubiert (37°C, 130 rpm). Der 

Verdau bestand im Normalfall aus drei Inkubationsschritten von jeweils 30 min. Zwi-

schen den einzelnen Inkubationsschritten wurde die Zellsupension durch einen 210 

µm Nylonfilter filtriert, das verbleibende Restgewebe wurde weiter zerkleinert und 

wieder mit dem Filtrat vereint. Bei Bedarf konnte die Anzahl der Inkubationsschritte 

auf eine Gesamtinkubationszeit von bis zu 3 Stunden verlängert werden. Nach dem 

letzten Inkubationsschritt wurde die Suspension wieder durch einen 210 µm Nylonfil-

ter filtriert und der Filter mit kaltem PBS/EDTA gewaschen. Das Filtrat wurde durch 

einen 70 µm Nylonfilter filtriert, wobei ebenfalls mit viel PBS/EDTA nachgespült wur-

de. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (400g, 10 min, 4°C) und das erhaltene 

Zellpellet noch zweimal mit PBS/EDTA gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt 

wurde das Pellet in PBS/EDTA resuspendiert und die Zellzahl mit Hilfe eines „cell 

counters“ (Casy) bestimmt. Mit PBS/EDTA wurde die Suspension auf eine Zelldich-

te von maximal 1×108 Zellen/ml eingestellt. Zur Abtrennung von Erythrozyten und 

toten Zellen wurden 12 ml dieser Suspension über 20 ml 70% Percoll (Dichte 1,09 

g/ml) geschichtet und zentrifugiert (800g, 30 min, 18°C, ungebremst). Die entstande-

ne Zwischenschicht zwischen Percoll- und Puffer-Fraktion wurde abgenommen und 

dreimal mit PBS/EDTA gewaschen (300g, 5 min, 4°C). Das Pellet wurde in 10 ml 

MACS-Puffer resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 
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6.2.2.2 Isolation von CD90+ Zellen 

Die Isolation von CD90-positiven Zellen erfolgte durch eine immunomagnetische An-

reicherung dieser Zellen aus der nichtparenchymalen Zellfraktion unter Verwendung 

eines monoklonalen Antikörpers gegen CD90 und dem MACS-System der Firma Mil-

tenyi Biotech. 

Die aus dem Gewebeverdau erhaltene nichtparenchymale Zellsuspension wurde 

durch einen 40 µm Zellfilter filtriert und die Zellzahl durch Auszählen in einer Neu-

bauer Zählkammer bestimmt. Jeweils 5×107 Zellen wurden für einen Ansatz verwen-

det. Die Zellsuspension wurde in 50 ml Falcon Röhrchen überführt und zentrifugiert 

(1300g, 5 min, 4°C). Der Überstand wurde abgekippt und die Zellen im verbleiben-

den Puffer resuspendiert. Nach der Zugabe des Primärantikörpers folgte ein Inkuba-

tionsschritt von 30 min bei 4°C. Anschließend wurden die Zellen zweimal in MACS-

Puffer gewaschen. Nach dem zweiten Waschschritt wurde wiederum der Überstand 

abgekippt und die Zellen im verbleibenden Puffer resuspendiert. Nach der Zugabe 

eines speziellen, an magnetische Partikel gekoppelten Sekundärantikörpers folgte 

ein weiterer 30-minütiger Inkubationsschritt bei 4°C. Die Zellen wurden zweimal mit 

MACS-Puffer gewaschen, in 5 ml MACS-Puffer resuspendiert und auf ein äquilibrier-

tes LS-Säulchen, das in einen MACS-Magneten eingespannt war, aufgebracht. Nach 

dem vollständigen Einwandern der Suspension in das Säulchen wurde dieses mit 

3×3 ml MACS-Puffer gewaschen. Das Säulchen wurde aus dem Magneten entfernt 

und auf ein 15 ml Falcon Röhrchen gesetzt. Die gereinigten Zellen wurden mit 5 ml 

MACS-Puffer eluiert, pelletiert (1300g, 5 min, 4°C) und in 1-2 ml MACS-Puffer resus-

pendiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer Zählkammer. 
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6.2.3 Durchflusszytometrie 

 

Für durchflusszytometrische Färbungen wurden 5×105–1×106 Zellen pro Färbung 

eingesetzt. Die Zellen wurden in FACS Röhrchen überführt und pelletiert (1300g, 5 

min, 4°C). Der Überstand wurde abgekippt und die Zellen im verbleibenden Restvo-

lumen resuspendiert. Nach der Zugabe der fluoreszenzgekoppelten Antikörper folgte 

ein Inkubationsschritt von 30 min bei 4°C. Anschließend wurden die Zellen zweimal 

in PBS gewaschen. Bei der Gegenfärbung von toten Zellen mit Propidiumiodid folgte 

ein zusätzlicher Waschschritt mit PI-Puffer. Die Zellen wurden in 1 ml PBS/106 Zellen 

resuspendiert und am Durchflusszytometer analysiert. 

 

 

6.2.4 CFU-Assays 

 

Die CFU-Assays mit nichtparenchymalen Zellen wurden in vier verschiedenen An-

sätzen mit Zellkonzentrationen von 100 / 500 / 2500 und 25000 Zellen / Ansatz 

durchgeführt. Nach der Zellzahlbestimmung in der Neubauer Zählkammer wurde je-

weils die entsprechende Anzahl von Zellen in ein Eppendorf cup pipettiert, durch 

Zentrifugation (300g, 5 min) pelletiert und in 200 µl ISCOVES Medium resuspendiert. 

Zu jedem Ansatz wurden 2,2 ml H4434 Methylzellulosemedium pipettiert, die Ansät-

ze durch vortexen gemischt und anschließend 5 min bei RT inkubiert, um ein Entwei-

chen von Luftblasen zu ermöglichen. Anschließend wurde jeweils 1 ml des Ansatzes 

in eine 20 mm Petrischale pipettiert und die Schale für 14 Tage im Brutschrank bei 

37°C inkubiert. Nach Ende der Kulturzeit wurden die entstandenen Kolonien ausge-

zählt. 
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6.2.5 RNA-Isolation 

 

6.2.5.1 Vorbereiten von kultivierten Zellen für die RNA-Isolation 

Zur Gewinnung der RNA aus kultivierten Zellen wurde am Ende des jeweiligen Kul-

turzeitraums (14 bzw. 28 Tage) das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS ge-

waschen und mit 350 µl RLT-Puffer überschichtet. Nach der Zugabe von 5 µl Protei-

nase K wurden die Zellen durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert, in ein steriles 

Eppendorf cup überführt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Proben wur-

den bis zur weiteren Verwendung bei –80°C gelagert. 

 

6.2.5.2 Isolationsprotokoll 

Die Isolation von Gesamt-RNA nach dem Minipräparations-Protokoll der Firma  

QIAGEN beruht auf dem Prinzip der Lyse der RNA unter denaturierenden Bedingun-

gen mit einem Guanidin-Isothiocyanat-Puffer und der selektiven Bindung der RNA 

unter Hochsalzbedingungen an eine Kieselgel-Membran. 

Zellpellets (1×106 Zellen) wurden in 350 µl RLT-Puffer sorgfältig resuspendiert, RNA-

Proben aus der Zellkultur wurden auf Eis aufgetaut. Nach der Zugabe von 70% 

Ethanol wurde der Ansatz auf ein Zentrifugensäulchen (RNeasy Spin Column) auf-

gebracht und die RNA durch Zentrifugation (8000g, 1 min) an die Säule gebunden. 

Nach einem Waschschritt mit 700 µl RW1-Puffer (8000g, 1 min) folgten zwei Wasch-

ritte mit jeweils 500 µl RPE-Puffer (Schritt 1: 8000g, 1 min; Schritt 2: 8000g, 2 min) 

und ein Trockenschritt (8000g, 1 min). Die Elution der Gesamt-RNA erfolgte durch 

zwei Zentrifugationsschritte mit 15 µl RNase freiem Wasser (8000g, 1 min), wobei für 

den zweiten Zentrifugationsschritt das Eluat aus dem ersten Schritt erneut auf das 

Säulchen aufgetragen wurde. 

 

6.2.5.3 Konzentrationsbestimmung von RNA 

Die Nukleinsäure Konzentration von RNA wurde mittels UV-Absorption bei einer Wel-

lenlänge von 260 nm mit einem Spektrophotometer bestimmt. Dabei entspricht eine 

optische Dichte (OD) von 1 einer RNA-Konzentration von 40 µg/ml. Als Maß für die 

Reinheit der Lösung wurde zusätzlich der Quotient OD260/OD280 gebildet, der im 
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Idealfall im Bereich von 1,8-2,0 liegt, während niedrigere Werte auf eine Verunreini-

gung durch z.B. Proteine hiweisen. 

 

 

6.2.6 Polymerase Kettenreaktion 

 

6.2.6.1 Reverse Transkription 

Die Umschreibung von Poly-A RNA in cDNA erfolgte nach dem Protokoll des Rever-

se Transcription System der Firma Promega. 

0,1 µg Gesamt RNA in 9,75 µl DEPC Wasser wurden 10 min bei 70°C denaturiert 

und anschließend auf Eis abgekühlt. Für den Reaktionsansatz wurden pro Reaktion 

in dieser Reihenfolge 4 µl 25 mM MgCl2, 2 µl 10× Puffer, 2 µl 10 mM dNTP-Mix, 0,5µl 

RNasin Inhibitor, 0,75 µl AMV Reverse Transcriptase und 1 µl Oligo dT Primer ge-

mischt. Die RNA wurde zum Ansatz gegeben und der Ansatz bei 42°C für 60 min 

inkubiert. Zur Inaktivierung der Transkriptase folgte ein 5-minütiger Inkubationsschritt 

bei 95°C, anschließend wurde der Ansatz für mindestens 5 min auf Eis inkubiert. Die 

Reaktion wurde mit DEPC Wasser auf 100 µl verdünnt und in 10 µl Aliquots bis zur 

weiteren Verwendung bei –20°C gelagert. 

 

6.2.6.2 PCR 

Die PCR wurde in einem Gesamtvolumen von 50 µl durchgeführt. Für die PCR wur-

den jeweils 10 µl verdünnte cDNA aus der RT-PCR eingesetzt und zu 9,5 µl Master-

mix, bestehend aus 5 µl 10x PCR-Puffer, 1,5 µl 50 mM MgCl2, 1 µl 10 mM dNTP-Mix 

und 2 µl 10 µM Primer-Mix, pipettiert. Nach der Zugabe von 0,2 µl (1U) Taq DNA Po-

lymerase und 30,3 µl DEPC Wasser wurde der Ansatz im Thermo Cycler nach dem 

in Abb. 26 angegebenen Schema inkubiert. 
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Abb. 26: Zyklusablauf der Polymerase Kettenreaktion 

 

 

Als Positivkontrollen dienten HepG2-Zellen bzw. RNA aus einem cholangiozellulären 

Karzinom, als Negativkontrolle wurde Wasser anstelle der zu untersuchenden cDNA 

zugegeben. Die geeigneten PCR-Bedingungen wurden mit Hilfe der Positivkontrollen 

ermittelt (s. Tab. 8). 

 

Tab. 8: Bedingungen für die Polymerase Kettenreaktion 

 

Gen Produktlänge TAnneal ncycle 

β-Actin 327 bp 53°C 35 

AFP 216 bp 55°C 35 

Albumin 174 bp 55°C 35 

Chromogranin A 254 bp 50°C 40 

CK7 218 bp 55°C 35 

CK14 237 bp 60°C 40 

CK18 248 bp 53°C 30 

CK19 318 bp 53°C 30 

Nestin 295 bp 50 °C 40 
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6.2.7 Gelelektrophorese 

 

Zur Analyse der erhaltenen PCR-Produkte wurden Gele verwendet, die 1,2% Agaro-

se und 4 µg/ml Ethidiumbromid in 1× TBE-Puffer enthielten. Für die Elektrophorese 

wurde die DNA mit 6× Gelauftragspuffer gemischt. Die DNA-Fragmente im Gel wur-

den anschließend auf einem UV-Leuchtschirm (λ=312 nm) sichtbar gemacht und do-

kumentiert. 

 

 

6.2.8 Zellkultur 

 

Die Zellkultur der nach der MACS-Reinigung erhaltenen CD90+ Fraktion erfolgte so-

wohl in unbeschichteten als auch in Kollagen-beschichteten 24 well Zellkulturplatten. 

Pro Donor wurden nach Möglichkeit mindestens drei wells unter gleichen Bedingun-

gen kultiviert. Die Zellen wurden im Adhärenzmedium mit einer Zelldichte von 5×104 

Zellen/cm2 ausgesät und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 in wasserdampfge-

sättigter Atmosphäre inkubiert. Nach einer Adhäsionszeit von 3-5 Tagen wurde das 

Medium abgenommen und die Zellen zum Entfernen von nicht-adhärierten Zellen 

einmal mit Aussaatmedium gewaschen. Nach der Zugabe des Kulturmediums wur-

den die Zellen wiederum im Brutschrank inkubiert. Weitere Mediumwechsel erfolgten 

wöchentlich. Wachstum und Morphologie der Zellen wurden täglich mikroskopisch 

begutachtet. Nach einer Kulturdauer von bis zu 28 Tagen wurden die Zellen entwe-

der für immunhistochemische Färbungen in den Kulturschalen fixiert (s. 6.2.1.1.3) 

oder für die RNA-Isolation abgelöst (s. 6.2.5.1). 
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