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Zusammenfassung der Publikationspromotion
Abstract englisch

This thesis comprises three peer reviewed publications dealing with the isolation, and characterization of
primary human parenchymal and non-parenchymal liver cells (NPC) and their application in in vitro liver
models.

2 dimensional monocultures of primary human hepatocytes (PHH) are considered to be the gold standard
for in vitro testing of hepatotoxicity. However, these models miss the presence of NPC. NPC consist of
Kupffer cells (KC), liver endothelial cells (LEC), and hepatic stellate-cells (HSC) and play a central role in
physiological and pathophysiological processes. Regarding drug-induced liver injury (DILI), NPC can
modulate immunologic reactions leading to an augmented damage of the liver tissue but also to induction
of immunologic tolerance. The development of innovative co-culture models could possibly help to
understand the immunologic modulation of hepatotoxicity.

This thesis outlines the establishment of a method to isolate PHH and NPC from the same liver tissue
specimen. The successful identification and characterization paved the way for the establishment of an in
vitro liver model for the investigation of immunologic reactions caused by DILI.

PHH and NPC were isolated from human tissue samples using a two-step EDTA/collagenase perfusion
technique. KC, LEC, and HSC were separated using specific adherence properties and magnetic activated
cell sorting. The NPC were identified using specific antibodies and immunofluorescent microscopy. The
guantifications revealed a yield of 1.9x10% KC, 2.7x10° LEC and 4.7x10° HSC per gram liver tissue,
showing viabilities >90% and purities >90%. Subsequently, the characterization of functional parameters
during a culture time of 5 days showed that KC dispose a limited life span, LEC consist of a heterogeneous
population and HSC tend to transdifferentiate in myofibroblasts. For the simulation of DILI, KC were
stimulated with supernatants from drug treated PHH. KC activation was investigated by the measurement
of reactive oxygen species (ROS, DCF-assay) and cell activity (XTT-assay) and the immunologic reactions
by analysis of cytokine production (ELISA). In KC an increase of cell activity as well as a donor specific
ROS-formation was observable. Additionally, donor and drug dependent releases of pro- and anti-
inflammatory cytokines were detected.

The isolation protocol described, enables the isolation of PHH and NPC in high quality and quantity from
one piece of liver tissue. The characterization showed that KC were the most suitable cell type for usage
in in vitro models. The detection of donor- as well as drug specific immunologic reactions makes the
established model to a promising tool for the investigation of DILI.



Abstrakt deutsch

Diese Publikationspromotion umfasst drei in internationalen Fachzeitschriften publizierte Artikel, die sich
mit der Isolation und Charakterisierung von primaren humanen parenchymalen und nicht-parenchymalen
Leberzellen (NPC) sowie deren Anwendung in in vitro Lebermodellen beschaftigen.

Die klassische 2-dimensionale (2D) Kultur primarer humaner Hepatozyten (PHH) bildet den Goldstandard
fur die Untersuchung der in vitro Hepatotoxizitat. Allerdings fehlt in diesen Kulturen die Anwesenheit NPC.
Die NPC, zu denen Kupffer Zellen (KC), Leberendothelzellen (LEC) und hepatischen Stellat-Zellen (HSC)
zahlen, spielen eine zentrale Rolle bei physiologischen und pathophysiologischen Prozessen. Im Rahmen
der Medikamenten-induzierten Leberschadigung (engl. Drug induced liver injury - DILI) kann es durch
immunmodulierende Reaktionen von NPC sowohl zu einer vermehrten Schadigung des Lebergewebes,
aber auch zur Induktion von immunologischer Toleranz kommen. Durch die Entwicklung innovativer
Kokulturmodelle konnte die moglicherweise die immunologische Modulation von Hepatotoxiziat erfasst
werden.

Im Rahme dieser Publikationspromotion wurde eine Methode etabliert, um PHH und NPC aus demselben
Lebergewebe zu isolieren. Nach erfolgreicher Identifizierung und Charakterisierung bildeten diese die
Grundlage fir die Etablierung eines in vitro Lebermodels zur Untersuchung immunologischer Reaktionen
im Rahmen von DILI.

PHH und NPC wurden mit Hilfe einer zweistufigen EDTA/Kollagenase-Perfusionstechnik aus einem Stlick
humanem Lebergewebe isoliert. Die in der NPC-Fraktion enthaltenen KC, LEC und HSC wurden mittels
Adhéarenz-Trennung und magnetischer Zellsortierung voneinander getrennt. Nach Identifikation der NPC
mittels spezifischer Antikérper und immunfluoreszenz Mikroskopie konnten Ausbeuten von 1,9x10° KC,
2,7x10° LEC und 4,7x10° HSC pro g Lebergewebe mit Viabilititen > 90% und Reinheiten > 90%
verzeichnet werden. Die anschlieRende Charakterisierung funktioneller Parameter in Kultur Uber 5 Tage
zeigte, dass KC Uber eine limitierte Lebenszeit verfligen, LEC sich aus einer heterogenen Mischpopulation
zusammensetzen und HSC zur Transdifferenzierung in Myofibroblasten neigen. Um DILI zu simulieren
wurden KC mit den Uberstanden von substanzbehandelten PHH stimuliert. Die KC Aktivierung wurde
durch Messung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, DCF-Assay) und der Zellaktivitat (XTT-Test) sowie
deren immunologische Reaktion mit Hilfe von verschiedenen Zytokin-ELISA evaluiert. In den KC konnte
sowohl ein Anstieg der Zellaktivitat, als auch eine donor-spezifische ROS-Bildung beobachtet werden.
Zusatzlich zeigte sich eine donor- und medikamentenabhéngige Ausschittung von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen.

Das beschriebene Isolationsprotokoll ermdglicht eine simultane Isolation von PHH und NPC in guter
Qualitat und Quantitat aus einem Stlick Lebergewebe. Die Charakterisierung zeigte, dass sich KC am
besten flr den Einsatz in einem Lebermodell eignen. Die Detektion sowohl donor- als auch
medikamentenspezifischer immunologischer Reaktionen macht das etabliete Modell zu einem
vielversprechenden Ansatz fir die Untersuchung der Medikamenten induzierten Hepatotoxizitat.



Einleitung

Wissenschattliche Grundlagen

Die Leber spielt eine zentrale Rolle im Fremdstoffmetabolismus und somit auch bei der Genese
medikamenteninduzierter Leberschadigung (engl. drug induced liver injury kurz DILI). Obwonhl circa 20%
aller neu zugelassenen Medikamente auf Grund von DILI wieder vom Markt genommen werden, bestehen
nur rudimentére Kenntnisse uber den pathophysiologischen Mechanismus, die Inzidenz und die
Pravalenz!2. Zur Entstehung von DILI existieren zwei verschiedene Hypothesen, welchen immunologische
Mechanismen zugrunde liegen. Es wird die intrinsische Hypothese von der idiosynkratischen
unterschieden. Im Rahmen des intrinsischen DILI kommt es stereotyp und dosisabhéngig zu einer
Hepatotoxizitat. Der dadurch induzierte Zellstress bzw. die induzierte Zellschadigung wird immunologisch
detektiert und kann weitere Immunreaktionen verstarken. Die idiosynkratischen DILI-Reaktion ist
unvorhersehbar und nicht dosisabhéngig. Es wird vermutet, dass elektrophile Metabolite in die Zellen
gebildet werden und mit nukleophilen Gruppen von Proteinen oder der DNA reagieren kénnen. Die neu
entstehenden Botenstoffe, zum Beispiel nach Reaktion mit Proteinen, Haptene genannt, kbnnen von
Immunzellen detektieren werden. Die Immunzellen koénnen unvorhersehbare idiosynkratische
Immunreaktionen von Inflammation bis hin zur Sensitivierung triggern2,
Aktuell gelten Hepatozyten-Monokulten als Goldstandard fur Untersuchungen im Bereich des
Medikamentenmetabolismus und der Hepatotoxizitat. Die in vivo ablaufenden und fir DILI grundlegenden
immunologischen Reaktionen kdnnen in solchen in vitro Modellen nicht detektiert werden. In den aktuellen
Studien zu DILI und den zugrunde liegenden Mechanismen werden vor allem das Fehlen der 3-
dimensionalen Leberarchitektur und der nicht-parenchymalen Leberzellen (NPC) diskutiert>. Um die
verschiedenen metabolischen und immunologischen Reaktionen im Rahmen von DILI besser abzubilden,
sind Untersuchungen zur intrahepatischen Zell-Zell-Interaktionen notig.
Intrahepatisch unterscheidet man die parenchymalen Hepatozyten und Cholangiozyten, von den NPC. Die
Hepatozyten bilden die Grundlagen fir die meisten Leberfunktionen, wie zum Beispiel die
Gallensaureproduktion, den Fremdstoffmetabolismus und die Energiehoméostase®. Kupffer Zellen (KC),
Hepatische Stellat Zellen (HSC) und Leberendothelzellen (LEC) bilden den Grof3teil der NPC-Fraktion der
Leber.
KC sind intrasinusidal sitzende leberspezifische Makrophagen, die sowohl eine Schutzmechanismus
gegen Endo-Toxine und exogene Partikel bilden, als auch intrahepatische Gewebeschaden detektieren.
Chronische Exposition mit meist aus dem Gastrointesinaltrakt angeschwemmten Lipopolysaccharid (LPS)
oder endogenen Proteinen, welche zum Beispiel vermehrt von nekrotischen Zellen sezerniert werden,
fuhren zur KC-Aktivierung. Aktivierte KC produzieren im Rahmen von inflammatorischen Reaktionen
vermehrt reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). ROS kdnnen einmal selbst zytotoxisch auf zum Beispiel
eingedrungene Organismen wirken. Zusatzlich kann durch ROS der NFkB-Signalweg aktiviert werden,
welche elementar fur eine Immunantwort ist. Die beschriebenen Stimuli, wie beispielsweise LPS, kdnnen
durch spezifische Rezeptoren, wie zum Beispiel engl. toll-like receptors (TLR), auf der KC-Zelloberflache
detektiert werden. Zusatzlich kénnen Zellen, Zellreste oder freigesetzte Proteine mittels Phagozytose
aufgenommen werden. Die funktionelle Plastizitat ist signalabhangig, sodass aktivierte KC die Mdglichkeit
besitzen, ihren Phanotyp entweder in M1- oder M2-Makrophagen zu variieren. In aktuellen Studien konnte
gezeigt werden, dass das M1-KC zu M2-KC Verhdltnis eine zentrale Rolle in der Entstehung von
inflammatorischen Prozessen in der Leber spielt®.
M1-KC sind involviert in inflammatorische Prozesse, wie akute Infektionen, aber auch bei der Initiierung
von DILI oder der Fettleber-Erkrankungen®. Die Hauptstimuli sind neben LPS und Interferon-y auch Tumor
Nekrose Faktor-a (TNF-a), Interleukin 18 (IL-18) und IL-12. KC, welche den M1-Phénotyp angenommen
haben, sezernieren typischer Weise TNF-a, IL-6 und IL-1°.
Im Gegensatz dazu schitzen M2-KC die Leber gegen eine Exazerabration von inflammatorischen
Reaktionen. AuRerdem spielen sie eine zentrale Rolle in immunmodulatorischen Prozessen, wie Allergien,
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Abwehr gegen Parasiten und Gewebsumbau. Typische Stimuli fur M2-KC  sind
Immunglobulin-G-Fragmente aber auch IL-4 und IL-10. Die alternativen M2-KC produzieren Transforming
Growth Factor-B (TGF-B), IL-10 und Prostaglandin Ez (PGE2)®.

LEC, welche die Innenseite der BlutgeféalRe in der Leber auskleiden, haben abhangig von ihrer Lokalisation
und Art des GefalRes (Arterie, Vene und Pfortader) verschiedene funktionelle Eigenschaften. Die in dem
Lebersinus liegenden LEC, welche zum Beispiel durch eine typische Fensterung charakterisiert sind,
bilden die Barriere zwischen priméaren humanen Hepatozyten (PHH) und dem portal-vendsem Blut. LEC
regulieren den Austausch von gelosten Partikel. Neben der Fensterung ist einer der zentralen
Austauschmechanismen die Rezeptor-vermittelten Pinozytose von geldsten Partikeln. Zusatzlich gehéren
die LEC neben den KC als Teil des Retikulohistiozytaren-Systems zur Abwehr der Leber®”’.

Die aus dem Mesenchym stammenden HSC sind im perisinusidalem Raum der Leber lokalisiert. Die fur
HSC charakteristischen Lipidtropfchen entstehen auf Grund der Speicherung von Retinol und anderen
fettloslichen Molekulen®. Im Rahmen von pathophysiologischen Veranderungen in der Leber kénnen die
HSC, zum Beispiel durch TGF-B, aktiviert werden. Die aktivierten HSC differenzieren zu Myofibroblasten
und kdnnen Proteine der extrazellularen Matrix bilden. Auf Grund dieser Eigenschaften nehmen sie eine
zentrale Rolle in der Entstehung und Unterhaltung von Fibrose- und Zirrhose-Prozessen ein. Nach
Aktivierung verlieren die HSC die Fahigkeit Retinol zu speichern®®.

In einigen aktuellen Studien konnte gezeigt werden, dass auch die verschieden NPC eine zentrale Rolle
in physiologischen, aber auch pathophysiologischen Leberprozessen, wie DILI, spielen®.

Zur Erstellung standardisierter humaner in vitro Ko-Kulturmodelle ist es elementar, die einzelnen
Leberzelltypen aus humanem Lebergewebe mit hoher Viabilitét und Reinheit zu isolieren. Erste simultane
Isolationsversuche wurden bereits an nicht humanem Gewebe durchgefuhrt. Es wurden jedoch unseres
Wissens nach noch nicht zuvor alle humanen NPC simultan neben den PHH isoliert und anschliel3end
ausreichend charakterisiert®819,

Zielstellung der kumulativen Promotion

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Lésung von 3 fundamentalen Problemen im Bereich der
humanen in vitro Lebermodelle.

Aktuell ist es nicht méglich alle Leberzelltypen aus einem gemeinsamen Stlick Lebergewebe simultan zu
isolieren. Dies bildet jedoch die Grundlage fir die Entwicklung mdglichst in vivo &hnlicher Lebermodelle.
Der bisherige Goldstandard fir in vitro Lebermodelle ist die Hepatozyten-Monokultur. Auf Grund der
vielfaltigen Eigenschaften der NPC nehmen diese auch an physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen in der Leber teil. Gerade im Zusammenhang mit DILI nehmen die NPC, insbesondere die KC,
eine zentrale Rolle ein.

Um Lebermodelle mit parenchymalen Zellen und NPC zu etablieren, sind die Isolation der einzelnen
Leberzelltypen und ihre Charakterisierung sowie Untersuchungen zum Verhalten der einzelnen Zelltypen
in Kultur grundlegend.

Ist es moglich erfolgreich immunkompatible NPC und PHH aus demselben Lebergewebe zu isolieren,
sollte mit der Etablierung eines in vitro Lebermodels zur Abbildung von DILI Prozessen begonnen werden.
Dieser thematische Abschnitt ist von besonderem Interesse, da die Pathogenese von DILI noch nicht
genau bekannt ist.

Auf Grund der unspezifischen Symptome gehért DILI zu den Diagnosen, die nur durch konsequentes
Ausschlie3en aller anderen Krankheitsursachen gestellt werden kann. DILI bildet folglich die negative
Schnittmenge aller mdglichen Diagnosen. Auf Grund dessen, dass es keine zielgerichtete
Untersuchungen gibt, ist die Dunkelziffer an mit DILI erkrankten Patienten hoch'. Die Medikamente,
welche fur solche Reaktionen urséachlich sind, sind aktuell noch nicht genau bekannt. Um die Pathogenese
und die immunologische Rolle von DILI besser abzubilden und die Wirkung der verschiedenen
Medikamente vorhersagen zu kdnnen, sind in vitro Lebermodelle, welche die in vivo Leberarchitektur
madglichst genau wiedergeben und die Reaktion innerhalb der Zell-Zell-Interaktion abbilden, nétig.
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Um die beschriebenen Probleme erfolgreich zu l16sen, wurden drei grol3e Hauptziele flur diese Promotion
formuliert:

1) Etablierung eines vereinfachten Protokolls zur parallelen Isolation von PHH, KC, LEC und HSC
aus demselben Lebergewebe in hoher Viabilitdt und Reinheit.

2) ldentifikation,  Charakterisierung, Kultivierung der einzelnen Leberzelltypen, sowie
Untersuchungen zu den Kulturbedingungen der einzelnen Leberzelltypen und deren Verhalten in
Langzeitkultur.

3) Etablierung eines humanen KC-PHH-Models zur Untersuchung von pro- und anti-
inflammatorischen Reaktionen im Rahmen von DILI.

Methodik

Materialien

Williams Medium E mit GlutaMAX™ und die Zusatze fetales Kalberserum (FCS), Penicillin/Streptomycin,
Hepes, engl. Minimum Essential Medium Non-essential Amino Acids (MEM NEAA), Pyruvat, L-Glutamin
und engl. Phosphate buffered saline (PBS) wurden bei Gibco erworben. Engl. Roswell Park Memorial
Institute (RPMI)-Medium und engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) wurde von GE Healthcare
bezogen. Dexametason wurde bei Merck und das Humaninsulin bei Sanofi Aventis gekauft. Percoll,
Trypan Blau und HBSS wurden von Biochrome erworben. Alle weiteren genutzten Chemikalien, wenn
nicht genauer beschrieben, wurden von Sigma bezogen.

Das Rattenschwanzkollagen wurde nach dem Protokoll von Rajan und Kollegen hergestellt't. PHH-Kultur-
Medium hatte als Grundlage William's Medium E mit GlutaMAX™, welchem 10% FCS, 32 mU/ml Insulin,
15 mM HEPES, 0,1 mM MEM NEAA (100x), 1 mM Pyruvat und 1 mg/l Fortecortin zugesetzt wurden. KC-
Aussaat-Medium besteht aus RPMI-Medium mit 1% L-Glutamin. KC-Kultur-Medium beinhaltet RPMI-
Medium und 10% FCS, 1% L-Glutamin und 6,3 mM N-Acetyl-L-Cystein. LEC/HSC-Kultur-Medium besteht
aus DMEM-Medium, welchem 10% FCS und 1% L-Glutamin zugesetzt wurde. Alle Medien wurden mit
100 U/100 pM Penicillin/Streptomycin versetzt.

Die Kultivierung der einzelnen Zelltypen erfolgte bei 37°C, 5% CO- in einem befeuchteten Inkubator.

Die Zellzahlungen wurden einheitlich in einer Neubauer Zahlkammer nach Trypanblau-Farbung
durchgeflnhrt.

Ausbeute (gezahlte Zellen)
= gezahlte Zellen X Verdinnungsfaktor X Volumen der Zellsuspension (ml)
%X 10 000

Isolation von PHH und NPC aus humanem Lebergewebe

Das verwendet humane Lebergewebe wurde in der Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und
Transplantationschirurgie am Campus Virchow Klinikum der Charité-Universitatsmedizin Berlin, gemaR
den Bestimmungen der Ethikkomission der Charité - Universitatsmedizin Berlin und nach Aufklarung und
Einverstandnis des Patienten, akquiriert.

Eine 2-Schritt-EDTA/Kollagenase - Perfusionstechnik wurde zur Isolation von PHH und NPC aus
gesundem Lebergewebe von Patienten mit primaren oder sekundaren Lebertumoren genutzt (Figur 1A).
Um die in der gewonnenen Suspension enthaltenen PHH von den NPC zu trennen, folgte ein
Zentrifugationsschritt bei 50 x g, 4°C fur 5 min (Figur 1B). Die im Pellet enthaltenen PHH wurden entweder
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direkt oder nach Aufreinigung mittels 25%-Perkoll-Dichte-Gradienten-Zentrifugation (1250 x g, 4°C, 20
min, ohne Bremse) in PHH-Kultur-Medium aufgenommen (Figur 1C/D). Der Aufreinigungsschritt erfolgte
nur, wenn die Viabilitat der PHH nach dem Verdauungsprozess unter 70% lag. Die PHH wurden mit einer
Dichte von 14,5 x 10° Zellen/cm? auf mit Rattenschwanzkollagen beschichtete Zellkulturplatten
ausgestreut.

Die im Uberstand enthaltenen NPC wurden mittels Dichte-Gradienten-Zentrifugation, Adharenz-Trennung
und Magnetischer Zellsortierung (MACS®) in ihre Populationen aufgetrennt. Zuerst wurden enthaltene
Erythrozyten mittels Zentrifugation bei 72 x g, 4°C fur 5 min eliminiert. Zur Sedimentation aller NPC folgen
2 Zentrifugationsschritte: 1) 300 x g, 4°C, 5 min und 2) 650 x g, 4°C, 7 min. Zur Aufreinigung der NPC-
Fraktionen erfolgte eine 50%/25%-Perkoll-Dichte-Gradienten-Zentrifugation. Auf den zweiphasigen
Perkoll wurde sehr vorsichtig die Zellsuspension pipettiert. Im Anschluss wurden die praparierten Perkoll-
Rohrchen bei 1800 x g, 4°C fur 20 min, ohne Bremse zentrifugiert (Figur 1.1). Oberhalb der 25%igen
Perkoll-Schicht sind nach der Zentrifugation verbliebende PHH, Zellreste und tot Zellen zu finden. Dies
Schicht wird verworfen (Figur 1.2). Im Anschluss daran wurden die aufgereinigten NPC, die sich in der
Schicht zwischen dem 50%-Perkoll und dem 25%-Perkoll befanden, gesammelt und mit HBSS
gewaschen.

AnschlieRend wurden die NPC in KC-Aussaat-Medium aufgenommen und mit einer Dichte von 5 x 10°
Kupffer Zellen/cm? ausgestreut. Nach einer Adharenzphase von 20 min auf Zellkulturplastikplatten
adharierten nur die KC (Figur 1.3). Im Uberstand befinden sich die verbliebenen LEC und HSC (Figur 1.4).
Die adhérierten KC wurden mit HBSS gewaschen und in KC-Kultur-Medium kultiviert.

Um die im Uberstand enthaltenen LEC von den HSC zu trennen, wurde eine magnetische Zellsortierung
genutzt. Um alle enthaltenen NPC zu sedimentieren, wurde der Uberstand bei 300 x g, 4°C fur 5 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das erhaltene Zellpellet entsprechend der Anleitung des MACS®
(Miltenyi Biotech) aufgearbeitet. Es erfolgte ein immunzytochemische Markierung der LEC mit
magnetischen CD31 Antikdrpern. Im Anschluss daran wurden die markierten Zellen mittels eines
Magneten abgetrennt.

Die CD31 negativen HSC, welche die MACS®-Saule einfach passieren konnten, wurden aufgefangen
(Figur 1.5). Die HSC wurden in HSC/LEC-Kultur-Medium aufgenommen und mit einer Dichte von 5 x 10*
HSC/cm? auf mit Rattenschwanzkollagen beschichtete Zellkulturplatten ausgestreut.

Der Magnet wurde von den ubrigen LEC entfernt. AbschlieBend wurden die LEC aus der Saule
herausgespult (Figur 1.5). Zum Schluss wurden die LEC in HSC/LEC-Kultur-Medium aufgenommen und
mit einer Dichte von 1,25 x 10° LEC/cm? auf mit Rattenschwanzkollagen beschichtetet Zellkulturplatten
ausgestreut.
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Figur 1. Ubersicht der Isolation von PHH und NPC.
Alle Leberzellen werden mittels einer 2-Schritt-EDTA/Kollagenase—Perfusionstechnik von der extrazellularen Matrix

des Gewebes getrennt (A). Es folgt ein initialer Zentrifugationsschritt bei 50 x g, 4°C fir 5 min um die PHH von den
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NPC zu trennen (B). Die isolierten PHH wurden mittels eines 25%igen-Perkoll-Dichte-Gradienten-
Zentrifugationsschrittes (1250 x g, 4°C, 20 min, ohne Bremse) aufgereinigt (C/D).

Um die NPC von weiteren Zellen, toten Zellen und Zellresten zu trennen, folgte eine 25%/50%-Perkoll-Dichte-
Gradienten-Zentrifugation bei 1800 x g, 4°C fur 20 min ohne Bremse (1/2). Im Anschluss an die Zentrifugation (2)
wurden die NPC, welche sich auf der 50%igen Perkoll-Schicht befanden, aufgesammelt und weiter aufgereinigt. Um
die KC von den restlichen NPC zu trennen, wurde eine 20 minitige Adhéarenzphase durchgefiihrt (3). Nur KC besitzen
die Eigenschaft in kurzer Zeit auf Plastik zu adhérieren. So kénnen die KC von den LEC und HSC getrennt werden
(4). Die LEC wurden mit Hilfe des magnetischen Zellsortierungssystems (MACS®) von den HSC getrennt (5). Alle
CD31 positiven Zellen wurden mit magnetischen Antikdérpern markiert. Die CD31 positiven LEC wurden durch den
Magneten in der Saule gehalten, wahrend die CD31 negativen HSC den Magneten passieren kénnen (5).
Abschliel3end kénnen die LEC nach Entfernung des Magneten aus der S&ule gespult werden (5).

Identifizierung und Charakterisierung von NPC

Zur Identifizierung der einzelnen NPC-Typen wurden die isolierten Zellen mittels spezifischen
fluoreszierenden Antikdrpern markiert und anschliefend mikroskopisch untersucht. Hierfir wurden die
Zellkulturen mit PBS gewaschen und anschlieend mit 4% Formaldehyd (Herbeta) fur 10 min fixiert. Nach
einem Waschschritt wurden die Zellen mittels 0,5% Triton X-100 fur 2 min permeabilisiert. Es folgte ein
weiterer Waschschritt. Nachdem die unspezifischen Bindungen mit 1% bovinem Serumalbumin fir eine
Stunde geblockt wurden, erfolgte die Inkubation mit den primaren zellspezifischen Antikdrpern (Tabelle 1)
fir 60 min. Nach einem Waschschritte wurden die Zellen mit dem sekundaren Antikorpern Alexa Fluor®
488 (Ziege Anti-Maus IgG) oder Alexa Fluor® 594 (Ziege Anti-Hase 1gG) (Santa Cruz Biotechnology) flr
60 min inkubiert. Kurz vor Ende der Inkubationszeit mit den sekundaren Antikdrper wurden die Zellkerne
zusatzlich mit Hoechst 33342 fir 15 min inkubiert. Fir die Untersuchung und Analyse der Zellen wurden
die Farbungen mit Hilfe von Immunfluoreszenzbildern dokumentiert.

Tabelle 1: Primare Antikérper zur Immunfluoreszenzfarbung der isolierten PHH uns NPC

Antikbrper | Typ Spezies | Reaktivitat | Hersteller Marker
CD 68 Monoklonal | Maus human R&D KC
Systems

CK 18 Monoklonal | Maus human Santa Cruz | PHH
CK 19 Polyklonal Hase human Santa Cruz | Cholangiozyten
GFAP Monoklonal | Maus human Sigma HSC
Vimentin Monoklonal | Maus human Santa Cruz | HSC

LEC

Zur genaueren funktionellen Charakterisierung der isolierten Zellen wurden verschiedene Assay zum
Nachweis von Phagozytose und Pinozytose, sowie der Retinolspeicherung genutzt.

Eine der KC-spezifischen Eigenschaften ist die Phagozytose von Zellen oder Zellreste. Zur Untersuchung
der Phagozytose wurde 1x 10° KC fur 24 Stunden mit 4 x 10° FITC gekoppelten Latex Beats
(Fluoresbrite™ Plain YG 3.0 Microsperes, Polyscience Inc.) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
4% Formaldehyd fixiert und mit Hoechst 33342 gefarbt. Die Auswertung erfolgte mittel
Fluoreszenzmikroskopie.

Fur LEC ist die Pinozytose von acetylierten Lipoproteinen niederer Dichte (Low Density Lipoprotein, LDL)
charakteristisch. Die isolierten LEC wurden mit 10 pg/ml an 3,3-dioctadecyloxacarbocyanin Perchlorat
gekoppeltem acetyliertem LDL (Tebu-Bio) fir 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen gewaschen, mit Formaldehyd fixiert und anschlieBend mit Hoechst 33342 gefarbt. Die
Dokumentation der Ergebnisse dieser Charakterisierung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie.



Typisch fur HSC ist die Einlagerung von blau-griin autofluoreszierendem Retinol. Nach Anregung mit einer
Wellenlange von 328 nm konnen die gespeicherten Retinoltropfchen fluorezenzmikroskopisch detektiert
werden.

Bestimmung von Zell-Viabilitat und Zell-Aktivitéat

Zur Evaluierung der Zell-Viabilitdt oder Zell-Aktivitat wurde der XTT-Assay (Roche Diagnostics GmbH)
genutzt. Das gelbfarbene Tetrazoliumsalz XTT wird abhéngig von der Verfiigbarkeit intrazellularer
Redoxaquivalente und abhangig von der Aktivitat mitochondrialer Dehydrogenasen zu dem
orangefarbenen Formazan reduziert. Der Test wurde gemaf der Anleitung des Herstellers durchgefihrt.
Die Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlange von 492 nm. Die plattenphotometrisch
gemessene Umsetzung des Farbstoffes korreliert mit der Zellviabilitdt und der Zellaktivitét.

Evaluation des Gesamtproteingehaltes

Der Gesamtproteingehalt wurde mit dem Sulforhodamine B (SRB-Assay), welcher sowohl intra-, als auch
extrazellular Proteine erfasst, bestimmt. Die kultivierten Zellen wurden mit 4% Formaldehyd fixiert und
anschlielenden zweimal mit PBS gewaschen. Anschlielend wurden die fixierten Zellen fur 30 Minuten mit
0,4% SRB-L6sung im Dunkeln und bei Raumtemperatur kultiviert. Nachdem die Zellen mit 1% Essigsaure
gewaschen wurden, folgte die Inkubation mit 10 mM TRIS-L6sung fur 10 Minuten. Die Detektion der
Absorption erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 565 nm.

Messung von intrazellularen reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

ROS, ein zentraler Signalstoff bei inflammatorischen Prozessen und in den KC, wurde zur Evaluation der
KC-Aktivierung genutzt. Die intrazellulare ROS-Bildung wurde mit Hilfe des DCF-Assay detektiert. Die
Ausgangssubstanz ist das permeable Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (DCF-DA), welches
intrazellular zuerst durch zellulare Esterasen deacetyliert und im Anschluss bei Anwesenheit von ROS
oxidiert wird. Es entsteht dabei fluoreszierendes Dichlorodihydrofluorescein (DCF). Zur Bestimmung der
ROS wurden die KC in phenalrot-freiem Medium mit 20 uM DCF-DA (Santa Cruz) fir 30 min bei 37°C
inkubiert. Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen und die KC mit neuem phenolrot-freiem Medium
fir 60 min bei 37°C inkubiert. Die Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlange von 495 nm und einer
Emission von 520 nm wurde photometrisch detektiert.

Messung von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen

Um die Reaktion der KC zu untersuchen wurde die Ausschittung von spezifischen pro-inflammatorischen
(TNF-a, IL-6) und anti-inflammatorischen (IL-10, PGE;) Zytokinen untersucht. Zur Bestimmung der
verschiedenen Zytokine TNF-a, IL-6, IL-10 (PrepoTech GmbH) und PGE: (Thermo Fischer Scientific)
wurden ELISA genutzt. Bei der Durchfihrung wurde nach der Anleitung des entsprechenden Herstellers
gehandelt.

Kupffer Zell Stimulation

Um die Aktivierung und Reaktion von KC im Rahmen von DILI-Prozessen abzubilden, wurden KC mit dem
Uberstand von mit Medikamenten behandelten PHH inkubiert. Es wurden die bereits sehr gut untersuchten
nicht-steroidalen Entzindungshemmer Acetaminophen (APAP) und Diclofenac (DIC) fiir die Hepatozyten-
Stimulation genutzt. Nach einer 4 stiindigen Equilibrierungsphase mit KC-Aussaat-Medium wurden die
PHH entweder mit 100 uM APAP oder mit 100 uM DIC fur 1 Stunde behandelt. Der PHH-Uberstand wurde
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dann auf die KC uberfuhrt. Nach einer zweistiindigen Inkubationsphase wurden die KC-Aktivierung und
die KC-Reaktion untersucht. Zur Evaluation der KC-Aktivierung wurden die Zell-Aktivitat (XTT-Assay) und
die intrazellulare ROS-Bildung (DCF-Assay) genutzt. Zusatzlich konnte die KC-Reaktion durch Detektion
typischer pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen evaluiert werden. Hierfur wurden die Uberstande bei
-80°C eingefroren und anschlieliend mit den entsprechenden ELISA auf die ausgeschitteten Zytokine
untersucht.

Ergebnisse

Isolation und Charakterisierung der einzelnen Leberzellpopulationen

PHH und NPC wurden parallel aus einem Stiick humanem Lebergewebe isoliert. Es wurde grofRen Wert
auf eine optimale Ausbeute und gute Zellviabilitit gelegt. Um diese Ziele umzusetzen wurde
beispielsweise im Verdauungsschritt die Aktivitdit von Proteasen, welche in der nicht 100% reinen
Kollagenase enthalten sind, durch die Supplementation von FCS vermindert. AuRerdem wurde die
Mikroperfusion durch Abklemmen einzelner Knopfkanilen oder leichtem Druck mit einem Spatel auf das
Stlick Lebergewebe optimiert. Es konnten erfolgreich neben den PHH auch die KC, LEC und HSC isoliert
werden.

Es wurden 14,2 x 10% + 6,6 x 10° viable PHH/g Lebergewebe mit einer durchschnittlichen Viabilitat von
76,6 £ 4,2% isoliert. Mikroskopisch waren die isolierten Hepatozyten im Durchmesser zwischen 20 und 30
pum grof3 und zeichneten sich durch ein groRes Zellplasmavolumen und intrazellular gelegene
Lipidtropfchen aus. Auffallig war auRerdem die von Zelle zu Zelle variierende Anzahl an Zellkernen. Nach
einer Adharenz Phase von circa 12 Stunden zeigte sich eine kubische Zellform. Zur ldentifizierung wurden
die isolierten PHH mit einem Antikdrper gegen das hepatozyten-typischen Intermediarfilament CK 18
gefarbt. In Relation zur Gesamtzellzahl gefarbt mit Hoechst konnte eine Reinheit von 92,3 + 3,2% ermittelt
werden.

Mittels 20-minttiger selektiver Adh&renztrennung wurden die KC von den restlichen NPC getrennt. Dabei
wurden 1,9 x 106 + 0,2 x 10° viable KC/g Lebergewebe isoliert. Die Viabilitat der circa 5 um grof3en Zellen
mit geringen Zytoplasma/Zellkern-Verhaltnis lag bei 92,8 + 3,5%. In Suspension fielen die KC vor allem
durch ihre granulierte und gezahnte Zelloberflache auf. Adhériert zeigten sich kleine, runde Zellen mit
einem prominenten Zellkern. Um die Reinheit zu bestimmen, erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung mit
dem KC spezifischen Oberflachenprotein CD68. Nach mikroskischer Beurteilung der durchgefiihrten
Farbung wurde eine Reinheit von 81,0 + 5,4% detektiert.

Die LEC konnten mit Hilfe des MACS®-Systems von den HSC getrennt werden. Es wurden 2,7 x 10°+ 0,1
x 10° viable LEC/g Lebergewebe mit einer Viabilitat von 95,6 + 2,8% isoliert. In Suspension konnten die
LEC anhand ihrer GroRe von circa 10 pm identifiziert werden. Auf mit Rattenschwanzkollagen
beschichteten Platten adhériert, zeigten die LEC eine fir Endothelzellen typische spindelfdrmige Zellform
gepaart mit einem ovalen Zellkern. Identifiziert wurden die LEC mit dem mesenchymalen Zellmarker
Vimentin. Nach Bestimmung der Vimentin positiven Zellen in Relation zur Gesamtzellzahl wurde eine
Reinheit an LEC von 81,0 + 1,7% ermittelt.

Die HSC, welche die CD31 negative Fraktion darstellen, konnten mit einer Ausbeute von 4,7 x 10° + 0,2 x
10° viable HSC/g Lebergewebe und einer Viabilitat von circa 89,6 + 3,8% isoliert werden. In der
Zellsuspension stellten sich unterschiedlich grof3e, stark granulierte Zellen dar. Nachdem die HSC
adhériert hatten, konnten die HSC-typischen Lipidtrépfchen beobachtet werden. Zur Identifikation wurde
Antikorper gegen Glial fibrillary acidic protein (GFAP) genutzt. In der mikroskopischen Beurteilung wurde
eine Reinheit von 93,0 + 1,7% ermittelt.

Durch weitere Untersuchungen der einzelnen NPC-Fraktionen unter zu Hilfenahme von Gegenfarbungen
konnte gezeigt werden, dass in allen Fraktionen vereinzelt auch die anderen NPC nachweisbar waren. Es
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konnten jedoch keine parenchymalen Leberzellen mit CK18 als spezifischen Marker fiur PHH und CK19
als Marker fur Cholangiozyten in den verschiedenen NPC-Fraktionen nachgewiesen werden.

Funktionelle Charakterisierung und Kultivierung der einzelnen NPC

Zur funktionellen Charakterisierung der KC wurde ihre Makrophagen-typische Eigenschaft der
Phagozytose, unter zu Hilfenahme von fluoreszenzmarkierten Latex Beads, untersucht. Die Ergebnisse
zeigten eine Aufnahme und intrazellulare Anreicherung der Latex Beads. Nach Identifikation und
Charakterisierung der KC wurde das Kulturverhalten untersucht. Hierfir erfolgte eine KC-Kultivierung Gber
5 Tage. Es zeigte sich sowohl eine Abnahme der Zellviabilitat als auch von intrazellularem ROS. Zusatzlich
wurde der Einfluss von verschiedenen Sera (autologes Serum, FCS, ohne Serum) auf die KC-Aktivierung
und die Zellviabilitat untersucht. KC, die mit autologem Serum oder ohne Serum kultiviert wurden, zeigten
innerhalb der ersten 48 Stunden einen starken Abfall der Zell-Aktivitat. In der mikroskopischen Kontrolle
konnte ein vermehrtes Absterben der Zellen beobachtet werden. Der Zusatz von FCS hatte einen positiven
Effekt auf die KC-Viabilitat, welche nach Trypan-Blau Farbung mikroskopisch kontrolliert wurde. Erst nach
circa 5 Tagen wurde ein Zellsterben beobachtet. Die Zell-Aktivitat der KC zeigte sich in der Kultivierung
mit FCS haltigem Medium konstant, wahrend das ROS-Level im Verlauf ansteigt.

Alle LEC in der Leber zeigen die Fahigkeit zur LDL-Aufnahme. Nachdem die LEC zusammen mit
fluoreszierenden LDL-Partikel inkubiert wurden, zeigte sich nach kurzer Zeit eine Akkumulation der LDL-
Partikel um die Zellmembran. Nach einer Behandlungszeit von 24 Stunden wurde ein Teil der
substituierten Partikel intrazellular aufgenommen. Die Kultivierung der isolierten LEC erfolgte ebenfalls
Uber 5 Tage. Die Zellviabilitat, welche mittels XTT-Assay bestimmt wurde, zeigte einen deutlichen Anstieg
tber den Kultivierungszeitraum. In den parallel durchgefuhrten mikroskopischen Kontrollen konnte
zusatzlich die Proliferation der LEC Uber die Kultivierungsdauer beobachtet werden.

Das charakteristischste Merkmal der HSC ist die Speicherung von autofluoreszierendem Retinol, welches
Ubereinstimmend mit den Lipidtropfchen mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden konnte.
Auch die HSC wurden Uber 5 Tage, unter Kontrolle der Zellviabilitat, welche mit dem XTT- und SRB-Assay
bestimmt wurde, kultiviert. Sowohl die taglichen mikroskopischen Kontrollen, als auch die an jedem Tag
durchgefihrte Bestimmung der Gesamtproteingehaltes dienen dem Nachweis einer mdglichen
Differenzierung der HSC in Myofibroblasten. Es konnte sowohl ein Anstieg der Zell-Aktivitat, als auch der
gesamten Proteinmenge beobachtet werden. In den mikroskopischen Kontrollen zeigten sich stets
lebende Zellen, welche jedoch nach langerer Kultivierungszeit ihre Form verénderten.

Kupffer-Zell-Antwort nach Hepatozyten-Stress/-Schadigung

Es sollte ein Model etabliert werden, in dem die KC-Aktivierung und KC-Reaktion nach
Hepatozytenschadigung abgebildet wird. Um den Stress/ die Schadigung der PHH zu simulieren, wurden
die PHH eine Stunde lang mit den hepatotoxischen Substanzen APAP und DIC (100 uM) behandelt. Zur
Evaluierung des Hepatozytenstress bzw. der Hepatozytenschadigung wurden die Zell-Aktivitdt (XTT-
Assay) und das intrazellulare ROS-Level (DCF-Assay) genutzt. In dieser Ubersichtsarbeit wird auf nur
zwei der drei untersuchten Donoren eingegangen. Eine vollstandige Betrachtung der drei Donoren findet
sich im Journal Beitrag Kegel et al. (2015). Auf Grund der groRen Unterschiede zwischen den einzelnen
Patienten konnten die Daten nicht zusammengefasst werden, sondern wurden als Einzelfélle betrachtet.
Bei der Untersuchung von Effekten der hepatotoxischen Substanzen auf die PHH, fallen zuerst
unterschiedlich ROS-Level in den Kontrollen auf. Obwohl die zwei Donoren unterschiedliche basale
oxidative Stresslevel aufweisen, steigt bei beiden Donoren nach Stimulation mit APAP das ROS-Level
leicht (Donor A) bis moderat (Donor B) an. Nach der Stimulation mit DIC konnte keinen Unterschied zu
den Kontrollwerten beobachten werden. Zuséatzlich zu dem ROS-Spiegel wurde auch die Zell-Aktivitat
bestimmt. Bei Donor A kann ein substanzabhangiger Anstieg der Zell-Aktivitdt beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu zeigt sich bei Donor B ein konstantes Zell-Aktivitatslevel nach Substanzbehandlung.
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Nach der einstiindigen Inkubationszeit wurde der Uberstand von den PHH auf die KC (berfuihrt. Die KC
wurden anschlieRen fir 2 Stunden mit den PHH-Uberstanden behandelt. Zur Evaluation der KC-
Aktivierung wurde neben der ROS-Bildung (DCF-Assay) auch die Zell-Aktivitat (XTT-Assay) bestimmt.
Eine spezifische KC-Reaktion wurde anhand der Sekretion von pro- und anti-inflammatorische Zytokine
beurteilt.

Donor A ist ein 50 Jahre alter Mann, der auf Grund einer kolorektalen Lebermetastase Leberteil-reseziert
wurde. Nach Stimulation der KC mit den Uberstanden der mit APAP oder DIC behandelten PHH konnte
ein substanzabhangiger Anstieg der Zell-Aktivitat als auch der ROS-Produktion beobachtet werden. Im
Rahmen der KC-Aktivierung konnte nach Stimulation mit APAP behandelten PHH eine vermehrte
Ausschittung von TNF-a verzeichnet werden. Im Gegensatz dazu zeigt sich kein Effekt auf die IL-6-
Ausschuttung. Werden die KC andererseits mit den Uberstanden von mit DIC behandelten PHH stimuliert,
steigt sowohl der TNF-a- als auch der IL-6-Spiegel an. Bei der Ausschittung des anti-inflammatorischen
Zytokins IL-10 zeigte sich kein Effekt im Vergleich zur Kontrolle. Die Bildung von PGE-2 fallt in diesem
Donor (A) substanzabhangig ab. Der beobachtete Abfall ist starker nach Stimulation mit DIC behandelten
PHH im Vergleich zu mit APAP behandelten PHH (Tabelle 2, Seite 14).

Im Kontrast zu Donor A steht Donor B, ein 57 jahriger Diabetiker, der an einem Klatskin Tumor erkrankt
war. Klatskin Tumoren sind spezielle Typen des cholangiozellularen Karzinoms und weisen auf Grund der
auftretenden Galle-Abflussstérung gestresstes oder schon geschadigtes Lebergewebe auf. Praoperativ
hat der Patient zusatzlich eine Pfortaderembolisation erhalten. Die KC-Aktivitdt ermittelt durch die
Messung der ROS zeigt, verglichen mit der Kontrolle, einen klaren substanzabhangigen Abfall nach
Stimulation der KC mit den Uberstanden von mit APAP oder DIC behandelten PHH. Nach Stimulation mit
DIC behandelten PHH ist der Abfall wesentlich intensiver als mit APAP behandelten PHH. Der Effekt auf
die Zell-Aktivitat ist vollstandig entgegengesetzt. Es konnte ein substanzabhangiger starker Anstieg der
Zell-Aktivitat gemessen werden. Die KC-Reaktion nach Stimulation mit den Uberstanden von mit APAP
behandelten PHH zeigt weder in der TNF-a und IL-6 noch in der IL-10 Ausschiittung eine Veranderung im
Vergleich zur Kontrolle. Nur in der PGE; Sekretion konnte ein deutlicher Anstieg beobachtet werden. Nach
Stimulation mit DIC behandelten PHH steigt sowohl die TNF-a- als auch die IL-10-Ausschittung an.
Ahnlich wie bei Donor A fallt auch bei Donor B nach Stimulation der KC mit den Uberstanden von mit DIC
behandelten PHH das PGEz-level im Vergleich zur Kontrolle ab. Nur in der IL-6 Bildung zeigt sich keine
Veréanderung (Tabelle 2).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse eine donor- und medikamentenspezifische KC-Aktivierung und
KC-Reaktion.

Diskussion

Um ein funktionierendes und reproduzierbares humanes in vitro Lebermodell im Sinne von Ko-Kultur-
Systemen oder ,Tissue Engineering” zu etablieren, ist es unabdingbar, Uber parenchymale Leberzellen
und NPC in guter Qualitdt und ausreichender Quantitdt zu verfiigen. Anhand dieser neuen in vitro
Lebermodelle kdnnten pathophysiologische Reaktionen, zum Beispiel im Rahmen von DILI, méglichst
nah an der in vivo Situation nachempfunden werden.

Im Rahmen dieser Promotion wurde ein Zellisolationsprotokoll etabliert, welches es erméglicht, neben den
PHH auch alle NPC aus humanen Lebergewebeproben zu isolieren. Es wurden gleichzeitig die PHH und
die einzelnen NPC-Populationen mit einer hohen Reinheit und guten Ausbeute aufgetrennt. Im Anschluss
daran wurden die Zellen anhand von spezifischen Oberflachenproteinen und anhand typischer
Eigenschaften identifiziert und charakterisiert. Zusétzlich wurde das Verhalten der einzelnen NPC-Typen
in Monokulturen Uber einen Zeitraum von 5 Tagen untersucht. Im letzten Abschnitt dieser Promotion wurde
ein PHH-KC-Modell zur Untersuchung von immunologischen Reaktionen im Rahmen von DILI etabliert.
Bisherige Isolationsprotokolle beschreiben meist nur die Isolation einzelner NPC-Populationen von oftmals
anderen Spezies, zum Beispiel der Maus. Daten zur Isolation von humanen NPC sind kaum zu finden.
Das in der Arbeitsgruppe etablierte Protokoll basiert auf einer bereits verdffentlichten Anleitung zur PHH-
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Isolation'?. Um neben den PHH auch die NPC in guter Qualitat und Quantitat zu isolieren, wurde das
Protokoll modifiziert. Die Proteasen, welche in der Kollagenase enthalten sind, wurden beispielsweise
durch die Substitution von 10% FCS gehemmt. Das vermehrte Angebot an Proteinen vermindert die
Proteasewirkung an den zu isolierenden Zelle und den Abbau der Kollagenase. Durch die Substitution von
FCS ist nicht nur der Verdauungsvorgang milder, sondern es erméglicht auch langere Verdauzeiten.
Dieser optimierte Isolationsprozess ermoglicht es neben den PHH auch alle NPC in guter Qualitat und
Quantitat zu isolieren.

Mit Hilfe ihrer Eigenschaft in kurzer Zeit auf Plastik-Zellkulturplatten zu adharieren, wurden die KC von den
tbrigen NPC getrennt. Die Ausbeute an KC lag bei 1,9 x 10° viable KC/g Lebergewebe mit einer Reinheit
von 81%. Zur Bestimmung der Reinheit wurden das makrophagenspezifische Oberflachenprotein CD68,
welches auch auf KC exprimiert wird, und die KC-spezifische Eigenschaft der Phagozytose genutzt.
Alabraba et al. isolieren mit ihrem Protokoll 2,3 x 10° KC/ g Lebergewebe mit einer Reinheit von 98%%.
Bei diesen optimaleren Ergebnissen wurde jedoch auf die Isolation der weiteren NPC verzichtet, sodass
der Isolationsvorgang besser auf die KC zugeschnitten werden konnte. Nach erfolgreicher Isolation der
KC wurde das Verhalten der KC in Kultur untersucht. Die Ergebnisse zeigten tber die Kultivierungszeit
einen Abfall des ROS-Levels, welcher mit einem Abfall der Zellviabilitat einherging. Mit der Erkenntnis,
dass KC nach kurzer Zeit in Kultur sterben, ergibt sich nur ein kleines Zeitfenster, um mégliche Versuche
zu planen. Trotz dieser Schwierigkeit eignen sich die isolierten KC nach der Isolation fiir weitere
Experimente, zum Beispiel fur Ko-Kultur-Modelle.

Die LEC wurden mittels des MACS®-Zellsortierungssystems mit einer Ausbeute von 2,7 x 10° viable LEC/g
Lebergewebe, einer Viabilitat 96% und einer Reinheit von 81% isoliert. Der Vergleich mit anderen
humanen Daten ist nur schwer mdglich, da nur Protokolle zur Isolation von LEC aus kompletten Organen
existieren. Extrapoliert man die dort angegebenen Daten an, so ergeben sich Ausbeuten von 102 bis 108
LEC/g Lebergewebe mit einer Viabilitat von ca. 90% ©. Die von uns erzielten Ausbeuten liegen damit im
oberen Drittel dieser Studien. Die isolierten LEC wurden mit dem mesenchymalen Marker Vimentin und
der LEC typischen Aufnahme von acetyliertem LDL charakterisiert’. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht
nur gezeigt werden, dass es mdglich ist die isolierten LEC zu kultivieren, sondern auch dass sich die Zellen
in Kultur vermehren. Da sich die LEC in Kultur vermehren eigenen sie sich sehr gut fir weitere
Experimente. Problematisch anzusehen ist jedoch, dass nicht genau definiert werden kann aus welchem
Bereich der Leber die einzelnen LEC stammen, sodass aktuell von einer LEC-Mischkultur ausgegangen
werden muss. Da die Eigenschaften und Funktionen der LEC von ihrer intrahepatischen Lokalisation
abhangig sind, sollten die ebenso isolierten LEC unter Vorbehalt eingesetzt werden.

HSC wurden mit einer Ausbeute von 4,7 x 10° viable HSC/g Lebergewebe und einer Reinheit von circa
93% isoliert. Im Vergleich zu Friedman und Koautoren werden mit dem hier beschriebenen Verfahren
doppelt so viele HSC mit @hnlicher Reinheit isoliert®. Zur Identifizierung der isolierten HSC wurde sowohl
GFAP als auch das intrazellular gespeicherte Retinol genutzt. Die auf Kollagen ausplattierten Zellen
wurden Uber 5 Tage kultiviert. Wahrend der Kultivierung veradnderten die HSC ihre Morphologie, in
Verbindung mit einer vermehrten Proteinsynthese. Vermutlich wurden die HSC entweder durch den
Isolationsprozess selbst oder durch die spezifischen Kulturbedingungen aktiviert und veranderten ihren
Phanotyp hin zu Myofibroblasten. Der Anstieg des Gesamtproteingehaltes und der Zell-Aktivitat ist am
ehesten auf eine vermehrte Produktion von extrazellularer Matrix zurtickzufiihren. Damit konnten die
Beobachtungen anderer Autoren bestatigt werden®. Der Einsatz der isolierten HSC in in vitro
Lebermodellen sollte kritisch betrachtet werden, da diese schon am dritten Tag nach der Isolation zu
Myofibroblasten transdifferenziert sind. Nach der Differenzierung verlieren die Zellen HSC-typische
Eigenschaften.

Zusammengefasst ermoglicht dieses Protokoll die Isolation der einzelnen Leberzelltypen in guter Qualitat
und Quantitat. Anhand der durchgefiihrten Charakterisierung konnten die einzelnen Zell-Entitdten genau
identifiziert werden. Durch die Untersuchung des Kulturverhaltens der einzelnen NPC-Populationen
konnte gezeigt werden, dass KC sich trotz des kurzen Zeitfensters am besten fir in vitro Lebermodelle
eignen. Wahrend die isolierten HSC in Myofibroblasten differenzieren, stellen die isolierten LEC eine
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Mischkultur aller intrahepatischen LEC dar. Nur KC konnten als Reinkultur isoliert werden und zeigen keine
Veranderungen in ihrer Morphologie, sodass die Etablierung eines PHH-KC-Lebermodells  zur
Untersuchung von DILI in Betracht gezogen wurde.

Obwohl die Inzidenz und der pathophysiologische Mechanismus von DILI nicht genau bekannt sind, wird
vermutet, dass DILI fir die Morbiditat und Mortalitéat vieler Patienten verantwortlich ist. Fir die
pharmakologische Industrie kann dieser Zusammenhang massive 6konomische Einbuf3en bedeuten.
Obwohl sehr verschiedene Hypothesen zur Entstehung von DILI existieren, ist diesen allen gemein, dass
immunologische Reaktionen, wie zum Beispiel Sensitivierungsreaktionen, eine zentrale Rolle
beigemessen wird®. Auf Grund der idiosynkratischen Natur von DILI ist es in in vivo Studien nur schwer
mdglich, die Pathophysiologie abzubilden. Die idiosynkratische Natur umfasst eine Spannweite der DILI-
Reaktionen von Inflammation bis hin zur Immuntoleranz. Ein in vitro Lebermodel, das es ermdglicht, die
immunologische Zell-Zell-Kommunikation in einer frihen Phase der medikamentenbedingten
Hepatozytenschadigung abzubilden, konnten zum besseren Verstandnis pathophysiologischer
Mechanismen im Rahmen von DILI beitragen. Das finale Ziel dieser kumulativen Promotion ist es, ein
solches Lebermodel aus isolierten PHH und KC zu etablieren.

KC, welche als leberspezifische Makrophagen einen Teil der NPC bilden, detektieren Zellstress und
Gewebeschaden. Nachdem diese Signale verarbeitet wurden, haben KC nicht nur die Mdglichkeit mit den
hepatischen Zellen, wie den NPC, sondern auch mit dem gesamten Immunsystem zu kommunizieren. Die
Hepatozyten sind verantwortlich fir einen Grof3teil der Leberfunktionen, wie zum Beispiel dem
Fremdstoffmetabolismus. Die aus einem Donor isolierten immunologisch kompatiblen PHH und KC bilden
die Grundlagen fiur das in vitro Lebermodel. Zuerst wurden die isolierten PHH mit den hepatotoxischen
Substanzen APAP und DIC inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand genutzt, um die KC zu
stimulieren.

Die stimulierten PHH zeigen in dieser kurzen Zeit eine vermehrte ROS-Produktion nach Behandlung mit
APAP, jedoch nicht nach der DIC-Behandlung. Damit konnten die Beobachtungen anderen Studien zu
diesen beiden hepatotoxischen Substanzen bestatigt werden®!*. Innerhalb dieser einen Stunden
Inkubationszeit konnte kein Abfall der Zellviabilitat, welche mit Hilfe der Zell-Aktivitat bestimmt wurde,
beobachtet werden. Die stabile Zellviabilitdt in Relation mit dem leichten Anstieg des ROS-Levels, zeigt
an, dass die gewahlten Konzentrationen von 100 uM DIC oder 100 uM APAP in Kombination mit der
Inkubationszeit von einer Stunde im subtoxischen Bereich liegen. Im Rahmen dieses Versuchs wurde
somit vor allem Zellstress induziert. Irreversible toxische Veranderung, wie zum Beispiel Zellsterben,
konnten nach Behandlung mit den hepatotoxischen Substanzen auch nicht mikroskopisch nachgewiesen
werden. Bei genauerer Betrachtung fallt auf, dass die PHH-Reaktion auf hepatotoxische Medikamente
abhéangig ist von den einzelnen Donoren und deren Konstitution.

Zum Ausschluss einer direkten Medikamentenwirkung auf die KC wurden diese in einem Vorversuch direkt
mit DIC und APAP stimuliert. Bei einer Konzentration von 100 uM zeigte sich weder bei APAP noch bei
DIC eine Wirkung auf die KC. Mit diesen Untersuchungen konnten wir die Ergebnisse um Mueller et al. zu
den verschiedenen DIC-Konzentrationen bestatigen'®. Auf Grundlage der beschriebenen und
andiskutierten Ergebnisse kann die Annahme, dass Zellstress und keine Zellschadigung induziert wurde,
vertreten werden. Auf Grund der Vorversuche wurde angenommen, dass der Effekt von den eingesetzten
Substanzen auf die KC direkt nur eine sehr geringe bis gar keine Wirkung hat.
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Tabelle 2. Zusammenfassung der KC-Aktivierung und KC-Reaktion nach Stimulation der KC mit den
Uberstanden medikamentenbehandelter Hepatozyten

Donor | Substanzen | ROS- Zell- IL-6 TNF-a IL-10 PGE;
Bildung | Aktivitat
A APAP 0 1 - 1 - l
DIC 1 1 1 1 : W
B APAP ! 1 - B - 1
DIC H " - 7 7 H

1 leichter Anstieg, 11 deutlicher Anstieg, | leichter Abfall, || deutlicher Abfalle, - keine Veranderung, alle Angaben
beziehen sich auf die Kontrolle

Nachdem die KC mit den Uberstanden der substanzbehandelten PHH stimuliert wurden, konnte sowohl
eine donorabhéngige KC-Aktivierung als auch eine donorabhdngige KC-Reaktion beobachtet werden
(Tabelle 2). Nach genauer Analyse der Daten lasst sich trotz der geringen Datenlage schlussfolgern, dass
bei Donoren mit leichter schon existierender Leberschadigung eher eine pro-inflammatorische Reaktion,
am ehesten im Sinn einer M1-KC-Reaktion, nach KC-Stimulation mit substanzbehandelten PHH
hervorgerufen wird. Im Gegensatz dazu fuhrt die KC-Behandlung mit den Uberstanden
substanzbehandelter PHH bei Patienten mit stark geschadigtem Lebergewebe, wie nach ausgepréagter
Cholestase und lebereigenen Karzinomen (Donor B), zu einer anti-inflammatorischen M2-Reaktion.
Anhand der Ergebnisse kann die Vermutung aufgestellt werden, dass die Vulnerabilitat der verschiedenen
Zelltypen und die Differenzierung in die KC-spezifischen Phéanotypen mit dem Grad der
Lebergewebsschadigung, zum Beispiel bedingt durch medizinische MaRnahmen, Alter und Lebensweise
des Patienten, und bestehende Vorerkrankungen, korreliert. Diese Aussage kann mit Hilfe der
wissenschaftlichen Arbeit um A. Parkinson et al. bestétigt werden. A. Parkinson zeigte, dass die
Eigenschaften der Detoxifikation vom Alter und somit indirekt auch von dem Grad der Gewebeschadigung
abhangen?®®. Untersucht man anhand der Ergebnisse den substanzspezifischen Effekt fallt auf, dass die
DIC-Toxizitat eine wesentlich starkere KC-Aktvierung und Reaktion hervorruft als die APAP-Toxizitat. Die
substanzspezifischen Effekte bestatigen die Annahme, dass KC Leberzellstress detektieren kdnnen bevor
eine Zellschadigung einsetzt. In diesem etablierten Lebermodell hatten die Zellen keinen direkten Kontakt
miteinander. Durch Uberfiihren des Uberstandes erfolgte die Aktivierung der KC lediglich durch I6sliche
Mediatoren, wie Zytokine, geloste endogene Proteine oder gebildete Haptene. Auch in anderen Studien
konnte eine KC-Aktivierung durch verschiedenen Zytokine beobachtet werden®. KC konnen erste
immunologische  Signale  detektieren und somit auf die Vorboten einer drohenden
Lebergewebsschadigung, zum Beispiel durch Medikamente, reagieren. Nach der KC-Aktivierung kénne
die KC in verschiedene Phanotypen differenzieren und anschlieBend spezifische Immunreaktionen
triggern.

Zu den Limitationen dieser Promotion zahlt, dass es noch nicht mdglich ist auch die Cholangiozyten aus
dem Lebergewebe zu isolieren. Auf3erdem sollte in Zukunft eine Lésung gefunden werden, um die schnelle
Differenzierung der HSC in Myofibroblasten zu verhindern oder hinauszuzdgern. Um auch die LEC in in
vitro Lebermodellen nutzen zu kénnen, ist es notwendig die einzelnen LEC-Typen, abhangig von deren
Lokalisation in der Leber, und nicht nur die LEC-Mischkultur zu isolieren. Langere Kultivierungszeiten fur
KC wirden es ermdglichen, auch langere und komplexere Experimente zu planen. In dem KC-Modell ist
die grof3te Limitation die niedrige Fallzahl. Die Ergebnisse missen auf Grunde der patientenspezifischen
KC-Reaktion als Einzelfall betrachtet werden. Auf Grund der geringen Fallzahl und das die untersuchten
Patienten nicht gruppiert werden konnten, missen die Ergebnisse und ihre Validitat genau untersucht und
kritisch diskutiert werden. In weiteren Versuchen ware es sinnvoll eine Klassifikation der Donoren nach
Schadigungsgrad des Gewebes vorzunehmen.

Dieses neue Protokoll ermdglicht zum ersten Mal eine zeitgleiche Isolation von PHH und den
verschiedenen NPC aus demselben humanen Lebergewebe. Die anhand spezifischer Marker, typischer
Morphologie und funktionellen Eigenschaften charakterisierten Leberzellen wurden in hoher Qualitat und
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Quantitat isoliert. Eine Nutzung der NPC in rekonstruierbaren Lebermodellen, wie zum Beispiel im Rahmen
von ,Tissue Engineering® und Ko-Kulturmodellen, ist mdglich. Eine direkte Anwendung erfolgte in einem
KC-PHH-Modell zur immunologischen Untersuchen der schwer nachvollziehbaren idiosynkratischen DILI-
Reaktionen. Mit Hilfe dieses Modells konnte gezeigt werden, dass KC Hepatoxizitat detektieren kbnnen
und eine donor- und substanzspezifische Immunreaktion hervorrufen. Die Nutzung von KC als Sensor von
Hepatozytenstress und Hepatozytenschadigung ist unkonventionell. Bisherige in vitro Untersuchungen
zum Thema DILI fanden hauptsachlich in Hepatozyten-Monokultur-Modellen statt. In diesen Modellen
missen nicht nur hohere Konzentrationen als in vivo eingesetzt werden, sondern auf die Abbildung
immunologischen Reaktionen wird komplett verzichtet. Um das komplette Risiko von DILI zu erfassen
reicht auch das in dieser Arbeit etablierte Model nicht aus. Eine Uberfiihrung in ein KC-PHH-Ko-
Kulturmodel sollte im weiteren Verlauf angestrebt werden, um die verschiedenen
Interaktionsmaoglichkeiten der Zellkommunikation von PHH und KC im Rahmen der DILI noch besser
abbilden zu konnen. Mit dem etablierten KC-Modell wurden erste Schritte gemacht, um die
hepatotoxischen und immunologischen Effekte im Rahmen von DILI besser zu verstehen. Aul3erdem
wurde damit der Grundstein zur Etablierung weiterer physiologischer Ko-Kultur-Modell im Bereich der
Leber gelegt. Auch andere hepatische Erkrankungen, wie zum Beispiel nicht-alkoholische Fettleber,
kénnen mit einem solchen in vitro Lebermodel besser abgebildet werden. Diese Art von Modell kann nicht
nur ihm Rahmen hepatischer Untersuchungen Anwendung finden, sondern auch in andere Organe, wie
die Lunge, Ubertragen werden. Die Arbeit trdgt damit nicht nur zu einer Verbesserung der
Medikamentensicherheit bei, sondern ermdglicht die Etablierung in vivo naher in vitro Modelle.
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