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I Einleitung
1.1 Ischdmie und Reperfusion bei der Lebertransplantation

1.1.1 Bedeutung und Pathomechanismus des Ischamie-Reperfusionsschadens in
der Leber

Die Lebertransplantation ist seit der ersten erfolgreichen Transplantation im Jahr 1967
in Denver, Colorado durch Thomas Starzl die einzige kurative Therapiemaoglichkeit bei
akutem oder chronischem terminalem Leberversagen [1,2]. Die bisher zugelassenen Le-
berunterstitzungsverfahren, wie die Leberdialyse anhand des ,Molecular Adsorbent
Recirculation Systems” (MARS) und der ,,Singel Pass Albumin Dialysis“ (SPAD) oder der
Plasmapherese, bewirken in den zur Verfligung stehenden Studien keinen prognosti-
schen Vorteil und stellen somit keinen alternativen Therapieansatz dar. Eine Senkung
der Mortalitat konnte nicht nachgewiesen werden, weshalb das Verfahren nur bei Ak-
kumulation toxischer Substanzen wie Harnstoff und Ammoniak, zur Symptomlinderung
wie zum Beispiel Bilirubin-induziertem Juckreiz oder als ,Bridging-Verfahren® bis zur

Transplantation mit geringer Erfolgsrate eingesetzt wurde [3-5].

Trotz grolRer Fortschritte sowohl in den Bereichen der Transplantations- als auch der
Intensivmedizin gilt die primare Transplantatdysfunktion, die nach wie vor bei etwa 8%
der Patienten nach einer Lebertransplantation im postoperativen Verlauf vorkommt [1],
als gefiirchtete Komplikation. Das Auftreten ist mit erhdhter postoperativer Morbiditat
und Mortalitat assoziiert. Zu dem Begriff der primaren Transplantatdysfunktion werden
zwei Entitaten gezahlt: die frihe Transplantatdysfunktion, welche durch das verzégerte
Einsetzen der Leberfunktion charakterisiert ist, oder das primare Transplantatversagen,

mit der Notwendigkeit einer friihen Re-Transplantation [3,6,7].

Als Hauptursache filir eine primdre Transplantatdysfunktion gilt der sogenannte
Ischamie-Reperfusionsschaden [7,8]. Dieser beschreibt eine Schadigung von Organenim
Rahmen von Minderperfusionszustanden, wie sie unvermeidlich im Transplantations-
vorgang (kalte Lagerung im Rahmen des Transports zum Transplantationszentrum) und

einer Unterbindung der portalvendsen und arteriellen Blutzufuhr im Rahmen ausge-



dehnter Leberresektionen oder einer traumatischen LeberzerreiBung vorkommen kén-
nen. Pathophysiologisch zu unterscheiden sind hier Schaden, die durch die Unterbin-
dung der Blutzufuhr — der Ischamie — und solche, die durch die Reperfusion des Organs

entstehen [8,9].

Wahrend der Ischamie kommt es zu einem raschen Abfall des Sauerstoffangebots im
Gewebe, die resultierende Hypoxie hat eine Verschiebung des Zellstoffwechsels in ein
anaerobes Milieu zur Folge [10]. Die dadurch bedingte verminderte Bereitstellung von
Adenosintriphosphat (ATP) als Energielieferant fiihrt zu einem vermehrten Anfallen sau-
rer Valenzen mit Abfall des intrazellularen pH-Wertes. Durch ein gestortes Gleichge-
wicht der transmembrandsen lonenverteilung schwellen die betroffenen Zellen an,
rupturieren und bilden Gewebsnekrosen aus. Das Ausmal und die Dauer der Ischamie

bestimmen dabei wesentlich die GroRRe der entstehenden Nekrose [11,12].

Die Phase der Reperfusion fihrt primar zur Wiederherstellung der zelluldren Versorgung
mit Sauerstoff und Nahrstoffen und dem Abtransport schadlicher Stoffwechselpro-
dukte. Allerdings kommt es durch verschiedene Prozesse zu einer Verstarkung des be-
reits bestehenden Gewebeschadens im Verlauf von bis zu drei Tagen, weshalb dieser
Verlauf als Reperfusionsparadoxon bezeichnet wird [12,13]. Im Zentrum dieser Vor-
gange stehen die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), eine Mitochondrien-
dysfunktion und die unspezifische Aktivierung des Immunsystems [14]. Zu Beginn der
Reperfusionsphase steigt die ROS-Produktion durch ein relatives Sauerstoffliiberangebot
in Kupfferzellen (leberspezifischen Makrophagen), sinusoidalen Makrophagen, neutro-
philen Granulozyten und den Mitochondrien der Hepatozyten explosionsartig an. Die
ROS sind hochreaktive Sauerstoffradikale, die zu ubiquitdren Oxidationsvorgange fiih-
ren. Es kommt zu Stérungen in der Funktion von Lipiden, Proteinen, Nukleinsduren und
anderen Zellbestandteilen, was sich in DNA-Strangbriichen, veranderter Membranper-
meabilitat, Lipidperoxidation mit Entstehung hochtoxischer Lipidverbindungen und der
erhohten Aggregationsrate von Endothelzellen und Thrombozyten duRert. Ein zweiter
zentraler Vorgang der Zellschadigung wahrend der Reperfusionsphase, ist die Aggrava-
tion des bereits bestehenden ATP-Mangels. Eine mitochondriale Dysfunktion, ausgelost

durch Veranderungen der Mitochondrienmembranpermeabilitdt mit negativem Einfluss



auf die Atmungskette verstarkt den ATP-Mangel [14]. Als Folge tritt ein massiver Ener-
giemangel innerhalb der Zellen auf [12,15,16]. Der dritte entscheidende Mechanismus
ist die unspezifische Aktivierung des Immunsystems. Im Zentrum steht hier die media-
torengetriggerte Invasion unterschiedlicher Zellen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems in geschadigte Organareale. Ursprung dieser Mediatoren sind vor allem
Kupfferzellen (von Kupffersche Sternzellen), Endothelzellen und Sinusendothelzellen,
Makrophagen und Mastzellen. Durch den nekrotischen Zelluntergang und weiterer Bil-
dung von ROS, kommt es zur Freisetzung von Zytokinen wie IL-1, IL-6 oder auch TNF-a
und Chemokinen wie Histamin oder Serotonin. Dadurch werden zum einen neutrophile
Granulozyten und Lymphozyten rekrutiert, zum anderen vermehrt direkt zellschadi-
gende Enzyme wie Proteasen oder Kollagenasen freigesetzt [11,13,15]. Dieses komplexe
Zusammenspiel aus der Freisetzung zytotoxischer Stoffwechselprodukte, direkte im-
munzellvermittelte Hepatozytenschadigung und Veranderungen im zelleigenen Stoff-
wechsel flihren zu einer Verstarkung der Leberschadigung, die wahrend der Minderper-

fusion in der ischamischen Phase bereits entstanden sind [13,15].

1.1.2 Chancen und Risiken von Transplantatorganen mit erweiterten Spenderkrite
rien (,,expanded criteria donors“) Definition und Probleme der ,,Expanded
Criteria Donor“-Organe

Eine besonders bedeutend Rolle fir die weitere Funktion und damit eine erfolgreiche
Transplantation spielt der Ischamie-Reperfusionsschaden bei Organen von Spendern
mit bestimmten Risikofaktoren [17]. Anhand retrospektiver Studien wurden fir die Le-
bertransplantation folgende spezifische erweiterte Spenderkriterien (expanded criteria
donor — ECD) ermittelt: Ein Spenderalter (iber 65 Jahre, ein Intensivaufenthalt langer 7
Tage, ein Body-Mass-Index (BMI) gréRer 30 kg/m?, eine histologisch gesicherte Le-
berverfettung groRer 40%, ein Serum-Natrium > 165 mmol/l, eine Transaminasenerho-
hung groRer 3fach der Norm oder ein Serum-Bilirubinwert >3mg/dl [18]. Die Bundesarz-
tekammer ergénzt zudem in ihren ,Richtlinien zur Organtransplantation” von 2019 fol-
gende organunabhdngige erweiterte Spenderkriterien: maligne Tumore in der

Voranamnese, Drogenabhangigkeit, Virushepatitis (HCV), Sepsis mit positiver Blutkultur



oder Meningitis [18]. Aufgrund des persistierenden Organspendemangels einerseits,
und der stetigen Zunahme der Neulistungen fiir eine Lebertransplantation im Eurotrans-
plantraum andererseits entsteht eine immer gréBer werdende Liicke zwischen dem Or-
ganangebot und dem Bedarf. Ende 2019 warteten allein in 1.865 Patienten auf eine Le-
bertransplantation, 317 Patienten sind im selben Jahr an ihrer Lebererkrankung vor ei-
ner Transplantation auf der Warteliste verstorben [19]. Bedingt durch den enormen Be-
darf und den drohenden fatalen Verlauf auf der Warteliste, nahm die Bereitschaft von
Arzten und Patienten in den vergangenen Jahren zu, Organe mit erweiterten Spender-
kriterien trotz der beschriebenen Risiken fiir eine Lebertransplantation zu akzeptieren.
Dies fuhrte zu einer relativen Zunahme des Anteils von Organen mit erweiterten Spen-

derkriterien, insbesondere von Organspender mit einem Alter tGber 65 [17,20,21].

Durch vermehrte Transplantationen von Organen, die eins oder mehrere oben genann-
ter ECD — Kriterien erfiillen, kann dem Organmangel zwar entgegengewirkt werden, al-
lerdings zeigen ebendiese Lebern eine erhéhte Empfindlichkeit fir den Ischamie-Reper-
fusionsschaden [20,21]. Eine hohe Assoziation mit schlechteren 1-Jahres-Uberlebensra-
ten und erhéhtem Risiko fur primare Transplantatdysfunktion zeigen vor allem organ-
spezifische Parameter, wie hohes Spenderalter und Leberzellverfettung. Weitere von
der Bundesarztekammer nicht erwahnte Parameter, wie eine lange kalte Ischamiezeit
oder auch einer in Deutschland bisher nicht zuldassigen Spende nach Herzstillstand fih-
ren auch zu erh6hten Mortalitatsraten innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation
[17,21]. Diese Organe zeigen eine geringere Ischamietoleranz, eine erhohte Empfind-
lichkeit fiir ROS und durch Immunzellen freigesetzte Proteasen aufgrund schon bereits

bestehende Parenchymveranderungen [12,16].

Von besonderer Bedeutung ist neben dem Spenderalter auch die die Leberzellverfet-
tung, die auch als hepatische Steatose bezeichnet wird. Histopathologisch lassen sich
zwei Unterformen feststellen, die mikrovesikuldre und makrovesikulare Steatose. Die
Grenze zwischen diesen beiden Entitdten stellt die GroRe der intrazelluldren Fettdepots
von kleiner oder groBer ein Millimeter im Durchmesser dar [17,22]. Diese Differenzie-
rung ist in Bezug auf den Ischamie-Reperfusionsschaden von groBer Bedeutung, da nur

eine makrovesikuldre Steatose signifikante Unterschiede der Transplantatfunktion und



des Patienteniberlebens im Vergleich zu nicht verfetteten Transplantaten zeigt [23,24].
Der zugrundeliegende Pathomechanismus lasst sich einerseits durch den erhéhten ROS-
Spiegel erklaren. Die Triglyceriddepots dienen als Basis flr eine gesteigerte Lipidperoxi-
dation, bei der viele Sauerstoffradikale entstehen. Transplantate mit starker Verfettung
weisen zudem eine erhohte Kupfferzellaktivitat auf, die wiederum mit erhéhter ROS-
Produktion und der Ausschittung weiterer Entziindungsmediatoren wie TNFa oder IL-1
oder IL6 einhergeht. Als Folge werden vermehrt Endothelschdden mit Veranderungen
in der GefaRarchitektur und dadurch verminderten sinusoidalen Blutfluss, eine zusatzli-
che Verschlechterung der Membranintegritat und eine starkere Aktivierung des Immun-
systems beobachtet [12,23]. Das Uberangebot an freien Fettsduren fiihrt zudem zu einer
schon vor Induktion der Ischamie bestehenden mitochondrialen Dysfunktion durch oxi-
dative Schaden auf dem Boden erhohter B-Oxidationsaktivitdt in den Mitochondrien
und Cholesteroleinlagerungen in die mitochondriale Membran mit der Folge einer er-
hohten Permeabilitat [23,24]. Durch diese vorbestehenden Fehlregulationen und Zell-
schaden kommt es in steatotischen Organen zu einer Exazerbation des Ischamie-Reper-

fusionsschadens [17,23].

Neben der Unterscheidung einer mikro- und makrovesikuldaren Hepatosteatose ist das
Gesamtausmal der Verfettung ausschlaggebend. Eine makrovesikulare Steatose zeigt
erst mit mehr als 30% Parenchymverfettung signifikant hohere postoperative Transa-
minasenwerte und erhohte Raten an primarer Dysfunktion [23,25]. So konnte in einer
grofden retrospektiven Studie aus dem Jahr 2010 mit einem Patientenkollektiv von 21
777 transplantierten adulten Lebern verstorbener Spender eine makrovesikuldre
Steatose von Uber 30% des Leberparenchyms als unabhangiger Risikofaktor flr ein
Transplantatversagen innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation identifiziert
werden. Im Vergleich zu Patienten mit unter 30% Leberparenchymverfettung war das
Risiko ein Transplantatversagen zu entwickeln um 71% erhoht [25]. Ein Organ mit mak-
rovesikuldrer Steatose Uber 60% gilt allgemein als nicht transplantabel, neuere Studien
zeigen allerdings in Abwesenheit weiterer Risikofaktoren und sorgfiltiger Empfanger-
auswahl durchaus akzeptable Werte fir das Transplantat- und Patienteniliberleben

[17,21,25].



1.1.3 Vorgidnge der Leberzellregeneration

Die Leber besitzt als einziges Organ die Fahigkeit, selbst nach Verlust von mehr als zwei
Drittel des Leberparenchyms durch gezielte Regenerationsvorgdange ihre Ursprungs-
masse innerhalb von Tagen wiederherzustellen, wahrend sie gleichzeitig weiterhin ihre
diversen lebenswichtigen Synthese- und Entgiftungsfunktionen aufrechterhalten kann

[26].

Eine weitere Besonderheit der Leberregeneration ist im Vergleich zu vielen anderen Or-
gansystemen wie dem blutbildenden Knochenmark oder der Haut das Fehlen von
Stammzellen oder anderweitigen Progenitorzellen, die sich bei Bedarf in die unter-
schiedlichen organspezifischen Zellen umwandeln kénnen. Die Regeneration wird hier
nur durch Zellproliferation und Zellteilung der bestehenden nicht beschadigten leberei-
genen Zellen angetrieben, die von einem ruhenden Status (Go-Phase) durch mediator-
vermittelte Aktivierung wieder in den Zellzyklus (G1-Phase) eintreten [27]. Allerdings ist
eine Umwandlung zwischen den einzelnen in der Leber vorkommenden Zelltypen mog-
lich, so konnen bei Bedarf biliare Epithelzellen zu Hepatozyten und auch Hepatozyten zu

bilidaren Epithelzellen differenzieren [28].

Bereits Minuten nach der initialen Leberzellschadigung wird durch ein komplexes Zu-
sammenspiel an verschiedensten Mediatoren der Regenerationsvorgang initiiert, derim
Wesentlichen aus Zellaktivierung mit Zellproliferation und Hyperplasie, sowie metaboli-
schen Veranderungen im Fettstoffwechsel besteht [26,27]. Die ersten Zellen, die in den
Regenerationsprozess eintreten sind die Hepatozyten. Treibende Faktoren sind hier die
Wachstumshormone ,hepatocyte growth factor HGF aus den Ito-Sternzellen (leber-
eigne Myofibroblasten), ,endothelian growth factor” (EGF) aus dem Duodenum sowie
durch Kupfferzellen sezernierte Zytokine wie TNFa oder |I-6, die zu einer Expression und
Transkription von Gber 100 normalerweise ruhenden Genen fiihren [28-30]. Die be-
troffenen Hepatozyten treten aus der Go-Phase des Zellzyklus aus und beginnen mit der
DNA-Neusynthese und Aktivierung der Proteinbiosynthese (S-Phase). Als zusatzliche

Verstarker dieser Vorgange fungieren durch die Blutbahn eingeschwemmte Katechola-



mine, Insulin oder auch Ostrogene [26,28]. Im Verlauf kommt es durch parakrine Boten-
stoffe interzellularer Kommunikation zur Aktivierung und Proliferation von Zellen des
Gallengangsepithels, des Endothels, sowie Kupffer- und Ito-Sternzellen, wodurch die
Wiederherstellung der urspriinglichen Lebermasse in der Regel innerhalb von 10 Tagen

erfolgt [28,29].

Im Rahmen der Hepatozytenproliferation kommt es zu einer Veranderung des Zellme-
tabolismus. Bereits innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Regenerationsstimulus
in Form einer Leberzellschadigung beginnen die Hepatozyten vermehrt Triglyzeride und
Cholesterin in Form von intrazelluldren Fettdepots einzulagern [27,28,31]. Ausgelost
wird dies durch Expression von Genen wahrend der Hepatozytenproliferation, die phy-
siologisch der Differenzierung von Adipozyten und Fettsdauresynthese zugeordnet wer-
den kénnen [31]. Dabei sind diese intrazelluldren Fetteinlagerungen, welche sonst Aus-
druck einer pathologischen Leberveranderung sind, nur von kurzer Dauer. Nach Ab-
schluss der regenerativen Vorgange kommt es zum Verbrauch der lipidhaltigen Substan-
zen und Remodulierung der intrazellularen Hepatozytenstruktur [27,28]. Die intrazellu-
laren Fettdepots sind ein wichtiger Energiespeicher fir die Zellproliferation und dienen
zusatzlich als Lipidquelle fiir die Synthese von Zellmembranbestandteilen, Lipoproteinen
und Gallensauren, sind also fiir eine erfolgreich ablaufende Zellregeneration unerldss-

lich [27,32].

1.2 Stammzellbehandlung: Moglichkeiten und Probleme

Um das Transplantat- und damit auch das Patienteniiberleben sicherstellen zu kdnnen
und somit eine sichere Transplantation von ECD — Lebern zu ermdglichen, ist eine Re-
duktion des IR — Schadens sowie die Forderung der Leberzellregeneration erforderlich.
Ein vielversprechender Ansatz ist eine um die Transplantation stattfindende Konditio-

nierung mit mesenchymalen Stammzellen [33,34].

Zum ersten Mal wurden mesenchymale Stammzellen, in der Literatur ,,mesenchymal

III

stroma cell” oder ,mesenchymal stem cells” kurz ,MSC” genannt, durch Friedenstein



vor 40 Jahren isoliert und untersucht [35]. Ihm gelang es fibroblastendhnliche Zellen mit
der Differenzierungsfahigkeit zu Osteoblasten, Chondrozyten, Myeloblasten und Adi-
pozyten aus dem Knochenmark zu isolieren [36]. MSCs gelten heute als adulte Stamm-
zellen, also Zellen aus vollstandig differenziertem Gewebe mit multipotenter Plastizitat,
die sich zu allen Zelltypen des Mesenchyms, dazu gehoren Zellen des Bindegewebes, der
Knorpel- und Knochensubstanz, Muskelzellen, Zellen des blutbildenden Systems sowie
Zellen einiger Organe wie Leber, Milz oder sogar auch Darm, ausdifferenzieren kénnen
[37]. Die Hauptquelle im Korper bildet das Knochenmark, eine Isolation ist aber auch aus
dem Fettgewebe, dem peripheren Blut, und intestinaler Organe maoglich. Durch die ein-
fache und wenig invasive Gewinnung dieser Zellen durch eine Knochenmarkspunktion
oder auch durch Liposuktion, sowie einer einfachen Uberfiihrung in Zellkultursysteme

sind MSCs fur die klinische und experimentelle Forschung gut geeignet [38].

Eine Hauptaufgabe dieser Stammzellen ist die Unterstltzung der Zellproliferation und
die Reparatur von beschadigtem Gewebe. Seit Entdeckung dieser Stammzellpopulation
sind MSCs deshalb ein zentrales Forschungsthema der ,Regenerativen Medizin“ [39]. In
den letzten Jahren konnten in Tierversuchsmodellen und ersten klinischen Studien be-
reits positive therapeutische Effekte durch Stammzellbehandlung nachgewiesen wer-
den. Verbesserte Gewebsreparaturfunktionen, Abschwachung der Entziindungsreak-
tion, sowie niedrigere Fibrose- und auch Zelltodraten konnten vor allem nach Myokard-
infarkten [40,41] oder in der Behandlung einer akuten Nierenschadigung [42,43] nach-
gewiesen werden. Deshalb riickt der Einsatz von Stammzellen in der Leberchirurgie ins-
besondere der Transplantationschirurgie immer mehr in das Interesse der Forschungs-

gemeinde.

Doch die Therapie mit kultivierten Stammzellen gilt aber auch nach intensiver Forschung
der letzten Jahre nicht als vollig unbedenklich. Durch oft extensive Expansion in den Zell-
kulturen kann es zu Chromosomeninstabilititen kommen [44], die Zellen entwickeln ein
karzinogenes Eigenpotential und kdnnen zu Tumorentwicklung an Mausen nach syste-
mischer Injektion der Zellen flihren [45]. Zudem werden unphysiologisch hohe Gewebs-
konzentrationen der MSC erreicht, es kann zu einer lokalen Aggregatbildung mit eige-

nem umgebenden Mikromilieu und Ausbildung organfremder Gewebeformationen



kommen. So wurde nach Stammzellbehandlungen in der Niere die Ausbildung von in-
traglomerularen Adipozyteninseln [46] oder am Herzen die Bildung von Knochenmatrix

beobachtet [47].

Neuere Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass durch mesenchymale Stammzellen
vermittelte Effekte auf die Geweberegeneration hauptsachlich parakriner Natur zu sein
scheinen [36,39]. Nach intravenoser Injektion verbleibt der Hauptteil der Zellen in den
mikrokapillaren Netzwerken der Lunge [48], weniger als 1 % erreicht das Zielgewebe
[49]. Im Zentrum dieses Mechanismus stehen extrazelluldare Vesikel als Signaltrans-
duktoren. Der Inhalt dieser Vesikel unterscheidet sich je nach Zellfunktion, setzt sich
aber aus Proteinen, Lipidverbindungen und RNA-Anteilen zusammen [50,51]. Durch ex-
terne Stimuli wie Hypoxie, Entziindungsreaktionen oder oxidativem Stress kommt es zur
Fusion der intrazellularen multivesikularen Kérperchen aus dem Endosom mit der Plas-
mamembran und so zur Freisetzung dieser Exosomen in Form von Extrazelluldrvesikeln

in den Extrazelluldrraum [39].

In bereits durchgefiihrten Mausmodellen zur Leberzellregeneration nach Ischamie-Re-
perfusionsschaden mit therapeutischer Injektion von mesenchymaler Stammzellen und
deren Vesikeln konnte eine Abminderung des Ischamie-Reperfusionsschadens durch
Steigerung der Aktivitat antioxidativer Enzyme und vermindertem oxidativem Stress
wahrend der Reperfusion beobachtet werden. Durch Freisetzung von Wachstumsfakto-
ren wie EGF, HGF und Sekretion von TNFa und IL-6 kommt es zudem zu einer gesteiger-

ten Hepatozytenproliferation und abgeschwachter Entzindungsreaktion [49,52,53].

1.3 Charakterisierung von Fibroblasten und deren Eigenschaften in der Gewebeum-
strukturierung und - reparatur

Fibroblasten sind dhnlich den MSCs Zellen mesenchymalen Ursprungs und werden als
Stromazellen mit spindelférmiger Morphologie und fehlenden epithelialen, vaskuldren
und leukozytaren Oberflachenmarkern beschrieben. Als ihre Hauptaufgabe gilt die Syn-
these und Umstrukturierung der extrazellularen Matrix (ECM) in vielen unterschiedli-

chen Gewebearten, wie zum Beispiel in der Haut aber auch im Herzen, in der Lunge, der



Niere oder der Leber [54,55]. Zusatzlich zu ihrer gut erforschten Rolle in der primaren
Wundheilung durch Narbenbildung aus ECM [56], riicken parakrine Effekte der Fib-
roblasten immer mehr in den Fokus klinisch-experimenteller Studien. Fibroblasten pro-
duzieren neben Wachstumsfaktoren wie EGF oder VEGF auch Zytokine und Chemokine
wie TNFa oder Interleukine. Die dadurch ausgel6sten Signalkaskaden flihren zu Zelldif-
ferenzierung und Morphogenese zum Beispiel von Endothel- oder Epithelzellen und
scheinen auch eine essentielle Rolle in den Vorgdangen der Gewebeentwicklung und -
reparatur zu spielen [54,56]. Sie dhneln dadurch den MSCs nicht nur im mesenchymalen
Ursprung und der Morphologie, sondern scheinen auch ein regeneratives Potenzial zu
haben. Allerdings beschreiben mehrere Studien eine geringere Differenzierungspotenz

im Vergleich zu den Stammzellen [55,57].

1.4 Herleitung der Fragestellung

Die bisher veréffentlichten Forschungsergebnisse zur Behandlung des Ischamie-Reper-
fusionsschadens durch therapeutische oder praemptive Injektion mesenchymaler
Stammzellen in Nagetieren behandelten fast ausschlieRlich die Auswirkungen auf di-
verse Parameter der Leberzellschdadigung und Regeneration innerhalb der ersten 24

Stunden [48,49,58-62].

Ziel dieser Arbeit war es, Auswirkungen einer praemptiven Behandlung mit humanen
mesenchymalen Stammzellen (hMSC) und den ihnen morphologisch eng verwandten
Fibroblasten (,Normal human Dermal Fibroblasts“ NHDF) bis zu 72 Stunden nach Beginn
der hepatischen Reperfusion zu untersuchen. Dabei wurden die Effekte nach intraveno-
ser Injektion von Zellsuspensionen mit denen der Extrazellularvesikel verglichen. Im
Zentrum stand dabei die histologische Auswertung der hepatozytdren Schadigung und

eine Analyse der Leberzellregeneration.
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Il. Material und Methoden
2.1 Tiermodell
2.1.1 Versuchstiere und Versuchsaufbau

Alle Tierversuche wurden von der zustandigen Behorde, der Regierung von Unterfran-
ken, genehmigt (Projektnummer: DMS-2532-2-111) und in Einklang mit dem deutschen
Tierschutzgesetz sowie dem europaischen Tierschutzrecht durchgefiihrt. Als Versuchs-
tiere wurden weibliche, zum Lieferzeitpunkt 10 Wochen alte BL/6 Mause aus dem Zucht-
labor Janvier in Frankreich bezogen. Sie unterlagen einem circadianen Rhythmus und
hatten freien Zugriff auf Wasser und Nahrung. Nach friihestens 7 Tagen und bei einem

durchschnittlichen Gewicht von 20 g wurden die Mause in den Versuch genommen.

| i.v. Injektion PBS, Zellen oder Extrazellularvesikel | | Organexplantation und Blutentnahme |
I 45 min I 24h 48h 72h
| Dauer der Ischédmie | Dauer der Reperfusion

Abbildung 1: Graphische Darstellung des Versuchsaufbaus.

Die Versuchstiere wurden in 5 Gruppen mit je 5 Versuchstieren eingeteilt, je nach inji-
ziertem Material: mit Phosphat angereicherte 0,9 %-ige Kochsalzl6sung (Phosphate Buf-
fered Saline= PBS), humane dermale Fibroblasten (normal human dermal fibroblasts =
NHDF), NHDF-EZV, humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) sowie hMSC-EZV. Die
PBS- sowie Fibroblasten-Gruppen dienten als Kontrollgruppe fiir die mit Stammzellen
behandelten Tiere. Die intravenodsen Injektionen erfolgte flinf Minuten vor Ischamiebe-
ginn, es wurden 1x10% NHDF und hMSC sowie 70 ug NHDV-MV beziehungsweise hMSC-
MV oder 200 ul PBS verabreicht. Die Explantation und Serumentnahme erfolgte nach

24, 48 und 72 h (Abbildung 1).
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2.1.2 Generierung eines Ischimie-Reperfusionsschadens in der Mausleber

Der operative Eingriff wurde in tiefer Narkose mit Xylazin (8 mg/kg Kérpergewicht) und
Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg Korpergewicht) sowie begleitender Analgesie durch
Carprofen (5 mg/kg Korpergewicht) i.p. durchgefuhrt. Um normotherme Verhaltnisse zu
schaffen befanden sich die Tiere wahrend der gesamten Operationszeit auf einer War-
mematte, die Korperkerntemperatur wurde zudem alle drei Minuten Uber eine rektale
Sonde dokumentiert. Nach Medianlaparotomie und Praparation der Strukturen des Le-
berhilus wurde die arterielle und portalvendse Blutzufuhr des medianen und linken Le-
berlappens (entsprechend einer 70 % Ischdamie des gesamten Lebergewebes) mittels mit
einer GefaBklemme (Yasargil, Mikroklemme) fiir 45 Minuten unterbunden. Die Blutzu-
fuhr des rechten Leberlappens wurde nicht beeintrachtigt und ein portalvendser Riick-
stau so verhindert. Wahrend der 45-minttigen Ischamie wurde die Bauchdecke mit
Klemmen verschlossen, um Temperaturschwankungen oder Feuchtigkeitsverluste zu
minimieren. Nach 45 Minuten wurde das Abdomen durch Entfernen der Klemmen er-
neut eroffnet, die Blutzufuhr durch Entfernen der GefaRklemme wiederhergestellt und
die Bauchdecke zweischichtig mit je einer fortlaufenden Naht verschlossen (Abbildung
2). Die postoperative Analgesie erfolgte mit Carprofen (5 mg/kg Korpergewicht, s.c.) alle

12 Stunden an jedem weiteren Analysetag.
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Abbildung 2: Darstellung der verschieden Operationsschritte: A: Fixierte anasthesierte Maus auf der
Warmematte mit rektal eingefiihrter Temperatursonde. B: Zustand nach Langslaparotomie, atraumati-
scher GefiRklip auf den Asten der V. porta und A. hepatica mit resultierender Ischdmie der beiden krani-
alen Leberlappen (blass entfarbt). C: Reperfusionssituation direkt nach Entfernung der GefaBklammer
(betroffene Leberlappen livide verfarbt). D: Zustand nach Organentnahme, Nekrose der kranialen Leber-
lappen.

2.1.3 Organentnahme

Die Probeentnahme fiir weitere Analysen erfolgte 24, 48 bzw. 72 h nach Reperfusion, in
erneuter i.p. Narkose. Zur Bestimmung der Lebertransaminasen wurde Vollblut aus der
Vena cava inferior entnommen, zentrifugiert und die Serumtiiberstinde zur Analyse in
das hausinterne Zentrallabor versandt. Die Tétung der Tiere erfolgte erfolgte nach der
Entnahme der Leber und Durchtrennung des Myocards. Die entnommene Leber wurde
standardisiert aufgearbeitet. Dazu wurde stets der mittlere Abschnitt aus den entspre-
chenden Lappen geschnitten in Formaldehyd fixiert und anschliefend in Paraffin einge-

bettet.
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2.2  Zellkultur
2.2.1 Stammazellen (hMSC) und Fibroblasten (NHDF)

Die hMSC (humane mesenchymal stem cells) und NHDF (normal human dermal fib-
roblasts) wurden von PromoCell (Heidelberg, Deutschland) bezogen. Die Kultivierung
der hMSC erfolgte mit Stammzellmedium von PromoCell (C-28009 plus 1%Penicil-
lin/Streptomycin). Die Fibroblasten wurden in einem ebenfalls von PromoCell kommer-
ziell erworbenen ,Fibroblast-Growth-Medium-2“ (C-23020 plus 1% Penicillin/Strepto-

mycin) kultiviert.

2.2.2 Isolation der Extrazellularvesikel

Die Vesikel wurden aus dem Zellkulturiiberstand der hMSC- und NHDF-Kultur gewon-
nen. Daflir wurden die Zellen nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers einem 48-
stiindigen Serumentzug ausgesetzt. Der Uberstand aus diesen Zellkulturen wurde dann
bei 1600 g fiir 20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Nach Filtrierung durch einen 45 um-
Filter (Hartenstein, Wirzburg, Deutschland) erfolgte eine erneute Ultrazentrifugation
bei 100.000 g und 4 °C (Sorvall Discovery 90SE) fiir eine Stunde. Nach einer Waschung
mit PBS wurden die EZV mittels dynamischer Lichtstreuung (NanoSight, Malvern Pana-
lytical GmbH, Kassel, Deutschland) gezahlt und vermessen. Die Vesikel wurden anschlie-

Rend bei -80 °C gelagert oder direkt verwendet.

2.3  Gewinnung von Serumproben: Blutentnahme und Transaminasenbestimmung

Das aus der Vena cava inferior entnommene Vollblut des Versuchstiers wurde sofort bei
4 °C zentrifugiert und anschlielend in das hausinterne Zentrallabor der Universitat

Wirzburg eingeschickt.

Die Enzymaktivitat im Serum der ALT und AST wurden nach klinikinternem Standard und
Anweisungen des Herstellers an dem Gerat Cobas Integra 800 der Firma Roche (Basel,

Schweiz) gemessen und in internationalen Einheiten pro Liter dargestellt (U/I).
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2.4  Analyse der histologischen Proben

Von jedem Versuchstier erfolgte je eine HE - und eine immunhistochemische Farbung
mit Ki67. Zur besseren Beurteilbarkeit eines jeden Farbevorganges wurde bei jedem

Durchlauf ein Kontrollschnitt eines unbehandelten Tieres mitgefarbt und ausgewertet.

2.4.1 Herstellung der Gewebeschnitte

An einem Schlittenmikrotom der Firma Leica (Jung Histoslide 2000, Wetzlar, Deutsch-
land) wurden von dem linken Leberlappen jedes Versuchstieres mehrere 1 um dicke
Schnitte durch den gesamten Langsverlauf des Praparates erstellt. Je zwei zuvor im Was-
serbad geglattete Schnitte wurden auf einen Objekttrager aufgezogen. Im Anschluss

trockneten die Praparate in einer Trockenkammer bei 45 °C fiir mindestens 48 h.

2.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Nach Deparaffinieren der Prdparate in Xylol-Lésung (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) erfolgte eine Dehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe mit 100%,
96% und zuletzt 80% Alkoholldsung. Nach Spilen mit destilliertem Wasser wurde fiir 15
Minuten eine Kernfarbung in Hamalaun (wassrig) nach Meyer durchgefihrt unter flie-
Rendem Leitungswasser sowie am Ende mit destilliertem Wasser gespiilt. Im Anschluss
erfolgte die Gegenfarbung in 1 %-igem Eosin (wassrig) fir fiinf Minuten und erneutes
Spllen in Leitungs- und destilliertem Wasser. Vor dem Einbetten der Schnitte mit Entel-
lan (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurden die Praparate in einer aufsteigenden Alko-
holreihe mit 95 %, 100 % Alkohol sowie in Xylol erneut dehydriert. Am Ende wurden die

Praparate fiir 12 h unter dem Abzug getrocknet.
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2.4.3 Immunhistologische Farbung

Die Deparaffinierung und Dehydrierung erfolgten analog zur HE-Farbung. Im Anschluss
wurden die Praparate mit Tris-NaCl-Puffer (pH 7,4) auf einer Rollmischer Wipp-Plattform
gewaschen. Das Blocken der endogenen Peroxidase wurde mit einer 3 % H,0,/PBS-L6-
sung fir zehn Minuten durchgefiihrt. Fir die Demaskierung der Antigene wurden die
Schnitte fir 40 Minuten in einem 90 °C heiRem Wasserbad in Citratpuffer (pH 6,0) inku-
biert und unter Raumtemperatur abgekihlt. Im Anschluss wurden 200 pl Antibody-Di-
luent (Dako, Carpinteria, USA) mit einem monoklonalem Hasenantikérper gegen Ki67
(Abcam, Cambridge, UK) in einer Verdiinnung von 1:500 auf jeden Objekttrager aufge-
tragen. Die Einwirkzeit in einer feuchten Kammer bei 4 °C betrug mindestens 12 h. Als
2. Antikorper wurde 200 ul goat-anti-rabbit/HRP-AK (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) gemischt mit Tris-NaCl-Puffer (pH 7,6) in einer
Verdiinnung von 1:100 auf die Objekttrager aufgetragen. Die Einwirkzeit in einer trocke-
nen Kammer bei Raumtemperatur betrug 60 Minuten. Im Anschluss konnten die Prapa-
rate mit flissigem DAB (Diaminobenzidine, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)
mit einer Einwirkzeit zwischen 3-4 Minuten unter Mikroskopkontrolle entwickelt wer-
den. Am Ende erfolgte eine Kernfarbung mit Hamalaun fiir 15 Sekunden. Die abschlie-
Rende Dehydrierung erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol genau wie

die Einbettung mit Entellan analog zur HE-Farbung.

2.5 Digital histologische Auswertung
2.5.1 Quantitative Auswertung des Nekroseareals

Zur Berechnung des prozentualen Nekroseanteils im Verhaltnis zur Gesamtflache eines
jeden Gewebeschnittes wurde ein digitales Mikroskop (KEYENCE Fluoreszenzmirkoskop
BZ-9000, Neu-Isenburg, Deutschland) und einem entsprechenden Bildanalyseprogramm
(BZ-Analyzer, BZ-H1AE, Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland) eine Gesamtaufnahme ei-

nes jeden Schnittes in 20-facher VergroRerung erstellt. Zur Auswertung wurden dabei
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immer Schnitte des links lateralen Leberlappens verwendet. Dabei wurden die Aufnah-
meflache und die Schichtanzahl (2 Schichten mit kleinstmoglicher Schichtdicke) am
elektronischen Mikroskop manuell festgelegt. Mit Hilfe der automatischen Merge-Funk-
tion des B-Zell-Analyzers konnten die Einzelaufnahmen zu einem Gesamtbild zusam-

mengefligt werden.

Das Nekroseareal wurde unter Verwendung der Hybrid-Cell-Count-Funktion des BZ-
Analyzers im Single-Extraction-Modus unter Aussparung groRer Gefalle bestimmt und
mittels Farbkodierung durch das Programm selbst und manueller Korrektur festgelegt
(Abbildung 3). Die spater angegebenen Prozentwerte in Bezug auf die Nekroseflache
einzelner Praparate geben immer das Verhaltnis von nekrotischen Arealen zur Gesamt-

schnittflache wieder.

Abbildung 3: Reprisentative Darstellung der quantitativen Auswertung des Nekroseareals. (A) nach
Bestimmung der Gesamtzellflache (B) und des Nekroseareals (C) mit automatischer Berechnung durch
den B-Zell-Analyzer (D).
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2.5.2 Quantitative Auswertung der Microdroplets

Die Auswertung der Microdroplets erfolgte als prozentualer Anteil der mit fett gefiillten
Vakuolen an der Gesamtschnittflache mit Aussparung von GefdaRen oder Artefakten in
40-facher VergrofBerung. Im Rahmen des Farbeprozesses kommt es durch Inkubation in
Alkohollosungen unterschiedlicher Konzentrationen zum Herauslésen von Fettbestand-
teilen aus dem Gewebe. Die Microdroplets stellen sich dadurch als leere Tropfen in der
Mikroskopie dar und sind gut gegeniliber dem restlichen Gewebe abgrenzbar. Pro Leber-
lappen wurden 10 Aufnahmen mit dem KEYENCE-Mikroskop gemacht. Mit Hilfe einer
wie bei der Auswertung des Nekroseareals erstellten Ubersichtsaufnahme in 10-facher
VergroRerung erfolgten die 10 Aufnahmen in 40-facher VergréRerung nach einem fest-

gelegten Schema (Abbildung 4).

Abbildung 4: Reprisentative Darstellung der Mikroskopaufnahmen der Microdroplet-Auswertung.
Ubersichtsaufnahme in 10-facher VergréRerung mit Aufnahmeschema der 10 ausgewerteten Aufnah-
men in 40-facher VergroRerung.

Die quantitative Auswertung erfolgte dhnlich wie die Bestimmung des Nekroseareals mit

dem Single-Extraction-Modus des B-Zell-Analyzers. Auch hier wurde mittels farbkodier-
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ter Markierung der Microdroplets und manueller Korrektur mit Aussparung von Gefa-
Ren, Sinusoiden und Artefakten die Flache der Microdroplets als prozentualer Anteil zur

Gesamtzellflache einer jedem Mikroskopaufnahme bestimmt (Abbildung 5).

Abbildung 5: Reprisentative Darstellung der quantitativen Auswertung des Microdropletanteils. (A)
nach Bestimmung der Gesamtzellflaiche unter Aussparung von GefaRen und Artefakten (B) und der Fla-
che der Microdroplets (C) mit automatischer Berechnung durch den B-Zell-Analyzer (D).

2.5.3 Quantitative Auswertung der Imnmunhistochemie

Die Auswertung der Ki67-Farbung erfolgte als quantitative Angabe der Anzahl Ki67-po-
sitiver Hepatozyten pro Mikroskopaufnahme. Ahnlich der Microdroplets-Auswertung
wurden 10 Aufnahmen in 40-facher VergroRerung mit dem KEYENCE-Aufnahmemikro-
skop nach Erstellung einer Ubersichtsaufnahme in 10-facher VergréRerung und festem

Aufnahmeschema aufgenommen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Reprisentative Darstellung Mikroskopaufnahmen der Ki67-Auswertung. Ubersichtsauf-
nahme in 10-facher VergroRerung mit Aufnahmeschema der 10 ausgewerteten Aufnahmen in 40-facher
VergroRerung.

AnschlieBend wurden die Ki67-positiven Hepatozyten durch das automatische Auswer-
tungsprogramm des BZ-Analyzers gezahlt und fiir jeden Schnitt manuell nachkorrigiert.
Die Angabe erfolgte in Ki67-positive Hepatozyten pro HPF-Aufnahme in 40-facher Ver-
groRerung (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Reprisentative Darstellung der quantitativen Auswertung der Ki67-Farbung anhand einer
Mikroskopaufnahme in 40-facher VergréoRerung. Bearbeitung mittels der Cell-count-Funktion des B-Zell-
II-Analyzers: Ki67-positive Hepatozyten (braunlich verfarbter Zellkern) griin markiert, Anzahl (,,Count”)
links oben im Bild.

2.6 Statistische Auswertung

Die tabellarische Datenerfassung erfolgte mit Hilfe des Programms Microsoft Excel
(Office 365, Microsoft Corporation, Seattle, USA), die statistische Auswertung sowie die
Erstellung der zugehorigen Graphen erfolgte durch die Software GraphPad PRISM® (Ver-
sion 8.0, GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Alle Daten sind als Mittelwert + Stan-
dardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Unterschiede zwischen den einzelnen Ver-
suchsgruppen wurden mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests berechnet. Ein p-Wert von

< 0,05 wurde als statistisch signifikant erachtet.
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lll. Ergebnisse

3.1 Einfluss von hMSC und NHDF und deren extrazellularer Vesikel auf den
Ischamie-Reperfusionsschaden

Die zellmodulierenden Effekte von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC)
und dermalen Fibroblasten (,,normal human dermal fibroblasts“ NHDF) sowie deren
Extrazelluldrvesikel (hnMSC-EZV, NHDF-EZV) auf den hepatischen Ischamie-Reperfusi-
ons-Schaden (,ischemia reperfusion injury” IRI) wurden in einem Mausmodell unter-
sucht. Dazu wurden die Zellen oder deren EZV mit PBS als Tragerlésung vor Beginn der
45-minitigen Ischamie in die Vena cava inferior injiziert. Der hepatozellulare Schaden
wurde durch die Messung der Transaminasen AST und ALT sowie einer histopathologi-

schen Auswertung der Nekrose 24, 48 und 72 h nach Reperfusion beurteilt.

3.1.1 Vergleich der Lebertransaminasen (AST und ALT)

In einem ersten Schritt wurde die Auswirkung des IRl auf das Leberzellparenchym
durch die Bestimmung der beiden Transaminasen AST und ALT im Serum bestimmt.
AST, ein essenzielles Enzym in der Verwertung von Kohlenhydraten im Koérper, kommt
mitochondriengebunden in der Leber, der Skelettmuskulatur und im Herzen vor. Ein
Anstieg weist also unspezifisch auf eine Leberzellschadigung hin. ALT dient als wichti-
ger Katalysator der Gluconeogenese und des Harnstoffzyklus und ist im Vergleich zu
AST leberspezifisch [63]. Durch kombinierte Betrachtung dieser beiden Parameter lasst
sich eine hepatozelluldare Schadigung verlasslich anhand laborchemischer Messungen

im Serum quantifizieren.
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Abbildung 8: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Transaminasen der mit PBS, NHDF, NHDF-EZV,
hMSC, hMSC-EZV behandelten Tiere. A: AST bei NHDF/hMSC-Injektion: B: ALT nach NHDF/hMSC-EZV-
Injektion; C: ALT nach NHDF/hMSC-Injektion; D: AST nach NHDF/hMSC-EZV-Injektion. X-Achse: Reperfu-
sionsdauer in Stunden; Y-Achse: AST/ALT-Spiegel in U/l (Mittelwert + SEM); * = p < 0,05.

Nach Induktion eines IRl kam es primar in allen Behandlungsgruppen zu einem Anstieg
von AST und ALT. Maximale Transaminasenspiegel zeigten sich nach einer Reperfusions-
zeit von 24 h, danach kam es zu einem raschen Abfall nach 48 h und einem weiteren
Rickgang nach 72 h. Die durchschnittliche Transaminasenaktivitat im Serum war fir
Tiere, die mit hMSC behandelt wurden, tber alle Untersuchungszeitpunkte niedriger als
fur Tiere die NHDF oder PBS erhalten hatten. Tiere, die vor Induktion des IRl mit hMSC-
EZV behandelt wurden, zeigten ebenfalls deutlich niedrigere AST und ALT-Werte als die
Kontrollgruppen NHDF-EZV und PBS an allen Untersuchungszeitpunkten. Dabei zeigten
sich die AST-Werte der Tiere die hMSC oder hMSC-EZV erhalten hatten 24h nach Reper-
fusion signifikant niedriger im Vergleich zu den Tieren die NHDF, NHDF-EZV oder nur
Tragerlosung erhalten hatten (hMSC vs. NHDF: p =0,016; hMSCvs. PBS: p =0,016; hMSC-
EZV vs. NHDF-EZV: p = 0,032; hMSC-EZV vs. PBS: p = 0,151) (Abbildung 8, A-D).

23



IEI 15000+ * 15000+

1 1
%
] * 1
_ 10000+ - r 1 _ 10000+
35 5
E > [t . u *
0 o0 A -
< <
5000 5000 . v A
° . ¥ |-$| '
A4 n
" N ] r}T |$'|
0 T 0 T -
2 & o (¢] o =] & = O N\
& & & &4 & & & &S
<« & A oL A &K o Y
& &N S S
Reperfusionszeit 24h Reperfusionszeit 24h
*ok
1
* * *
1000 T * 1 1000 I T 1
1 u
800+ al 800

600 600

400 ° 400+

200+
$

2004 [T

AST [UN]
o
n
"
1 &
> “Ho
ALT [UN]
o
o ®
EEm
N
>
> He»

T 1
& ) O ) & Y )
N2 QO AV & v N QO A & A\
] S Qfo S oﬁ’/ ] Ry fo/ N
& ® &
<~ N <« S
Reperfusionszeit 48h Reperfusionszeit 48h
*
5001 300+
. .
400 ° i
— 2004
= * =
S 300+ u =)
* A
% 2004 vV Al 3 H . v
< < 1004 2 T
° u 'S T — > ;ﬂ
100 | @ * 2 AA M
° - ‘ * Vvv AA
0 I 1 ) 1 1 0 I ) I 1 1
= 3 ) (¢} N ) & ) O A\
Q@ Q,Q ‘@1/ \{) "\/ QQ Q‘o fé" \xfo g/'\l
<~ & AN & <~ S o By
& S & SN
Reperfusionszeit 72h Reperfusionszeit 72h

Abbildung 9: Darstellung der Transaminasenspiegel der mit PBS, NHDF, NHDF-EZV, hMSC, hMSC-EZV
behandelten Tiere nach den jeweiligen Reperfusionszeiten. A: AST nach 24 h; B: ALT nach 24 h; C: AST
nach 48 h; D: ALT nach 48 h; E: AST nach 72 h; F: ALT nach 72 h. X-Achse: Injektionsgruppen; Y-Achse:
AST/ALT-Spiegel in U/I (Mittelwert £ SEM); *: p < 0,05; **: p <0,01.
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24 Stunden nach Reperfusion zeigten Tiere nach praemptiver Gabe von hMSC (AST:
2839 + 606 U/I; ALT: 2765 + 615 U/I) niedrigere Werte als Tiere die mit NHDF (AST: 6753
+ 2017 U/l; ALT: 5076 +1004 U/I) oder PBS (AST: 5659 + 632 U/I; ALT: 5381 + 888 U/I)
injiziert wurden. Dabei waren die AST-Werte nach einer Behandlung mit hMSC signifi-
kant (p = 0,016) niedriger im Vergleich zu Tieren, die nur die Tragerlésung PBS erhalten
hatten. Die Transaminasenspiegel fir die hMSC-EZV- und NHDF-EZV-Gruppen waren
ahnlich verteilt. So zeigten Tiere mit hMSC-EZV-Injektion (AST: 3845 + 841 U/; ALT: 2910
+ 692 U/I) eine signifikant geringere Serumtransaminasenaktivitat (AST: p=0,031; ALT:
p=0,016) im Vergleich zu Tieren die praemptiv mit NHDF-EZV (AST: 6631 + 677 U/I; ALT:
6486 + 402 U/I) behandelt wurden (Abbildung 9, A+B).

Betrachtet man die Transaminasenspiegel 48 h nach Reperfusion, zeigten sich auch hier
signifikant niedrigere Werte nach einer Behandlung mit hMSC (AST: 215 + 15 U/I; ALT:
179 + 46 U/l) im Vergleich zu einer Behandlung mit NHDF (AST: 581 + 83 U/I; ALT: 591 +
98 U/I) (AST: p = 0,004, ALT: p = 0,016). Analog waren auch die Transaminasenspiegel
nach Injektion mit hMSC-EZV (AST: 320 + 56 U/I; ALT: 330 * 64 U/I) niedriger als mit
NHDF-EZV (AST: 463 + 57 U/I; ALT: 483 + 53 U/I), blieben in der statistischen Berechnung
aber ohne Signifikanz (AST: p = 0,151; ALT: p = 0,158). Auffallig waren hier die niedrigen
Serumspiegel flr beide Transaminasen in der PBS-Kontrollgruppe mit einer AST von 192
+ 55 U/l und einer ALT von 251 + 107 U/I mit signifikanten Unterschieden zu der NHDF-
(AST: p=0,016; ALT: 0,03) und NHDF-EZV-Gruppe (AST: p = 0,031) (Abbildung 9, C+D).

Nach 72 h Reperfusionszeit glichen sich die Transaminasenaktivitaten in den unter-
schiedlichen Behandlungsgruppen einander an. Die Transaminasenspiegel nach hMSC-
Injektion (AST: 131+ 27 U/I; ALT: 60 + 15 U/I) waren im Vergleich mit Injektion von NHDF
(AST: 207 + 53 U/I; ALT: 166 + 38 U/I) niedriger, die Differenz war aber geringer ausge-
pragt als nach 24 h oder 48 h. Auffallig ist der signifikant hohere ALT-Spiegel nach NHDF-
Gabe im Vergleich zu einer hMSC-Injektion (p = 0,031). Eine dhnliche Verteilung lasst
sich fir die Extrazellularvesikelgruppen beobachten. Die Transaminasenwerte im Serum
lagen auch hier nach hMSC-EZV-Injektion (AST: 158 + 35 U/I; ALT: 76 + 18 U/I) unter
denen mit Injektion von NHDF-EZV (AST: 185 + 38 U/I; ALT: 85 + 20 U/I), blieben in der

statistischen Berechnung aber ohne signifikante Unterschiede (AST: p > 0,999; ALT: p >
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0,999). Die Transaminasenspiegel der Tiere nach Injektion mit PBS (AST: 179 + 56 U/I;
ALT: 77 £ 19 U/I) reihen sich in die Verteilung der anderen Behandlungsgruppen ein,
auch hier gab es keine signifikanten Unterschiede zu einer Behandlung mit hMSC (AST:
p = 0,905; ALT: p = 0,548) oder hMSC-EZV (AST: p = 0,905; ALT: p > 0,999) (Abbildung 9,
E+F).

Vergleicht man die Effekte einer praemptiven Injektion mit hMSC oder hMSC-EZV vor
IRI-Induktion, gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen Behandlungs-
gruppen an allen Beobachtungszeitpunkten (24 h: AST p = 0,421; ALT p>0,999; 48 h: AST
p =0,126; ALT p = 0,095; 72 h: AST p = 0,686; ALT p = 0,310).

3.1.2 Vergleich der direkten Leberzellschdadigung anhand des Nekroseareals

Abbildung 10: Reprasentative Langsschnitte (HE-Farbung, 20-facher VergréBerung) durch einen Leber-
lappen der mit PBS, NHDF, NHDF-EZV, hMSC, hMSC-EZV behandelten Tiere 48 h nach Reperfusion. Die
demarkierten Gewebsnekrosen stellen sich als pink- bis rotfarbige Areale im Kontrast zu gesundem lila-
blauem Zellparenchym dar (Ubergang beispielhaft mit Pfeilen markiert).

Um den Effekt einer praemptiven hMSC- oder hMSC-EZV-Injektion auf das IRI-AusmalR

zu beurteilen diente die Nekroseflache als weiterer Parameter der hepatozelluldren
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Schadigung. Diese zeigte sich als scharf demarkiertes pink- bis rotfarbiges Areal im in-
takten lila-blauem Zellparenchym (Abbildung 10). Die leberspezifische Gewebsarchitek-
tur mit Unterteilung in Periportalfeldern, Zentralvenen und Sinusoiden wurde zerstort,

die nekrotischen Areale zeigten lediglich einen Konfluens aus toten Zellarealen (Abbil-
dung 11).
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Abbildung 11: Reprasentative Lichtbildmikroskopieaufnahmen (40-facher VergréRerung) von HE gefarb-
ten Leberschnitten der mit PBS, NHDF, NHDF-EZV, hMSC, hMSC-EZV behandelten Tiere 48 h nach Reper-
fusion. Der Ubergang von gesundem zu nekrotischem Lebergewebe ist mit Pfeilen markiert.
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Abbildung 12: Darstellung der Nekrosewerte in Prozent zur Gesamtzellfliche der mit PBS, NHDF,
NHDF-EZV, hMSC, hMSC-EZV behandelten Tiere nach den jeweiligen Reperfusionszeiten. A: Nekrose
nach 24 h; B: Nekrose nach 48 h; C: Nekrose nach 72 h. X-Achse: Injektionsgruppen; Y-Achse: Nekrose-
werte in % (Mittelwert £ SEM); *: p < 0,05; **: p < 0,01.
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Die Injektion von hMSC und hMSC-EZ vor Ischamieinduktion sorgte fiir eine deutliche
Reduktion der Gewebsnekrose. Die Tiere der Kontrollgruppen NHDF, NHDF-EZV und PBS

zeigten diesen protektiven Effekt auf das NekroseausmaR nicht.

Nach einer Reperfusionszeit von 24 h zeigten die Tiere mit hMSC-Injektion mit einer
mittleren Nekroseflache von 28 + 7 % niedrigere Werte als deren Kontrollgruppe NHDF
mit 44 + 5 %, der Unterschied zwischen den Injektionsgruppen war jedoch nicht signifi-
kant (p = 0,167). Ahnliche Werte zeigten die Tiere mit Injektion von hMSC-EZV
(28 + 6 %) und NHDF-EZV (42 + 7 %), auch dieser Vergleich blieb ohne statistische Signi-
fikanz (p = 0,421). Den einzig signifikanten Unterschied in der Nekroseauspragung am
Untersuchungszeitpunkt 24 h zeigte sich nach Injektion von hMSC verglichen mit PBS
(47 £ 0,9 %) mit einem p-Wert von p = 0,0008 (Abbildung 12, A).

Die signifikante Reduktion der durchschnittlichen Leberparenchymnekrose durch eine
praemptive hMSC-Gabe (22 + 9 %) gegenliber Tieren die praemptiv NHDF erhalten hat-
ten (57 £ 6 %) wurde 48 h nach Reperfusion noch deutlicher (p = 0,013). Analog war
dieser protektive Effekt auch nach einer hMSC-EZV-Injektion festzustellen, der Unter-
schied in der Nekroseauspragung zwischen den Behandlungsgruppen hMSC-EZV
(27 £ 4 %) und NHDF-EZV (52 + 7 %) war ebenfalls signifikant (p = 0,032). Auffallig war
hier die inhomogene Verteilung der mittleren Nekroseflache innerhalb der PBS-Gruppe

mit groBer Streuung der Werte (37 + 10 %) (Abbildung 12, B).

Auch nach 72 h Reperfusionszeit zeigten die Tiere mit hMSC-Injektion (21 + 5 %) kleinere
Nekroseflachen als Tiere mit NHDF-Injektion (39 + 13 %). Dieser Unterschied ist jedoch
aufgrund der groBen Varianz der Werte innerhalb der NHDF-Gruppe nicht signifikant
(p = 0,286). Betrachtet man die beiden Vesikelgruppen, war die Gewebsnekrose in der
hMSC-EZV-Gruppe mit 27 = 3 % ebenfalls geringer ausgepragt als in der NHDF-EZV-
Gruppe mit 43 + 12 %, der statistische Vergleich zeigte aber auch hier analog zu den
Zellgruppen mit hMSC- und NHDF-Injektion keinen signifikanten Unterschied aufgrund
der grolRen Streuung der Werte fiir NHDF-EZV (p = 0,310). Statistisch signifikant war am
Analysezeitpunkt nach 72 h nur der Vergleich von hMSC und hMSC-EZV mit der PBS-
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Kontrollgruppe (40 £ 2 %) mit einem p-Wert von p = 0,032 fiir hMSC vs. PBS und einem
p = 0,040 fiir hMSC-EZV vs. PBS (Abbildung 12, C).

Auch hier gab es analog zur Auswertung der Lebertransaminasen keine signifikanten Un-
terschiede zwischen einer Behandlung mit hMSC und hMSC-EZV an allen Behandlungs-
zeitpunkten (hMSC vs. hMSC-EZV: 24 h p > 0,999; 48 h: p = 0,889; 72 h: p = 0,246).

3.1.3 Fazit aus den Parametern des Ischamie-Reperfusionsschadens

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine praemptive Injektion von hMSC oder
hMSC-EZV zu einer Reduktion des IRI fihrt, da sowohl die Transaminasenwerte als auch
die Lebergewebsnekrosen im Vergleich zu den Kontrollgruppen niedriger ausfallen. Des
Weiteren zeigte sich ebendieser positive Einfluss auf den IRl unabhdngig von einer In-
jektion mit intakten Stammzellen (hMSC) oder deren Extrazellularvesikel (hMSC-EZV).
NHDF und NHDF-EZV schienen keinen Einfluss auf den IRl zu nehmen. Die Transamina-
sen und der Leberparenchymschaden bleiben ohne signifikanten Unterschied zu Tieren,

die lediglich die Tragerlosung PBS erhalten haben.

3.2 Einfluss von hMSC und NHDF und deren extrazelluldrer Vesikel auf die Leber-
zellregeneration

In einem weiteren Schritt wurde die Regeneration der zuvor geschadigten Leber in Ab-
hangigkeit der praemptiven Injektion von hMSC, hMSC-EZV, NHDF, NHDF-EZV und PBS
untersucht. Als reprasentative Parameter wurden die Hepatozytenproliferation und
die Ausbildung fetthaltiger intrazellularer Microdroplets ausgewahlt und nach einer

Reperfusionszeit von 24 h, 48 h und 72 h analysiert.
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3.2.1 Ausbildung lipidhaltiger Microdroplets als Ausdruck hepatozellularer Regene-
ration

Ein Aspekt des hepatozelluldaren Regenerationsprozesses ist die Ausbildung lipidhaltiger
intrazelluldarer Vesikel, sogenannter Microdroplets. Diese liefern den Zellen Fette zur

Energiegewinnung fir die Vorgange der Leberzellregeneration.

Abbildung 13: Reprisentative Lichtbildmikroskopieaufnahmen von Microdroplets (40-fache VergréRe-
rung) von HE gefarbten Leberschnitten der mit PBS, NHDF, NHDF-EZV, hMSC, hMSC-EZV behandelten
Tiere 48 h nach Reperfusion. Der Ubergang von gesundem zu nekrotischen Lebergewebe ist mit Pfeilen
markiert. Microdroplets hellblau eingefarbt; Zielaufnahme der Microdroplets am Beispiel von hMSC-EZV,
Mircrodroplets beispielhaft mit Pfeilen markiert.

Durch Elimination lipidhaltiger Substanzen wahrend der histologischen Farbung erschei-
nen die mit Fett gefiillten Microdroplets als leere Vakuolen mit konzentrischer Anord-
nung um den Zellkern im Zytoplasma der Hepatozyten [26,27]. In ihrer maximalen Aus-
pragung nehmen diese fast das gesamte intrazelluldare Volumen der Leberzellen ein (Ab-

bildung 13).
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Abbildung 14: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Microdropletfliche der mit PBS, NHDF, NHDF-
EZV, hMSC, hMSC-EZV behandelten Tiere. A: Microdroplets nach NHDF/hMSC-Injektion; B: Micro-
droplets nach NHDF/hMSC-EZV-Injektion. X-Achse: Reperfusionsdauer in Stunden; Y-Achse: prozentua-
ler Anteil der Microdroplets im Bezug zur Gesamtzellflache in % (Mittelwert + SEM); *: p < 0,05.

Als Zeichen der einsetzenden Leberregeneration stieg die Anzahl von hepatozellularen
Microdroplets mit der Zeit in allen Behandlungsgruppen an. Dabei waren die durch-
schnittlichen Werte nach 24 h noch sehr homogen verteilt. Nach 48 h und 72 h zeigten
Tiere mit hMSC-Injektion signifikant hohere Microdropletflache als Tiere mit Injektion
von NHDF und PBS. Tiere mit hMSC-EZV-Behandlung zeigten ahnlich hohe Micro-
dropletflaichen wie hMSC, auch hier mit signifikant hoheren Werten nach48 h und 72 h
verglichen mit den Kontrollgruppen NHDF-EZV und PBS (Abbildung 14, A+B).
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Abbildung 15: Darstellung der Microdropletfliche in Prozent zur Gesamtzellfliche pro HPF der mit
PBS, NHDF, NHDF-EZV, hMSC, hMSC-EZV behandelten Tiere nach den jeweiligen Reperfusionszeiten. A:
Microdroplets nach 24 h; B: Microdroplets nach 48 h; C: Microdroplets nach 72 h. X-Achse: Injektions-
gruppen; Y-Achse: Microdroplets in % (Mittelwert £ SEM); *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***p < 0,005.
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Nach einer Reperfusionszeit von 24 h war die Ausbildung der Microdroplets lber alle
Behandlungsgruppen sehr homogen verteilt. Die Microdropletflachen der Tiere mit
hMSC-Injektion (6,1 + 0,6 %) unterschieden sich nicht signifikant von den Tieren mit
NHDF- (5,2 £ 0,6 %) und PBS-Injektion (6,7 £ 0,6 %) (hMSC vs. NHDF: p = 0,397; hMSC vs.
PBS: p = 0,548). Eine dhnliche Verteilung zeigte sich fir die EZV-Gruppen, auch hier gab
es keinen signifikanten Unterschied zwischen einer Behandlung mit hMSC-EZV
(6,6 £ 1,1 %) und NHDF-EZV (5,4 £ 0,9 %) beziehungsweise PBS (hMSC-EZV vs. NHDF-
EZV: p =0,222; hMSC-EZV vs. PBS: p = 0,548) (Abbildung 15, A).

Nach 48 h Reperfusionszeit zeigten sich nun deutliche Unterschiede in der Ausbildung
intrazellularer Microdroplets zwischen den unterschiedlich behandelten Tieren. Die
Microdropletflachen nach Injektion von hMSC waren mit durchschnittlich 11,5+ 0,3 %
signifikant hoher als nach Injektion mit NHDF (7,32 + 0,7 %; p = 0,0008) oder PBS (6,9 +
1,0 %; p = 0,016). Analog kam es auch nach hMSC-EZV-Behandlung (13,5 + 1,8 %) zu
einer vermehrten Microdropletbildung verglichen mit der Behandlung durch NHDF-EZV
(7,9 £ 0,8 %) und PBS, auch diese Differenzen zeigten sich in der statistischen Berech-
nung signifikant (hMSC-EZV vs. NHDF-EZV: p = 0,016; hMSC-EZV vs. PBS: p = 0,016) (Ab-
bildung 15, B).

Ein weiterer Anstieg und ein dhnliches Verteilungsmuster der Microdropletflachen in-
nerhalb der Behandlungsgruppen lief3en sich auch nach 72 h beobachten. Analog zu den
Untersuchungen nach 48 h lagen die Microdropletflachen der Tiere nach Injektion mit
hMSC und hMSC-EZV deutlich Gber denen der Kontrollgruppen. Die durchschnittlichen
Werte in der hMSC-Gruppe (15,9 + 0,8 %) waren verglichen mit der NHDF-
(10,1 £ 0,8 %) und PBS-Gruppe (8,0 + 1,0 %) deutlich hoher mit Signifikanz in der statis-
tischen Berechnung (hMSC vs. NHDF: p = 0,008; hMSC vs. PBS: p = 0,016). Eine Behand-
lung mit hMSC-EZV war mit einer durchschnittlichen Microdropletfliche von 15,8 + 0,8
% einer Behandlung mit NHDF-EZV mit 9,6 £ 1,3 % ebenfalls tiberlegen, auch dieser Un-
terschied zeigte sich mit einem p-Wert von p = 0,016 signifikant. Auch der Vergleich zwi-
schen der hMSC-EZV-Gruppe mit der PBS-Gruppe war mit p = 0,016 signifikant (Abbil-
dung 15, C).
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Vergleicht man die Effekte einer praemptiven Injektion von hMSC und hMSC-EZV vor
Ischamieinduktion miteinander, so zeigten sich dahnliche Microdropletflachen in der his-
tologischen Auswertung, signifikante Unterschiede zwischen diesen Behandlungs-grup-
pen waren zu keinem Untersuchungszeitpunkt feststellbar (24 h: p = 0,984;

48 h p =0,841; 72 h: p = 0,937).

3.2.2 Leberzellproliferation anhand der Zahl Ki67 — positiver Zellen

Als weiterer Marker der Leberzellregeneration diente die Ki67-Farbung. Ki67 ist ein
Oberflachenmarker auf Zellkernen, der sich nur wahrend den Prozessen der Mitose
ausbildet, also spezifisch Zellen markiert, die sich gerade im Zellteilungsprozess befin-
den [64,65]. Nach einer immunhistochemischen Farbung mit einem anti-Ki67-Antikor-
per werden alle Zellkerne von proliferierenden Zellen braun gefarbt, die Kerne der

restlichen ruhenden Zellen zeigen die typische Hamalaun-Blau-Farbung (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Reprisentative Aufnahmen der Ki67-Firbung (40-fache VergréRerung) der mit PBS,
NHDF, NHDF-EZV, hMSC, hMSC-EZV behandelten Tiere 48 h nach Reperfusion. Ki67-positive Hepatozyten:
braun verfarbte Zellkerne (beispielhaft mit Pfeilen markiert).
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Abbildung 17: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Anzahl Ki67-positiver Hepatozyten pro HPF der
mit PBS, NHDF, NHDF-EZV, hMSC, hMSC-EZV behandelten Tiere. A: Ki67-Zahl nach NHDF/hMSC-Injek-
tion; B: Ki67-Zahl nach NHDF/hMSC-EZV-Injektion. X-Achse: Reperfusionsdauer in Stunden; Y-Achse:
durchschnittliche Anzahl Ki67-positiver Hepatozyten pro HPF (Mittelwert + SEM); *: p < 0,05.
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Nach IRI-Induktion nimmt die Zellproliferationsrate der Hepatozyten in allen Behand-
lungsgruppen tber den gesamten Analysezeitraum stetig zu. In der Friihphase (24 h und
48 h nach Ischamie-Reperfusion) zeigten die Tiere mit Injektion von hMSC signifikant
hohere Ki67-Zahlen als nach Injektion von NHDF oder PBS. Nach 72 h gleichen sich die
Werte der Behandlungsgruppen einander wieder an, nur der Unterschied von hMSC zur
PBS-Gruppe blieb signifikant (Abbildung 17, A). Eine Behandlung mit hMSC-EZV erzielte
einen dhnlichen Effekt wie mit hMSC, auch hier war die Proliferationsrate anhand der
Ki67-Farbung gegenliber der Behandlungsgruppen mit Injektion von NHDF und PBS sig-
nifikant hoher nach 24 h und 48 h. Nach 72 h glichen sich die Ki67-Zahlen ebenfalls ei-
nander an, ein signifikanter Unterschied bestand lediglich noch zwischen einer Injektion

mit hMSC-EZV und PBS (Abbildung 17, B).
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Abbildung 18: Darstellung der Anzahl Ki67-positiver Hepatozyten pro HPF der mit PBS, NHDF, NHDF-
EZV, hMSC, hMSC-EZV behandelten Tiere nach den jeweiligen Reperfusionszeiten. A: Ki67-Zahl nach 24
h; B: Ki67-Zahl nach 48 h; C: Ki67-Zahl nach 72 h. X-Achse: Reperfusionsdauer in Stunden; Y-Achse:
durchschnittliche Anzahl Ki67-positiver Hepatozyten pro HPF (Mittelwert £ SEM); *: p < 0,05; **: p <
0,01.
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Tiere mit Injektion von hMSC (1,7 £ 0,2) zeigten nach einer Reperfusionszeit von 24 h
signifikant mehr Ki67-positive Hepatozyten als nach Injektion von NHDF (0,4 £ 0,2) oder
PBS (0,7 £0,2), der p-Wert in der statistischen Berechnung lag sowohl fiir hMSC vs. NHDF
als auch fir hMSC vs. PBS bei p = 0,016. Auch eine Behandlung mit hMSC-EZV wies mit
durchschnittlich 1,6 + 0,2 Ki67-positiven Leberzellen analog zu hMSC auf eine starkere
Zellproliferation als nach Behandlung mit NHDF-EZV (0,6 + 0,1) oder PBS hin. Auch diese
Unterschiede waren signifikant (hMSC-EZV vs. NHDF-EZV: p = 0,016; hMSC-EZV vs. PBS:
p = 0,024) (Abbildung 18, A).

Nach 48 h zeigte sich in allen Gruppen eine Zunahme der Zellproliferationsraten mit
ahnlicher Werteverteilung innerhalb der Injektionsgruppen im Vergleich zum 24 h Zeit-
punkt. Tiere nach Behandlung mit hMSC zeigten durchschnittlich 9,3 + 0,8, nach NHDF-
Injektion 5,5 + 1,3 und nach PBS-Injektion 4,3 + 0,4 positive Zellen pro HPF. Diese Unter-
scheide waren in der statistischen Berechnung mit einem p-Wert von p = 0,033 fiir hMSC
vs. NHDF und p = 0,008 fuir hMSC vs. PBS signifikant. Betrachtet man die EZV-Gruppen
zeigt sich eine dhnliche Werteverteilung. Die Proliferationsrate war nach hMSC-EZV-In-
jektion (13,1 £ 4,3) hoher als nach Injektion mit NHDF-EZV (4,6 + 0,9) oder PBS, auch
diese Differenzen ergaben signifikante p-Werte. (hMSC-EZV vs. NHDF-EZV: p = 0,024;
hMSC-EZV vs. PBS: p = 0,008) (Abbildung 18, B).

Maximale Proliferationsraten anhand der Anzahl Ki67-positiver Hepatozyten erreichten
die Leberzellen in diesem Versuch nach 72 h, allerdings lieR sich kein Unterschied mehr
zwischen den unterschiedlich behandelten Gruppen nachweisen. Eine Behandlung mit
hMSC zeigte mit 24,8 + 4,2 dhnlich hohe Zahlen Ki67-positiver Zellen als mit NHDF (24,1
+ 2,8). Tiere mit hMSC-EZV-Injektion zeigten analog mit durchschnittlich
23,8 + 2,2 positiven Hepatozyten ebenfalls keinen Unterschied zur NHDF-EZV-Gruppe
(25,18 + 5,2). Beide Vergleiche zeigten keine signifikanten Unterschiede (hMSC vs.
NHDF: p = 0,952; hMSC-EZV vs. NHDF-EZV: p = 0,691). Am Analysezeitpunkt nach 72 h
war allein der Vergleich von hMSC und hMSC-EZV mit der PBS-Gruppe (15,9 + 1,4) mit
einem p-Wert von p = 0,040 fiir hMSC vs. PBS und p = 0,032 fiir h(MSC-EZV vs. PBS signi-
fikant (Abbildung 18, C).
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Vergleicht man die therapeutischen Effekte und Auswirkungen auf die Zellproliferation
von hMSC-Injektion mit denen der hMSC-EZV-Injektion an allen Untersuchungszeitpunk-
ten zeigten sich keine ausgepragten Unterschiede anhand der Zahl Ki67-positiver He-
patozyten. Auch in der statistischen Berechnung blieben diese Vergleiche ohne Signifi-

kanz (24 h: p=0,675; 48 h: p >0,999; 72 h: p = 0,691).

3.2.3 Fazit aus den Parametern der Leberzellregeneration

In der Zusammenschau aller erhobenen Regenerationsparameter zeichnet sich eine In-
duktion sowie Steigerung der Hepatozytenproliferation nach IRl durch die praemptive
Gabe von hMSC oder hMSC-EZV ab. Dabei besteht kein Unterschied zwischen Tieren die
hMSC oder deren EZV erhalten haben. Trotz fehlender Unterschiede in der Leberzell-
schadigung nach IRI, kommt es durch die Gabe von NHDF und NHDF-EZV gegenliber der

Tragerl6sung PBS zu einer spaten Proliferationssteigerung der Hepatozyten.
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V. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine signifikante Reduktion des hepatischen IRI so-
wie eine Beschleunigung der Leberzellregeneration in der Maus durch eine praemptive
Injektion von hMSC und hMSC-EZV. Die Tiere mit einer Behandlung durch hMSC und
hMSC-EZV zeigten neben verminderten Serumtransaminasenspiegeln auch geringer
ausgepragte Nekroseflachen. Zudem wurde der Regenerationsprozess verstarkt, es
konnte eine vermehrte Bildung von intrazellularen Fetttropfchen im Rahmen der Leber-
zellregeneration und eine erhéhte Proliferationsrate der Hepatozyten nach einer Be-
handlung mit hMSC oder hMSC-EZV nachgewiesen werden. NHDF und NHDF-EZV zeig-
ten keine organprotektiven Eigenschaften in Bezug auf den hepatozytaren Schaden und

eine spatere Steigerung der Leberzellregeneration.

4.1 Auswahl des operativen Ischamie-Verfahrens

Die Erzeugung des IRIs erfolgte in dieser Arbeit durch eine 70% Ischamie des Leberge-
webes flr eine Dauer von 45 Minuten. Durch Abklemmen der arteriellen und portalve-
nosen Blutzufuhr des medianen und linken Leberlappens und ungehindertem Blutfluss
durch den rechten Leberlappen konnte ein IRI erzeugt und ein portalvendser Riickstau

verhindert werden.

Der hepatische IRl wurde in diversen Mausmodellen bereits untersucht, die meisten
durchgefiihrten Versuchsmodelle konzentrierten sich wie auch das hier durchgefiihrte
Modell auf den warmen IRl. Am haufigsten angewendet wird eine partielle Ischamie
(70%) des Lebergewebes um zusatzliche Schaden durch portalvendsen Riickstau zu ver-
meiden [52,53, 58, 62, 66 ,67]. Van Golen et al. konnten eine sigmoidalen Zusammen-
hang zwischen der Ischamiedauer und dem hepatozellularem Schaden zeigen, die maxi-
male Auspragung des IRI zeigte sich nach 37,5 Minuten. Eine weitere Verlangerung der

Ischamiezeit zeigte keine signifikanten Veranderungen mehr [66]. Die Vorteile der iso-
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lierten Betrachtung der warmen Ischamie sind vielseitig. Geringere technische Anforde-
rungen an den operativen Eingriff resultieren in einer besseren Reproduzierbarkeit. Ein
Versuchsmodell mit kalter Ischamie ist technisch durch eine Explantation und Implanta-
tion des Organs anspruchsvoller, Storfaktoren wie Lagerung des explantierten Organs,
Notwendigkeit von GefaBanastomosen oder auch héherer Blutverlust beeintrachtigen
das Versuchsergebnis [68]. Die Phase der kalten Ischamie beeinflusst durch weitere Im-
mun- und Entzlindungsreaktionen im Lebergewebe die IRI-Auspragung malgeblich, die
Inzidenz der Transplantatdysfunktion und AbstoBungsreaktionen nach Lebertransplan-
tation nimmt mit der Dauer der kalten Ischamie zu [68]. Die isolierte Betrachtung von
Therapieoptionen zur IRI-Abmilderung in einem Modell mit nur warmer Ischamie, wie
in dieser Arbeit durchgefiihrt, kann also lediglich Anst6Re fiir weitere Erforschung the-
rapeutischer Moglichkeiten aufzeigen. Vor der experimentellen Anwendung im Men-
schen miusste die Prakonditionierung mit hMSC-EZVs zuerst in einem murinen Trans-
plantationsmodell Anwendung finden. Im Rahmen solcher Studien kénnte dann auch
ECD-Szenarien mit zum Beispiel steatotischen Organen oder sehr langer kalter Ischamie-

zeit generiert werden.

4.2 Reduktion des hepatischen IRl durch hMSC und hMSC-EZV

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine signifikante Reduktion der hepatozellular frei-
gesetzten Lebertransaminasen als Ausdruck des hepatischen IRl nach Injektion mit
hMSC oder hMSC-EZV einhergehend mit geringer ausgepragten Nekroseflachen inner-
halb der ersten 72 Stunden nach Ischamie. Eine Injektion mit NHDF oder NHDF-EZV

zeigte keinen messbaren Effekt auf das AusmaR des IRI.

Der hepatische IRI, also die Aggravierung des hypoxischen Leberschadens durch Wieder-
herstellung des Blutflusses und der Sauerstoffversorgung, lasst sich in 3 Phasen auftei-
len: die akute Phase direkt nach Reperfusion, eine intermedidre Phase bis zu 6 Stunden
nach Reperfusion und eine spéate Phase bis zu 48 Stunden nach Ischamie. Die Initialphase

ist gekennzeichnet durch ein pH-Paradoxon, die Wiederherstellung des physiologischen
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pH-Wertes nach der Gewebsazidose wahrend der Ischdamie flhrt zu einer mitochondri-
alen Dysfunktion mit konsekutivem Zelltod [11-14]. In der intermedidren Phase sind oxi-
dativer Stress durch ROS und eine ausgepragte Zytokinfreisetzung (,,Zytokinsturm®) die
treibenden Krafte. Es kommt zur Apoptose durch DNA-Briiche, Membrandysfunktion
und Zelllyse. Diese massive Zytokinfreisetzung fiihrt auch zum Einstrom von neutrophi-
len Granulozyten, die fiir die weitere Aggravierung der Zellschaden in der spaten Phase
des IRl verantwortlich sind [12,15,16]. Als Reaktion auf diese schadigenden Prozesse im
Rahmen des IRl konnte die Sekretion von EZVs aus Hepatozyten oder anderen Zellbe-
standteilen des Leberparenchyms wie zum Beispiel Endothelzellen nachgewiesen wer-
den [69]. Durch parakrin vermittelte Zellkommunikation tiber zum Beispiel den Sphin-
gosin-Phosphat-Weg kommt es zu einer gesteigerten Zellproliferation und dadurch
letztlich zur Rekonvaleszenz nach IRl [69]. Andere Versuchsmodelle konnten eben die-
sen Sphingosin-Phosphat-Weg als wichtigen Ubertragungsweg interzelluldrer Signale
von mesenchymalen Stammzellen identifizieren [70], was die mindernden Effekte auf
den IRl der hMSC und hMSC-EZVs dieser Arbeit erklaren kénnte. Auch Haga et al. konn-
ten 2017 in einem Mausmodell nach intravendser Infusion von murinen mesenchyma-
len Stammzellen aus dem Knochenmark und deren Extrazelluldrvesikel 30 Minuten vor
Ischdamie eine signifikante Reduktion der Lebertransaminasen AST und ALT und der Le-
berzellnekrose im Vergleich zu einer Behandlung mit PBS bis zu 24 Stunden nach IRI
nachweisen. Es konnte eine geringer ausgepragte Neutrophileninvasion und verminder-
ter oxidativen Stress in vivo und in vitro anhand antioxidativer Enzyme auf den hMSC
und den hMSC-EZV nachgewiesen werden [52]. Ahnliche Ergebnisse lieferten auch das
Mausmodell der Arbeitsgruppe Lee et al. von 2015. Humane mesenchymale Stammzel-
len aus dem Fettgewebe und deren Extrazellularvesikel wurden hier innerhalb der ers-
ten Stunde des IRl intravends appliziert. Es zeigte sich ebenfalls eine signifikante Reduk-
tion der Nekroseflache und Transaminasenspiegel innerhalb der ersten 24 Stunden nach
IRI verglichen mit NaCl oder Stammzellmedium [62]. In einem Versuch von Jia Yao et al.
aus dem Jahr 2019 wurde Mausen 30 Minuten vor Reperfusion Extrazellularvesikel von
humanen mesenchymalen Nabelschnurstammzellen intravenos appliziert. Auch in die-

sem Tiermodell konnte mit Fokus auf die ersten 6 Stunden nach IRI eine signifikante
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Reduktion der Nekroseauspragung und der Serumtransaminasen in vivo durch diese EZV
verglichen mit PBS nachgewiesen werden. Hier zeigten sich zudem verminderte proin-
flammatorische Zytokinspiegel und eine Suppression des oxidativen Stresses durch ab-
geschwachte ROS-Produktion und Expression von Apoptosefaktoren auf B-Zellen in vitro
[53]. Analog zu diesen drei Vorarbeiten fiihrte auch in der hier durchgefiihrten Arbeit
eine Injektion von hMSC-EZV und hMSC zu einer signifikanten Reduktion sowohl der Le-
bertransaminasen als auch der Leberzellnekrose in der friihen und intermediaren Phase
der Reperfusion. Dieser positive Effekt auf den hepatischen IRl lasst sich aber, wie im
Ergebnissteil dieser Arbeit bereits dargestellt, auch bis in einem Zeitraum von 72 Stun-
den nach IRl beobachten. Die oben genannten Mausmodelle mit Injektion von hMSC
und hMSC-EZV beleuchten lediglich Zeitraume zwischen 6 und 24 Stunden. Die Entwick-
lung der Transaminasenspiegel und der Auspragung der Nekroseflache unter Therapie
mit hMSC und hMSC-EZV bis in die Spatphase des IRl wie in der vorgelegten Arbeit
durchgefihrt wurde bisher noch nicht durchgefiihrt. Weitere Versuchsmodelle auch
Uber 72 Stunden hinaus mussen vor der sicheren Anwendung in der klinischen Praxis
noch durchgefiihrt werden, um mogliche negative Langzeitfolgen einer Stammzellthe-

rapie auf den hepatischen IRl ausschlieRen zu kénnen.

4.3 Steigerung der Leberzellregeneration durch hMSC und hMSC-EZV nach IRI

In der histologischen Auswertung der behandelten Versuchsgruppen fiihrte eine pra-
emptive Injektion von hMSC und hMSC-EZV zu einer Steigerung der Leberzellregenera-
tion. Die Auspragung der Microdroplets war nach Therapie mit hMSC und hMSC-EZV vor
allem in der spaten Phase deutlich verstarkt, die Anzahl Ki67-positiver Hepatozyten war

vor allem in der frithen und intermedidren Phase deutlich hoher als in den Vergleichs-

gruppen.

Der Leberregenerationsprozess basiert bei fehlenden hepatozytdren Progenitorzellen
primar auf der Aktivierung ruhender Zellen. Diese Hepatozyten treten im Rahmen der
der Zellproliferation erneut in den Zellzyklus ein und bilden eine Gewebehyperplasie

aus, darunter kommt es auch zu metabolischen Stoffwechselveranderungen [26,27].
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Treibende Faktoren sind hier Wachstumshormone aus Endothelzellen, Hepatozyten und
Immunzellen sowie niedrige Spiegel proinflammatorischer Zytokine wie Il-1 oder TNFa.
Eine Therapie mit hMSC flihrt zu einer Inhibition der zelllytischen Funktion von T-Zellen,
B-Zellen, dendritischen Zellen und natirlichen Killerzellen und férdert damit die Zell-
proliferation und die hepatozelluldre Stoffwechselaktivitat [71-73]. Die metabolischen
Veranderungen im Rahmen des Regenerationsprozesses fiihren zu einer gesteigerten
Lipogenese und Ablagerung von intrazelluldren Triglyceriddepots (Microdroplets). So
bilden die Hepatozyten einen Energie- und Substratspeicher als Reserve fiir weitere
Energie- und Ressourcen-intensive Proliferationsprozesse [27,28,31,70]. Die zellregene-
rationsfordernden Eigenschaften von hMSC wurden bereits in diversen Studien be-
schrieben [74-76]. Zu den Effekten nach IRl an der Leber gibt es bisher allerdings nur
wenige aussagekraftige Versuchsmodelle. In einem von Fouraschen et al. durchgefiihr-
ten Mausmodell mit hepatischen IRl konnte nach intraperitonealer Applikation humaner
mesenchymaler Stammzellen aus der Leber eine verstarkte Hepatozytenproliferation
mit vermehrter Expression von Bromdesoxyuridin (BrdU) sowie niedrigere Serumspiegel
der proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-1 bis zu 48h nach Reperfusion beobach-
tet werden [58]. Ezquer et al. beschreibt dhnliche Ergebnisse nach einer intravendsen
Applikation von murinen mesenchymalen Knochenmarkstammzellen in einem murinen,
partiellen Hepatektomie-Modell. Auch hier kam es nach Stammezellinjektion zu erhéhten
hepatozytaren Proliferationsraten gemessen anhand der zellularen BrdU-Aufnahme und
dem ,Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen” (PCNA) sowie dem vermehrten Auftreten
binuklearer Hepatozyten in der histologischen Auswertung als Zeichen des aktiven Zell-
teilungsprozesses bis zu sieben Tage nach IRI [77]. Vergleichbare Ergebnisse lieferte die
hier durchgefiihrte immunhistochemische Auswertung mit Anfirbung von Ki67 als
Proliferationsmarker. Bei den Tieren, die eine Injektion mit hMSC oder hMSC-EZV erhal-
ten haben, konnte eine verstarkte Leberzellregeneration innerhalb der ersten 72h nach
Reperfusion nachgewiesen werden. Die Zellproliferationsrate war anhand der Ki67-Aus-
wertung gegeniiber den Kontrollgruppen signifikant hoher. Das Auftreten von Micro-

droplets als intrazelluldres Fettdepot im Rahmen regenerationseigener Stoffwechsel-
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prozesse wurde bereits beschrieben [31,32,73], ausfihrliche Untersuchung dieser me-
tabolischen Veranderungen im Rahmen der Regenerationsprozesse nach IRl fehlen bis-
her noch. Yang et al konnten eine erhohte hepatozytdare Regenerationsaktivitdt nach
partieller Hepatektomie und Injektion von mesenchymalen Stammzellen in einem Zeit-
raum von sieben Tagen nach Resektion nachweisen. Es zeigten sich erhdhte Serumspie-
gel von IL-6, und IL-1 mit erhdhten Zellproliferationsraten anhand der Ki67-Farbung. Zu-
dem konnte eine vermehrte Fettakkumulation in den Hepatozyten durch eine spezifi-
sche Lipidanfarbung als Ausdruck metabolischer Regenerationsvorgange nachgewiesen
werden [78]. Ahnliche Vorginge zeigten sich in der histologischen Auswertung dieser
Arbeit. Es kam zu einer verstarkten Ausbildung von Microdroplets als Ausdruck der
hochregulierten Stoffwechselprozesse im Rahmen der hepatozytdren Zellregeneration.
Die intrazelluldren Fettdepots wurden hier nicht wie in dem Versuchsmodell von Yang
et al mit einer lipid-spezifischen Farbung identifiziert [78], sondern zeigten sich als , leere

Flachen” nach der alkoholischen Waschung im Rahmen des Farbeprozesses.

4.4 Vergleich der Effekte von hMSC und NHDF und deren EZV

In der hier durchgefiihrten Arbeit wurde immer der Effekt einer praemptiven Injektion
von hMSC und NHDF mit der Injektion deren EZVs verglichen. Es zeigten sich keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen einer Therapie mit hMSC und hMSC-EZV beziehungs-
weise NHDF und NHDF-EZV. Gerade die Abmildernden Effekte der hMSC auf den IRI

konnte in gleichem Mal} durch Injektion von hMSC-EZV erreicht werden.

Lange Zeit wurden die regenerationsfordernden Eigenschaften der mesenchymalen
Stammazellen primar ihrer Multipotenz mit Differenzierungsmaoglichkeit in viele Zellen
der mesenchymalen Zelllinie zugeschrieben [34,36,59]. Ndhere Untersuchungen erga-
ben, dass nach intravenoéser Applikation von mesenchymalen Stammzellen die Mehrheit
der Zellen in der Lunge verbleiben und nach 24 Stunden nicht in den Zielorganen detek-
tierbar waren [48,79]. Die in dieser friithen Phase nachgewiesenen positiven Effekte der
Stammazell-Applikation waren also nicht nur durch zellgebundene Modulationen vor Ort

erklarbar und die therapeutischen Effekte von Extrazelluldrvesikeln riickten mehr und
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mehrin den Vordergrund. Extrazellulare Vesikel reprasentieren eine heterogene Gruppe
und sind charakterisiert als von Zellen sezernierte Korper, die von einer lipidhaltigen
Membran umschlossen werden. Die Einteilung erfolgt anhand ihrer GrofRe in Exosomen
(40-120 nm Durchmesser), EZV (50-1000 nm Durchmesser) und Apoptosekdrperchen
(500-2000 nm Durchmesser) [79]. Die in dieser Studie verwendeten extrazelluldren Vesi-
kel wiesen einen Durchmesser von 160 + 57 nm fur die hMSC-EZV und 153 + 42nm fur
die NHDF-EZV auf [80]. In diversen Studien der letzten Jahre zeigte sich, dass die thera-
peutischen Eigenschaften von hMSC primar nicht auf deren Transformation in Zellen des
Zielgewebes basieren, sondern die regenerationsférdernden und zelluntergangshem-
menden Effekte parakriner Natur sind [52,53,57,60]. Die interzelluldare Kommunikation
erfolgt Giber extrazellulare Vesikel und dem Transfer bioaktiver Substanzen wie Proteine,
RNA und Zytokinen. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung von Signalkaskaden in den
Zielzellen [78,79,81]. In den bereits oben beschriebenen Mausmodellen von Haga et al
und Lee et al gab es keine signifikanten Unterschiede in den untersuchten Auswirkungen
auf den IRI zwischen einer Injektion mit mesenchymalen Stammzellen und deren EZVs.
Weitere direkte Vergleiche zwischen einer Therapie mit mesenchymalen Stammzellen
oder deren EZV und den Effekt auf den hepatischen IRl wurden bisher nicht durchge-
flhrt. Positive Auswirkungen einer Stammzell-Injektion auf den Leberzellschaden und
die Leberzellregeneration nach IRl wurden aber wiederholt nachgewiesen
[49,52,53,60,62,72]. Ein direkter Vergleich der therapeutischen Potenz zwischen einer
Behandlung mit Fibroblasten oder Fibroblasten-EZV wurde bisher nicht durchgefiihrt- In
dem hier durchgefiihrten Versuchsmodell war der therapeutische Effekt einer Injektion
mit NHDF oder NHDF-EZV mit Blick auf den Leberzellschaden und die Regeneration im-
mer miteinander vergleichbar. Die Ergebnisse der histologischen und immunhistoche-
mischen Auswertung dieser Arbeit zeigten ebenfalls keinen Unterschied zwischen einer
Behandlung mit hMSC und hMSC-EZV, was die Hypothese unterstiitzt, dass die thera-

peutischen Effekte auf den IRl nicht zellgebunden, sondern primér parakriner Natur sind.
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4.5 Moglichkeiten der therapeutischen Funktion von NHDF und deren EZV

Flr jeden einzelnen Versuchsaspekt dieser Arbeit, wurde immer der therapeutische Ef-
fekt nach einer praemptiven Injektion von hMSC und hMSC-EZV mit dem einer Therapie
mit NHDF und NHDF-EZV verglichen. In der Auswertung der Transaminasen und der Le-
berzellnekrose war eine Behandlung mit hMSC und hMSC der mit NHDF und NHDF-EZV
Uberlegen. Die Leberregeneration war anhand der Microdroplet und Ki67-Auswertung
nach Injektion mit h(MSC und hMSC-EZV starker ausgepragt als nach Injektion von NHDF
und NHDF-EZV.

Sowohl mesenchymale Stammzellen als auch Fibroblasten entstammen embryologisch
der gleichen Zelllinie und zeigen dadurch Ahnlichkeiten in ihrer Zellmorphologie und ha-
ben vergleichbare immunmodulatorische Fahigkeiten [55,56]. Auch die EZV, gewonnen
aus Zellkulturen dieser mesenchymalen Zelllinien, unterscheiden sich nicht in GroR3e
oder Auspragung von charakteristischen Oberflachenmarkern [80]. Fibroblasten spielen
eine zentrale Rolle in den Vorgangen der Gewebereparatur durch Produktion von ECM,
Ausbildung von Migrationsstraflen fiir andere Zellen des Reparaturvorgangs und Pro-
duktion bioaktiver Molekile, wie Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Chemokinen
[82,83]. Eine wichtige Gruppe fir die interzelluldre Kommunikation im Rahmen der Re-
paraturvorgange spielt die Familie der ,fibroblast growth factors” (FGF), FGF 19 und 21
konnten in Vorarbeiten bereits als wichtiger Mediator hepatoprotektiver Zellvorgange
nach akutem und chronischem Leberzellschaden nachgewiesen werden [84]. Auch eine
Injektion dieser Wachstumsfaktoren konnte in unterschiedlichen Mausmodellen chro-
nische und akute Leberzellschadden abmindern [85—-87], den kardialen IRl verringern [88]
und die Leber- und Nierenfunktion nach intestinalem IRl verbessern [89]. Anhand dieser
Daten scheinen eine Abmilderung des hepatischen IRIs und beschleunigende Effekte auf
die Leberzellregeneration durch eine Therapie mit Fibroblasten oder deren EZV mdoglich,
konnten aber in dieser Arbeit nicht bestdtigt werden. Eine praemptive Injektion mit
NHDF oder NHDF-EZV nimmt verglichen mit einer Behandlung mit PBS keinen positiven
Einfluss auf die Transaminasenspiegel oder die Auspragung der Nekroseflache. Auch

flhrt eine Therapie mit NHDF und NHDF-EZV nicht zu einer gesteigerten Microdroplet-
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bildung, ein proliferationsférdernder Effekt konnte aber in der Spatphase der Reperfu-
sion 72 Stunden nach Induktion des IRl anhand der Ki67-Auswertung nachgewiesen wer-

den.

Bisher gibt es noch keine Daten zu den direkten Folgen einer Therapie mit Fibroblasten
oder deren EZV auf den hepatischen IRl. Wachstumshormone der FGF — Familie schei-
nen wie oben beschrieben positiven Einfluss auf akute und chronische Leberschadigung
zu nehmen. FGF-21 konnte zudem als Serummarker mit Anstieg bei Patienten nach einer
Lebertransplantation identifiziert werden. Die Hohe des FGF-21-Spiegels korrelierte di-
rekt proportional mit der Héhe von AST und ALT und somit mit dem Ausmal’ des hepa-
tischen IRI [87]. Studien, die den therapeutischen Effekt von Fibroblasten und deren EZV
auf den hepatischen IRI nachweisen oder die Effekte einer Therapie mit mesenchymalen
Stammazellen unter Einbezug der jeweiligen EZV vergleichen, wurden bisher noch nicht
vorgenommen. Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit scheint eine praemptive Injektion
mit NHDF und NHDF-EZV einer Therapie mit hMSC und hMSC-EZV unterlegen zu sein,
nur unter hMSC- und hMSC-EZV-Behandlung kommt es zu einer messbaren Abmilde-

rung des IRl und einer Steigerung der Leberzellregeneration.

4.6 Moglichkeiten in der klinischen Anwendung fiir hMSC und hMSC-EZV

Die den IRl abschwachenden Effekte und die Forderung der hepatozelluldaren Regenera-
tion durch eine praemptive Injektion von hMSC und hMSC-EZV vor IRl im Mausmodell
bieten einen fiir die Transplantationschirurgie interessanten Ansatz zur Abschwachung
von ischamiebedingten Leberzellschaden. Mesenchymale Stammzellen sind durch Ge-
winnung von Fettgewebe oder Knochenmark leicht zuganglich und lassen sich ohne
grofSe Probleme kulturell anziichten und expandieren [38]. Jedoch kommt es gerade bei
zu langer Lagerung in Zellkulturen und Zellexpansion durch Zellstress und einer Zu-
nahme spontaner Zellmutationen proportional zur Zeit der kulturellen Anziichtung zu
onkogenen Veranderungen der Stammzellen [44,45]. Durch Injektion mit mesenchyma-
len Stammzellen kann es zu Mutationen von so genannten ,,Check-Point-Inhibitoren”,

die wichtige Kontrollpunkte im Zellzyklus darstellen und zur Ausmusterung fehlerhafter
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Zellen fihren und dadurch als natirlicher Recyclingmechanismus fiir entartete Zellen
dienen, kommen. Dadurch entziehen mutierte Zellen sich den natirlichem Aussortie-
rungsprozess im Korper, tumorgene Veranderungen in Zielorgangen wurden bereits be-
schrieben [44]. Auch ist bisher noch unklar, wie hoch die tatsachlich therapeutisch sinn-
volle Dosis an mesenchymalen Stammzellen in klinischen Studien sein muss, um ischa-
miebedingte Schaden abzuschwachen und die Zellregeneration zu férdern. Problema-
tisch an dieser Dosierungsfrage ist, dass hohe intravends verabreichte Stammzell-Dosen
mit Mikroembolien im Lungenkreislauf assoziiert sind [53]. In einem Tierversuchsmodell
zum myokardialem IRI konnte bereits bei einer Injektionsdosis 2 x 10 mesenchymaler
Stammzellen pulmonale Mikroembolien nachgewiesen werden [90]. Gangige Dosierun-
gen in durchgefiihrten hepatischen IRI-Versuchen reichen von 1 x 10° [62] bis 3 x 10°
[53] pro Injektion und Maus, in dieser Arbeit wurden 1x10% hMSC verwendet. Untersu-
chungen, ob es bei den hier genannten Dosierungen zu Mikro- bis Makroembolien in der
Lungenstrombahn kam wurden aber nicht durchgefiihrt. Die Dosisabhadngigkeit zwi-
schen Zellmenge und Embolierisiko und sichere Maximaldosierungen bei Injektion
mesenchymaler Stammzellen muss in weiteren Forschungsarbeiten noch genauer be-

leuchtet werden.

Die Verwendung von Extrazellularvesikeln im Gegensatz zu mesenchymalen Stammzel-
len gilt bisher als sicher, tumorgene Formationen oder andere durch Zellen bedingte
negative Folgen sind bisher noch nicht beschrieben, miissen aber zur sicheren klinischen
in vivo Verwendung noch weiter erforscht werden. Ein weiterer Vorteil der Verwendung
von EZVs anstelle von Stammzellen ist deren einfachere Lagerung und Transport. EZV
Uberstehen eine Lagerung von (iber einem Jahr bei -80 °C ohne messbare Veranderun-
gen und eigenen sich deshalb fiir eine klinische Anwendung ad hoc zum Beispiel bei der

ungeplanten Transplantation postmortaler Organe in der Transplantationsmedizin [91].

50



4.7 Ausblick

Der hepatische IRl stellt Arzte in der Transplantationschirurgie immer wieder vor groRe
Probleme. Gerade Transplantatdysfunktionen stellen groRe Herausforderungen in der
postoperativen Versorgung des Patienten dar. In Deutschland und Europa sind Spender-
organe knapp, lange Wartelisten mit hoher Mortalitatsrate gelisteter Patienten sind kli-
nischer Alltag. Zudem sind gerade Transplantate von vorerkrankten Spendern, wie zum
Beispiel Adipositas, hohes Spenderalter oder Steatosis hepatis, besonders empfanglich
far den IRI, was den Pool an potenziellen Spenderorganen noch verschmalert. Die the-
rapeutische Moglichkeit den IRl abzumildern und die lebereigene Regenerationsfahig-
keit zu fordern birgt grofle Hoffnung den Spenderpool um ECD-Organe zu erweitern. Seit
der Entdeckung der hMSC vor Uber 40 Jahren stehen diese im Zentrum der Forschung
der regenerativen Medizin. In vielen vorangegangenen Tierversuchsmodellen konnte
die Wirksamkeit der hMSC auf den IRl in diversen Organen bewiesen werden. Aufgrund
der aufwendigen Kultur mit eingeschrankter Verfligbarkeit sowie potenziell onkogenen
Eigenschaften der meist allogenen Zellen, der Bildung von organfremden Zellinseln im
Zielorgan und pulmonalen Embolien gelten mesenchymale Stammzellen nur sehr einge-
schrankt tauglich fur die Anwendung am Menschen. Da die Effekte der Stammzellen pri-
mar parakriner Natur sind, riicken deren EZV mehr und mehr in den Forschungsmittel-
punkt. Die méglicherweise beschriebenen adversen Langzeitfolgen der mesenchymalen
Stammzellen wurden bei deren EZVs bisher nicht beobachtet. Zudem sind sie als nicht
teilungsfahige Zellpartikel problemlos ad hoc einsetzbar. Eine EZV-Therapie zur Abmil-
derung des IRl und damit Erweiterung des Spenderpools scheint ein sehr vielverspre-
chender Ansatz zu sein. In vivo Experimente am Menschen waren nach weiterer experi-
menteller Grundlagenforschung der nachste Schritt zu einer standardisierten klinischen

Anwendung.
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V. Zusammenfassung

Der hepatische Ischamie-Reperfusionsschaden stellt ein groRes Problem in der Trans-
plantations- und Leberchirurgie dar: Insbesondere durch Fibrose, Steatose oder Entzlin-
dungsprozesse vorgeschadigte Organe zeigen eine erhdhte Vulnerabilitat fiir den Reper-
fusionsschaden. Protektive Effekte einer Therapie mit mesenchymalen Stammzellen auf
verschiedene Organsysteme wie Herz, Lunge oder Nieren konnten bereits gezeigt wer-
den. Ein direkter Vergleich mit den morphologisch sehr ahnlichen Fibroblasten wurde
bisher nicht durchgefiihrt. In Vorarbeiten zeigten sowohl mesenchymale Stammzellen
als auch Fibroblasten eine regenerationsférdernde Wirkung durch Abmilderung von
Zellschaden und Steigerung der Zellproliferation. Diese Wirkung scheint nach aktuellem
Forschungsstand nicht durch zellgebundene, sondern parakrine Effekte vermittelt zu
werden. Eine praemptive Injektion von Extrazellulirvesikel aus dem Uberstand von Zell-
kulturen zeigte dhnliche Effekte wie eine Therapie mit Stammzellen. Das in dieser Arbeit
durchgefiihrte Tierversuchsmodell basiert auf einer chirurgisch induzierten 70% Ischa-
mie der Mausleber mit praemptiver Injektion von mesenchymalen Stammzellen, Fib-
roblasten, sowie deren jeweilige Extrazelluldrvesikel. Die Auswertung des Ischamie-Re-
perfusionsschadens und der Leberzellregeneration erfolgte anhand histologischer und
immunhistochemischen Farbungen. Die Beobachtung erfolgte als bisher einzige For-
schungsarbeit zu diesem Thema bis in die Spatphase des Ischamie-Reperfusionsscha-
dens nach 72 Stunden. Eine praemptive Therapie mit mesenchymalen Stammzellen und
deren Extrazellularvesikeln verringerte den Leberzellschaden, gemessen anhand der Se-
rumtransaminasenspiegel und Auspragung der Nekroseflache innerhalb Ischdmie-expo-
nierter Leberabschnitte, und konnte die Leberzellregeneration durch vermehrte Ausbil-
dung von Lipid-Microdroplets und erhdhte Zellproliferationsraten der Hepatozyten bis
in die Spatphase des Ischamie-Reperfusionsschadens beschleunigen. In Tieren mit einer
praemptiven Injektion von Fibroblasten und deren Extrazellularvesikel konnten diese Ef-
fekte nicht nachgewiesen werden. Es konnte kein Unterschied zwischen einer Therapie
mit mesenchymalen Stammzellen und deren Extrazellularvesikeln festgestellt werden.

Dies unterstitzt die in anderen Forschungsarbeiten bereits postulierte Hypothese, dass
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die therapeutischen Effekte der Stammzellen nicht zellgebunden, sondern primar pa-
rakriner Natur sind. Da die Therapie mit mesenchymalen Stammzellen aufgrund von
moglichen Nebenwirkungen wie einer onkogenen Potenz, Immunreaktionen, Embolien
nach Injektion oder auch Absiedelung als organfremde Inseln in anderen Organen um-
stritten sind, gelten deren Extrazellularvesikel als vielversprechende Alternative. Die ein-
fache Lagerung und dadurch sofortige Verfligbarkeit stellt einen weiteren Vorteil gegen-
Uber der Therapie mit Stammzellen in der klinischen Anwendung dar. Fiir die Translation
einer EZV-basierten Therapie in die klinische Praxis missen jedoch weitere Hiirden liber-
wunden werden. Dazu gilt es das optimale Protokoll fiir die Gewinnung, Isolation und
Lagerung von EZV zu identifizieren. Weiterhin bedarf es der Entwicklung eines Tests, um
die Potenz und Wirksamkeit einer jeden EZV-Charge zu Uberprifen. Aus diesem Grund
laufen derzeit nur wenige und kleine klinische Studien aulRerhalb Europas, die therapeu-

tische Effekte von allogenen MSC-EZV bei verschiedenen Erkrankungen untersuchen.
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