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The identification of resident stem cells in the gallbladder and liver has great importance 

for  basic  biology  and  cellbased  therapy.  However,  there  is  a  paucity  of  data  regarding 

gallbladder stem cells, especially in humans. In addition, the isolation of liver stem cells has been 

controversial in particular their ability to robustly generate hepatocytes that can engraft in vivo. 

The differences between gallbladder cells that are part of the extrahepatic bile duct system and 

intrahepatic bile duct cells have not yet been explored. Finally, the identification of gallbladder 

stem cells could represent an alternative source of hepatocytes for cellbased therapy to cure end 

stage  liver disease. This  is because gallbladder and  liver cells are developmentally  related and 

the removal of adult human gallbladders is relatively common surgery, thereby providing a large 

source of donor tissue.  

In  this  study,  we  focus  on  developing  in  vitro  expansion  and  differentiation  assays  to 

evaluate  bile  duct  stem  cells,  but  focus  on  the  adult mouse  and  fetal  human gallbladders. We 

were  able  to  successfully  isolate  and  expand  a  resident  epithelial  stem  cell  from  adult mouse 

gallbladder and intrahepatic bile duct system. Furthermore, we show that these cells are distinct 

or unique from each other. In addition, we have identified cell surface markers that can be used 

for the prospective isolation of candidate fetal human gallbladder stem cells and have determined 

that  these cells have distinct phenotypic profiles compared  to intrahepatic bile duct cells. Last, 

we  identified  candidate  transcription  factors  that  can  be  used  for  the  reprogramming  of 
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gallbladder  stem cells  into hepatocytes. These experiments  set  the  stage  for  future  studies  that 

could have important ramifications for cellbased therapy for liver disease.  
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1.0   INTRODUCTION 

1.1  ANATOMY AND FUNCTION OF THE BILE DUCT SYSTEM 

The bile duct system is divided into two parts: the intra and extrahepatic bile duct systems. The 

intrahepatic bile duct (IHBD) cells are epithelial cells that line the luminal spaces –bile ducts 

within  the  liver  through which bile  is  transported  from the  liver  to  the extrahepatic bile ducts 

(EHBDs) (1). The EHBD system consists of the common hepatic duct, gallbladder, cystic duct 

and common bile duct  (CBD)  (2,  3). Bile  is  concentrated  and  stored  in  the gallbladder,  from 

where it is pumped through the CBD into the duodenum (4, 5). The gallbladder therefore plays 

an  important  role  in  the  digestive  process.  However,  this  role  appears  to  be  dispensable,  as 

cholecystectomy or removal of the gallbladder, does not have major longterm consequences on 

the health of  the organism. This apparently nonessential  function of  the gallbladder has been 

discussed as early as 1922, when McMaster determined that rats, horses, doves and deer among 

other  animals  do  not  possess  gallbladders  (6).  Till  today  the  complete  functions  of  the 

gallbladder and why animals without one live normal lives, are not well understood.  The bile 

duct system itself was formerly thought to be a mere conduit of bile. However, it has recently 

become clear that bile duct cells have important secretory functions and modify the content of 

bile  (7),  and might also play a  role  in mucosal  immunity  (8).  In all,  the basic biology of bile 

duct cells is not well understood. In this study, we focus on resident stem cells in the IHBD and 
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EHBD systems, compare them to each other, and evaluate the potential therapeutic significance 

of gallbladder stem cells, in order to better elucidate bile duct biology. 

1.2  DEVELOPMENT OF THE BILE DUCT SYSTEM 

The  liver,  EHBD  system  and  the  ventral  pancreas  develop  from  the  posterior  ventral  foregut 

endoderm  (911).  The  liver  primordium  is  formed  by  the  closure  of  the  lateral  and  medial 

endodermal domain of  foregut  (11),  followed by  its evagination  into  the  septum  transversum, 

which  is  the  mesenchymal  tissue  located  between  the  cardiac  mesoderm  and  the  ventral 

endoderm (10). The ventral pancreas is induced in the lateral endodermal cells that are caudal to 

the  hepatic  endoderm.  Both  these  events  occur  under  the  inductive  effects  of  neighboring 

mesenchymal cells (10) at embryonic day (ED) nine and three weeks in the mouse and human 

respectively. 

1.2.1  Developmental link between the EHBD system and ventral pancreas 

The cranial portion of  the  liver primordium after  its  evagination  into  the  septum  transversum 

gives rise to the liver including the IHBD cells, while the caudal portion is thought to give rise 

to the EHBD system (9, 12).  However, this notion is based on histological data that show that 

EHBD and IHBD systems develop together. The exact mechanism of development and the cell

intrinsic factors by which the IHBD and EHBD segregate have heretofore been unclear.  

Sumazaki et al. (13) have noted gallbladder agenesis and ectopic pancreatic tissue in the 

CBD  in  Hairy  and  Enhancer  of  split  homology1  (Hes1)  deficient  mice.  Fukuda  et  al.  (14) 
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corroborated  these  data  in  a  later  study where  they  observed  ectopic  pancreatic  tissue  in  the 

CBD  of  Hes1knockout  mice.  To  an  extent,  these  data  are  not  surprising  as  HES1  is  a 

downstream  effector  in  the  Notch  signaling  cascade,  and  the  Notch  pathway  is  well 

characterized as being important for bile duct development (15, 16).  What is interesting about 

these studies  is  the apparent difference  in  IHBD and EHBD ontogeny.  In both  reports,  IHBD 

system development appeared normal though the connection to the CBD was lacking (13, 14). 

Moreover,  the  authors did not observe pancreatic  cells  in  the developing  IHBD,  suggesting a 

shared  ontogeny  between  the  EHBD  and  the  ventral  pancreas.  This  possibility  is  further 

supported  by  reports  of  congenital  defects  in  humans wherein  both  the  pancreas  and  EHBD 

system are affected (1719).  

1.2.2  IHBD and EHBD systems develop from separate progenitors 

This  shared  ontogeny  between  the  EHBD  system  and  ventral  pancreas  has  been  much 

elucidated in a recent study by Spence et al. (20).  The authors used a Pancreatic and Duodenal 

homeobox1  (PDX1)Cre mouse  to demonstrate  that hepatocytes and  IHBD cells derive  from 

PDX1 cells while EHBD cells and ventral pancreas derive from PDX1+ cells. They found that 

SRY  (sex  determining  region)box  (SOX)17  controlled  the  specification  of  the  EHBD  and 

pancreatic  cells  from  PDX1+  cells  and  this  specification  required  HES1.  SOX17  lossof

function at ED 8.5 resulted in gallbladder agenesis and the presence of ectopic pancreatic tissue 

(PDX1+ cells) in the EHBD. Conversely SOX17 gainoffunction at ED 9.5 resulted in ectopic 

ductal tissue (SOX17+ cells) in the developing pancreas. In both the foregoing conditions, the 

IHBD system was not affected. The  regulation of SOX17 expression and  its  interaction with 

HES1  and  PDX1  have  yet  to  be  completely  understood.  However,  these  data  definitively 
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demonstrate  that  during  murine  development,  the  IHBD  and  EHBD  systems  originate  from 

distinct progenitor cells.  

1.2.3  Developmental Diseases of the bile duct system 

The most common developmental defect of the bile duct system is biliary atresia, wherein the 

bile ducts exhibit improper development resulting in their eventual obstruction and destruction 

(2123). Biliary atresia presents in the neonatal period but the etiology remains unclear and the 

only  cure  is  liver  transplantation.  Subsequently,  it  is  the most  common  indicator  of  pediatric 

liver  transplant (24). Another common developmental disorder  is Alagille syndrome, which  is 

autosomaldominant  and  primarily  characterized  by  a  paucity  of  bile  ducts,  resulting  in  bile 

accumulation in the liver (23). While it  is known that mutations in the Notch ligand Jagged1 

are responsible for the majority of patients with this disease (25, 26), the overall etiology of the 

disease is unknown. Subsequently, the only cure for Alagille syndrome is liver transplantation. 

Overall,  the characterization of  resident  stem cells  in  the  IHBD and EHBD systems has great 

importance  for  better  understanding  bile  duct  developmental  disorders,  designing  therapeutic 

strategies to eliminate them, and elucidating the differences between IHBD and EHBD cells. 
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1.3  STEM CELLS IN THE GALLBLADDER 

1.3.1  Heterogeneity in the gallbladder epithelium 

Understanding of  the heterogeneity of parenchymal cells within an organ and how these cells 

interact during homeostasis is essential to the characterization of the resident stem cells in that 

organ. The epithelium of  the adult mouse and human gallbladders consist of a single  layer of 

columnar  epithelial  cells  (27).  In  the  human  gallbladder,  RokitanskyAschoff  (RA)  sinuses, 

which  are  invaginations  of  the  epithelial  cells  through  the  muscle  layer  into  the  subserosal 

connective tissue have been identified by histology (28). However, RA sinuses are considered 

to  represent  early pathological  changes  in  the gallbladder as  their presence has been noted  in 

gallbladder  cancer  (29,  30)  and  in  gallstones  (31,  32).  Their  existence  in  the  uninjured 

gallbladder is controversial.  

Four  types  of  epithelial  cells  that  have  been  characterized  in  the  mouse  and  human 

gallbladders   Principal cells, Brush cells, Pencilshaped cells,  and Granular cells – of which, 

Principal  cells  are  the most  numerous  (33),  followed  by  Brush  cells  (34,  35).  However,  the 

discrimination  of  each  cell  type  from  the  others  has  only  been  performed  by  electron 

microscopy  (33,  36)  and  there  are  no  available markers  for  their  isolation. As  a  result,  their 

function in the gallbladder and role in tissue homeostasis are not well understood.  

1.3.2  Selfrenewal of the gallbladder epithelium 

The rate of selfrenewal in the human gallbladder epithelium during normal homeostasis is very 

low (37). In addition, autoradiographic studies using 3Hthymidine in guinea pig, mice, hamster 
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and rabbit gallbladders indicate that selfrenewal potential is spread fairly evenly over the entire 

epithelium (37). Selfrenewal potential has also not been linked to a specific epithelial cell type 

in the gallbladder.  

1.3.3  Stem cells in the EHBD system  

There are few reports of the identification of stem cells in the EHBD system, and specifically in 

the  gallbladder.  Irie  et  al.  (38)  observed  ckit+  cells  in  the  mouse  CBD  and  gallbladder 

following  bile  duct  ligation  (BDL)  that  expressed  albumin  and  cytochrome  P450  enzymes. 

These cells engrafted into livers of mice injured with carbon tetrachloride (CCl4) and onethird 

partial hepatectomy, suggesting that they were capable of hepatocyte differentiation. However, 

this  study  does  not  mention  the  presence  ckit+  cells  in  the  uninjured  EHBD,  which makes 

evaluating the origin of these cells difficult.  

Recently,  there  have been  reports  indicating  that  peribiliary glands  (PBGs)  in  the bile 

duct  system  are  a  reservoir  for multipotent  stem  cells  that  are  capable  of  differentiation  into 

hepatocytes,  bile duct  cells  and pancreatic  islets  (3,  39). PBGs are mucus  secreting  epithelial 

cells buried in the bile duct walls and are mostly found in the CBD and the Ampulla of Vater 

(4042). They  express  the  transcription  factors SOX9, SOX17  and PDX1  (39)  and  contain 

cells capable of differentiation  into hepatocytes, bile ducts,  and glucoseresponsive pancreatic 

islets in vitro and in vivo (3). However, these reports while interesting, fall short of definitively 

identifying  the  initial  cell  population  isolated  from  the  primary  tissue.  Furthermore,  the 

gallbladder  does  not  contain  PBGs  (3).  Therefore,  there  is  a  clear  paucity  of  data  for  the 

identification of stem cells in the gallbladder.  
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1.3.4  Stem cells in gallbladder cancer 

Gallbladder cancer (GBC) is a rare cancer but is the most common malignancy of the bile duct 

system  (43). The  etiology of  this  disease  is  not well  understood  and  the only  current  clinical 

treatment for GBC is resection of the organ. Furthermore, even with advancements in surgical 

technique,  the  fiveyear  survival  rate  of  patients  with  advanced  GBC  is  only  10%  (44,  45). 

Similar  to  the  normal  gallbladder,  there  is  a  dearth  of  data  for  identification  of  stem  cells  in 

GBC.  

Two recent reports have shed some light on the celloforigin in GBC. In 2010 Shi et al. 

(46) demonstrated  that primary human GBC consisted of a discrete Cluster of Differentiation 

(CD) 44+CD133+ subpopulation of cells that was enriched for spheroid formation in vitro, and 

tumor  formation  in  vivo.  Interestingly,  these  cells  were  also  significantly  chemoresistant  to 

gemcitabine and 5fluorouracil, two standard chemotherapeutics. These data were corroborated 

by  another  study  where  the  authors  found  CD133+  cells  from  primary  human  GBC  to  be 

enriched in spheroid formation, tumor initiation and chemoresistance (47). Therefore, it appears 

that  GBC  contains  specific  tumorinitiating  cells,  which  would  need  to  be  targeted 

therapeutically.  However,  a  thorough  understanding  of GBC  cancer  stem  cells  would  not  be 

complete without first elucidating stem cells in the uninjured gallbladder. 
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1.4  STEM CELLS IN THE IHBD SYSTEM 

1.4.1  Heterogeneity of IHBD cells 

The liver is composed of two major parenchymal cell types: hepatocytes and IHBD cells. The 

bile ducts begin with the Canal of Hering within the hepatic lobule, and progressively increase 

in  diameter  into  a  system  of  interlobular,  septal,  area,  segmental  and  hepatic  ducts  that 

eventually  join with  the EHBD system (1, 48).  IHBD cells  that  line  the Canals of Hering are 

small,  cuboidal  cells with  high  nuclear  to  cytoplasmic  ratio  (49,  50). By  contrast,  larger  bile 

ducts are lined by columnar epithelial cells that have low nuclear to cytoplasmic ratios, apical 

Golgi  apparatus  and  relatively  abundant  rough  endoplasmic  reticulum.  Beyond  morphology, 

small  and  large  IHBD  cells  differ  by  gene  expression  pattern  and  response  to  injury  such  as 

BDL (51, 52). These data have led to the notion that small IHBD cells may represent committed 

bile duct progenitor cells that give rise to the large IHBD cells upon injury (50).   

1.4.2  Selfrenewal of IHBD cells 

The rate of selfrenewal of IHBD cells  in the normal uninjured liver  is known to be very low 

(50). Autoradiographic studies using 3Hthymidine  in rats have shown that  the  label retaining 

cells in situ is <1% (53, 54) suggesting that the rate of selfrenewal is very low. Furthermore, it 

is generally believed that during homeostasis in the uninjured liver, new hepatocytes and IHBD 

cells are generated by duplication of each respective epithelial cell type (5558). However, in a 

recent study Furuyama et al. (59) using SOX9 transgenic mouse, which labels most of if not all 

IHBD  cells,  demonstrated  that  new  hepatocytes  derive  from  IHBD  cells.  These  data  were 
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contradicted in another more recent paper that used an adenoviral labeling system in the adult 

mouse  to  specifically  labels  hepatocytes. Malato  et  al.  (60)  determined  that  new  hepatocytes 

derive  from hepatocytes. Both  these  studies use  stateofthe  art  tools  such as  transgenic mice 

and viral serotypes that afford good target cell specificity and low toxicity, and provide direct 

evidence  for  their  respective  conclusions.  Yet  the  stark  difference  in  these  conclusions 

highlights much of  the disagreement surrounding our current knowledge of  liver homeostasis, 

which extends to studies of liver stem cells.  

1.4.3  Stem cells in the IHBD system 

The presence of a stem cell distinct from IHBD cells and hepatocytes in the uninjured liver is 

hotly debated because hepatocytes themselves respond to tissue injury such as twothirds partial 

hepatectomy (58).  It  is  thought  that  stem cells do not have a  significant  role  to play  in  tissue 

repair and maintenance unless this foregoing ability of hepatocytes is blocked, and most studies 

involving liver stem cells focus on such liver injury models. Using these models, the Canals of 

Hering have been identified as a potential stem cell niche as long ago as 1958 (61). In a much 

more recent report, Kuwahara et al. (62) use a label retention assay to identify the regenerative 

cells during liver injury. They find that all the candidate stem cell niches localize to or around 

the Canals of Hering. However, correlating these data to the uninjured liver and the subsequent 

identification of stem cells has proved difficult.  

There are a  few studies of  the prospective  identification of stem cells  in  the uninjured 

adult mouse and human livers (6373). Suzuki et al. (69) and Qiu et al. (70) used CD133 and 

CD24 expression respectively, to isolate candidate stem cells from normal adult mouse livers. 

In both reports, the isolated cell populations expanded in vitro and appeared to differentiate into 
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hepatocytes. More recently, Dorrell et al. (72) used specific antibodies developed in house (74) 

along with CD133 expression,  to  identify a  subpopulation of nonhepatocyte  small  liver cells 

capable of in vitro expansion and hepatocyte differentiation.  

Schmelzer et al. (63, 66) used EpCAM, CD56, CD133 and CD44 expression to separate 

candidate liver stem cells from both fetal and adult human livers. The authors report that these 

cells  exhibit  weak  albumin  expression,  are  negative  for !fetoprotein  (AFP)  and  are  able  to 

generate hepatocytes in vivo. Remarkably, the number of these stem cells stayed constant from 

development into adulthood. In a later study, the authors found that these stem cells were also 

highly enriched for telomerase expression adding an additional marker that can be used for their 

isolation  (73).  While  interesting,  these  studies  suffer  from  the  same  general  problems.  The 

specific markers used usually costain with IHBD cells in the liver confusing interpretation of 

the  results.  Expansion  of  the  stem  cells  was  not  completely  homogeneous  but  contained 

contaminating  mesenchymal  cells,  making  the  discernment  of  a  resident  epithelial  stem  cell 

difficult. Finally, the hepatocyte differentiation observed with these cells was inconclusive and 

occurred at very low frequencies. This could be for various reasons, beginning with the lack of a 

definitive in vitro hepatocyte differentiation protocol. However, it could also be because these 

candidate  stem  cells  are  not  capable  of  de  novo  hepatocyte  differentiation.  In  all,  the 

identification of a liver stem cell is inconclusive and consequently, there are no specific markers 

for its isolation. 



  11 

1.5  BILE DUCT STEM CELLS AS CELLBASED THERAPY FOR LIVER 

DISEASE 

Liver disease affects a large part of western society and is among the top causes of death in the 

US  (75).  Roughly  10%  of  all  Americans  suffer  from  liver  disease.  In  addition,  170  million 

people worldwide and 4 million in the US are infected with Hepatitis C (76), which is a major 

cause of liver failure in the US (77). Currently the only widespread treatment for chronic liver 

disease is orthotopic liver transplantation (OLT). However, there are over 17,000 people on the 

waiting  liver  for  a  transplant  and  only  5,000  available  donors  (78).  In  addition,  OLT  is  an 

expensive  procedure  that  not  everyone  can  afford.  One  alternative  to  OLT  is  hepatocyte 

transplantation, which has had some clinical success (79), but is limited by a shortage of donor 

livers and by the inability of hepatocytes to expand in vitro. For these reasons, alternative cell

based therapies are being pursued to treat liver disease. One such alternative is a liver stem cell. 

However,  as  described  before  the  identification  of  these  cells  has  been  controversial.  In 

addition,  their  differentiation  into  hepatocytes  in  vivo  has  not  been  definitively  proven.  Last, 

availability of donor liver stem cells could be hampered by similar limitations that hamper the 

availability of donor hepatocytes. This problem of availability can be circumvented by the use 

of a more readily available tissue stem cell such as a gallbladder stem cell.  

The  gallbladder  is  considered  to  be  a  nonvital  organ  and  is  removed  during  surgery. 

Since  laparoscopic  cholecystectomy  became  clinically  available  in  1989,  the  removal  of  the 

gallbladder has become  routine with 500,000 – 600,000  surgeries every year  (80). This  sheer 

volume  of  available  tissue  therefore  presents  exciting  opportunities  for  candidate  cellbased 

therapy.  
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1.5.1  Differentiation of mouse gallbladder cells into hepatocytes 

Mouse gallbladder epithelial cells have been shown to differentiate into hepatocytelike cells in 

vitro (81). In this study, the authors cultured mouse gallbladder cells in transwell inserts above a 

layer of myofibroblast feeder cells, a technique that supports expansion of epithelial cells (82). 

Following  in  vitro  expansion,  gallbladder  epithelial  cells  were  grown  between  collagen  and 

matrigel in the presence of epidermal growth factor (EGF), hepatocyte growth factor (HGF) and 

dexamethasone (Dex). In these conditions, the authors noted the upregulation of the hepatocyte 

markers,  hepatocyte  nuclear  factor  alpha  (HNF4!)  and  albumin.  The  functionality  of  these 

hepatocytelike cells was determined by bile acid synthesis, uptake of  lowdensity  lipoprotein 

and  benzodiazepine  metabolism  (81).  This  study  established  a  proofofconcept  for  the 

differentiation of gallbladder cells into hepatocytes.   

In  a  later  study,  the  same group observed  engraftment  of  freshly  isolated  and  in  vitro 

expanded  gallbladder  cells  in  the  livers  of  nonobese  diabetic  (NOD)/  severe  combined 

immunodeficiency  (SCID)  mice  (83).  However,  this  engraftment  was  possible  only  with 

tremendous  injury  to  the  recipient  liver.  Even  then  reported  engraftment  was  only  1.94%  ± 

2.18%, with the majority of donor cells engrafting in the IHBD system (83). Therefore, the de 

novo differentiation of gallbladder cells into hepatocytes does not appear to be very frequent or 

robust.  

1.5.2  Directed differentiation of somatic cells into hepatocytes 

Two  recent  studies  in  2011  have  detailed  the  reprogramming  of  mouse  fibroblasts  into 

hepatocytelike  cells  using  specific  transcription  factors  (84,  85).  In  both  reports,  the  authors 
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began by overexpressing transcription factors  that play a role in liver development,  in mouse 

fibroblasts and eliminated those that did not give rise to a hepatic phenotype (10, 86, 87). In the 

first study, Huang et al. (84) observed that overexpression of GATA4, HNF1! and Forkhead 

box  A3  (FOXA3)  in  p19Arfnull  (p19Arf  is  a  cell  cycle  inhibitor)  adult  mouse  fibroblasts, 

converted  them  into  induced  hepatocytelike  (iHep)  cells.  iHep  cells  exhibited  hepatic 

morphology  and  expressed  hepatic  genes. Moreover,  they  were  able  to  significantly  (~80%) 

engraft and rescue five out of twelve fumarylacetoacetatehydolase deficient (Fah/) mice. Fah

/  mice  are  defective  in  tyrosine  metabolism  and  require  the  drug  2(2nitro4trifluoro

methylbenzyol)1,3cyclohexanedione  (NTBC)  to  survive  (88, 89). Removal of NTBC results 

in progressive liver failure and the Fah/ mouse represents a model of inducible liver failure.  

In the second study, Sekiya et al. (85) observed that overexpression of combinations of 

two  transcription  factors –HNF4!  and  either FOXA1, FOXA2 or FOXA3  in  embryonic and 

adult mouse fibroblasts resulted in iHep cells. Similar to the previous study, the authors found 

that  the  iHep  cells  resembled  hepatocytes  in  morphology  and  gene  expression  patterns  and 

rescued significant (40%) numbers of transplanted Fah/ mice. Both these studies confirm that 

somatic  cells  can  be  successfully  reprogrammed  into  functional  hepatocytes  capable  of 

engraftment  in  vivo.  Furthermore,  they  suggest  that  reprogramming  is  more  effective  with 

specific transcription factors than defined culture conditions.  

1.6  TECHNIQUES TO EVALUATE BILE DUCT STEM CELLS 

Stem cells  are  typically defined as undifferentiated cells  that  can  selfrenew at  the  single cell 

level and form lineage committed progeny (90, 91). Satisfying this definition within the context 
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of  the  bile  duct  system  is  difficult  for  various  reasons.  First  there  are  no  reports  that  show 

definitive expansion of bile duct cells  from single cells.  In addition,  lineage commitment of a 

stem  cell  is  hard  without  a  full  understanding  of  the  heterogeneity  of  epithelial  cells  in  the 

native  organ  as  is  the  case  with  the  gallbladder.  In  the  uninjured  liver,  the  presence  of  a 

population of stem cells distinct from general bile duct cells is controversial because there are 

no specific cell surface markers to isolate these stem cells; those markers that do exist costain 

with IHBD cells. In addition, given the confusion over normal turnover in the liver and the lack 

of definitive hepatocyte and bile duct differentiation protocols, the plasticity of liver stem cells 

or IHBD stem cells is hard to define.  

1.6.1  Feeder cells for in vitro expansion of bile duct cells  

Stem cells are defined by their ability for single cell selfrenewal, which can be assessed by in 

vitro  expansion  given  the  appropriate  culture  conditions.  Recent  reports  have  employed  the 

STO cell line and primary angioblast cells as feeder cells to expand and characterize liver stem 

cells (63, 92, 93). In addition, primary human myofibroblast cells have been used as feeders to 

expanded human  (94) and mouse  (82) gallbladder cells. However, definitive  singlecellbased 

expansion of these cells was not reported in these studies. Furthermore, many of these feeders 

do  not  enrich  for  epithelial  cells.  Therefore,  in  vitro  expanded  cultures  were  not  a  pure 

population of resident  liver stem cells or gallbladder epithelial cells complicating downstream 

studies.  

In  order  to  identify  feeder  cells  that  would  support  robust  expansion  of  bile  duct 

epithelial cells, the growth of fetal liver cells was screened on up to 40 commercially available 

feeder cell lines  (personal communication, Dr. Eric Lagasse). Lethally irradiated cells of the rat 
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mammary tumor cell line LA7 were found to support robust expansion of fetal hepatoblasts and 

IHBD cells  (unpublished data).  In 1984, Ehmann et  al.  (95) used LA7 feeder  cells  to  expand 

mouse  mammary  epithelial  cells.  Since  then,  these  feeder  cells  have  been  used  to  culture 

porcine (96) and human normal and tumorigenic bladder (97) epithelial cells and more recently 

in our lab, human colon cancer cells (98). It appears that these cells support expansion of ductal 

epithelial cells and represent a viable system to evaluate single cell selfrenewal. 

1.6.2  Colony forming assays to evaluate bile duct stem cells 

Stem  cells  are  defined  by  their  ability  for  selfrenewal,  i.e.  to  form  colonies.  Therefore,  the 

frequency  of  cells  capable  of  forming  colonies  is  a measure  of  the  frequency  of  stem  and/or 

progenitor  cells.  The  limiting  dilution  analysis  (LDA)  assay  gives  a  statistically  relevant 

estimate  of  the  frequency of  colony  forming  cells  (99). The LDA  is  an  assay  to quantify  the 

frequency of a  subpopulation of cells with a  specific biological  function.  In  the evaluation of 

stem cells, biological activity is typically defined as the ability to form a colony and the LDA 

serves to quantify stem and progenitor cells. The LDA was key to the isolation of hematopoietic 

(100) and neural stem cells (101). Therefore, the LDA can be used to separate a subpopulation 

of  cells  that  forms  colonies  from  one  that  does  not.  Cell  surface markers  that  select  for  the 

former  subpopulation  could  be  termed  stem  cell  markers  as  they  enrich  for  colony  forming 

ability. This is important for bile duct stem cells, as there are no definitive cell surface markers 

for  IHBD and gallbladder stem cells. The LDA could  therefore be used  to evaluate candidate 

bile duct stem cell markers. 
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1.7  SPECIFIC AIMS 

The identification of bile duct stem cells holds great promise for basic biology and cellbased 

therapy. Resident stem cells in the gallbladder are to date, unexplored. In addition, there are no 

definitive markers to identify IHBD stem cells. Developmentally, the IHBD and EHBD systems 

have been shown to arise from separate progenitor cells (20). The characterization of and direct 

comparison between adult gallbladder and IHBD stem cells would shed light on whether these 

two  cell  types  remain  different  postnatally.  It would  also  help  elucidate  separate  functions  if 

any, of IHBD and gallbladder cells.  

The  identification of bile duct  stem cells  and  specifically gallbladder  stem cells  could 

have significant  ramifications  for  the  treatment of chronic  liver disease. This  is based on  two 

premises. First,  the gallbladder  is  a nonessential organ and  laparoscopic cholecystectomy  is  a 

routine  procedure  accounting  for  ~25%  of  all  surgeries  and  resulting  in  500,000  –  600,000 

discarded gallbladders every year (80). In addition, the gallbladder and hepatocytes are derived 

from the ventral foregut endoderm (12). Based on this related ontogeny, we hypothesize that it 

would be  relatively easier  to  reprogram a gallbladder  cell  into  a hepatocyte,  than a  fibroblast 

into  a  hepatocyte.  Furthermore,  as  stem  cells  are  more  amenable  to  reprogramming  than 

differentiated cells (102), we propose to attempt hepatic reprogramming with gallbladder stem 

cells.  

It  was  my  goal  to  isolate  and  characterize  resident  stem  cell  populations  in  the 

gallbladder  and  IHBD  system  and  compare  them  to  each  other.  In  addition,  I  used 

microarray  analysis  to  identify  transcription  factors  that  can  be  used  for  the  directed 

differentiation  or  reprogramming  of  gallbladder  stem  cells  into  hepatocytes.  My 
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hypothesis  was  that  there  is  a  resident  stem  cell  in  the  gallbladder  that  is  distinct 

compared to IHBD cells, and can be easily reprogrammed into hepatocytes.  

1.7.1  Specific Aim 1: Isolation and expansion of a unique stem cell population from adult 

mouse gallbladder 

Adult mouse gallbladder cells were expanded  in  vitro  on  lethally  irradiated LA7  feeder cells. 

Using  LDA,  I  identified  cell  surface  markers  that  enriched  for  colony  forming  ability 

specifically  from  single  cells.  I  evaluated  the  ability  of  the  stem  cell  enriched  populations  to 

expand  and  differentiate  in  vitro.  Differentiation  was  assessed  in  a  novel  threedimensional 

matrigel based assay. Finally  the phenotypes and expression profiles of gallbladder stem cells 

and IHBD cells were compared by flow cytometry and microarray analysis, respectively.  

1.7.2  Specific Aim 2: Isolation and expansion of unipotent IHBD stem cell population 

from adult mouse liver 

Adult mouse IHBD cells were expanded in vitro on lethally irradiated LA7 feeder cells. Using 

LDA,  I  attempted  to  identify  cell  surface  markers  that  enriched  for  colony  forming  ability 

specifically  from  single  cells. Using  assays  developed  for  the  evaluation  of  gallbladder  stem 

cells,  I  evaluated  the  stem  cell  properties  of  singlecell  selfrenewal  and  differentiation  of 

expanded IHBD cells. Finally  the plasticity of  IHBD cells  to differentiate  into hepatocytes de 

novo was tested in Fah/ mice.  
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1.7.3  Specific Aim 3: Isolation and expansion of a unique stem cell population from fetal 

human gallbladder 

Fetal  human gallbladder  cells were  expanded  in  vitro  on  lethally  irradiated LA7  feeder  cells. 

Using  LDA,  I  identified  cell  surface  markers  that  enriched  for  colony  forming  ability 

specifically  from  single  cells. Using  assays  developed  for  the  evaluation  of  gallbladder  stem 

cells,  I  evaluated  the  stem  cell  properties  of  singlecell  selfrenewal  and  differentiation  of 

candidate gallbladder stem cells.  

1.7.4  Specific Aim 4: Preliminary differentiation of mouse gallbladder stem cells into 

hepatocytes  

In preliminary experiments, the ability of adult mouse gallbladder stem cells (Specific Aim 1) to 

differentiate  into hepatocytes was  tested in  the culture system developed by Kuver et al. (81). 

Hepatocyte  differentiation  was  evaluated  by  reverse  transcriptase  polymerase  chain  reaction 

(RTPCR) for albumin and a bile duct marker, cytokeratin (CK) 19. This establishes a proofof

concept  for differentiation of gallbladder  stem cells  into hepatocytes. Microarray experiments 

with total gallbladder cells, gallbladder stem cells and hepatocytes were then performed in order 

to determine which  transcription  factors can be used  to  reprogram gallbladder  stem cells  into 

hepatocytes.  
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2.0   IDENTIFICATION AND EXPANSION OF A UNIQUE STEM CELL 

POPULATION FROM ADULT MOUSE GALLBLADDER 

2.1  INTRODUCTION 

Understanding the resident stem cell populations of the biliary system has great importance for 

basic  biology  and  biliary  diseases.  The  biliary  tree  is  divided  into  the  intrahepatic  and 

extrahepatic biliary systems. The latter consists of the gallbladder, cystic duct, and the common 

bile  duct  (1).  The  biliary  system  is  a  conduit  for  bile  to  be  transported  from  the  liver  to  the 

intestine.  The  gallbladder  in  turn  stores  the  bile  and  regulates  its  content  and  concentration, 

playing an important role in the digestive process (5, 103).  

 

While there has been a lot of recent interest in the liver stem cell field (104) there is still 

a paucity of data regarding gallbladder stem cells. The biliary system, hepatocytes and ventral 

pancreas develop from the ventral foregut endoderm (9, 10). Histological evidence suggesting 

that both intra and extrahepatic systems originate from the hepatic diverticulum has led to the 

hypothesis that they descend from the same progenitor cell. However, the cellintrinsic factors 

that result in their specification have heretofore been unclear. Recently, it has been shown that 

the progenitor cells that give rise to each system separate out during development (20). Using a 

Pdx1Cre mouse Spence  et  al.  (20)  demonstrated  that  the hepatocytes  and  IHBD cells  derive 
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from Pdx1 cells while  the EHBD cells and ventral pancreas derive  from Pdx1+ cells. Sox17 

controls  the  specification  of  the EHBD  and  pancreatic  cells.  Sox17  lossoffunction  embryos 

exhibit gallbladder agenesis and the presence of ectopic pancreatic tissue in the extrahepatic bile 

duct.  Conversely  Sox17  gainoffunction  results  in  ectopic  ductal  tissue  in  the  developing 

pancreas.  In both cases,  the  intrahepatic  system  is not  affected.  It  appears  that  the  IHBD and 

EHBD  cells  descend  from  separate  progenitor  cells  governed  by  separate  transcriptional 

cascades. It is therefore possible that adult IHBD and EHBD cells could be distinct as well. 

The aims of this study were to isolate and characterize stem cells from the adult mouse 

gallbladder and compare their phenotypic and expression profiles with IHBD cells. In addition 

to  basic  biology,  an  understanding  of  gallbladder  stem  cells  would  be  vital  to  the  study  of 

gallbladder  carcinoma,  a  rare  but  poorly  understand malignancy  (43)  and  congenital  diseases 

involving  biliary  dysmorphogenesis,  such  as  biliary  atresia  (21).  It  would  also  elucidate  the 

ontogeny of cells in the biliary system. 

Stem cells are defined as undifferentiated cells that can selfrenew at the single cell level 

and form lineage committed progeny (91). In this study, we use colony forming and single cell 

assays  along  with  a  morphogenesis  assay  to  characterize  an  EpCAM+CD49fhi  epithelial 

subpopulation  within  primary  mouse  gallbladder  that  has  stem  cell  characteristics.  The 

gallbladder stem cells can be propagated in vitro through longterm passage (>passage 20) and 

can  engraft  in  the  subcutaneous  space  of  recipient mice.  Last  the  gallbladder  stem  cells  and 

IHBD  cells  have  distinct  expression  profiles.  These  data  represent  one  of  the  first  reports  to 

isolate and characterize the resident stem cell population in the adult mouse gallbladder.  
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2.2  MATERIAL AND METHODS 

2.2.1  Gallbladder cell isolation and culture 

Gallbladder  cells  were  isolated  from  C57BL/6Tg  (UBCGFP)  30Scha/J  mice  (Jackson 

Laboratory, ME). Gallbladders were removed, cut  in half, rinsed  in HBSS to remove bile and 

incubated in EBSSA/10mM EGTA/1% HEPES for 10min. The tissue was treated with 1 mg/ml 

CollagenaseII  (Invitrogen,  CA)  +  100 "g/ml  of DNaseI  (Roche,  IN)  for  1  hour  followed  by 

0.25%Trypsin /0.1%EDTA (Fisher Scientific, MA) for 30 min to obtain a cell suspension. Cells 

were plated on irradiated feeders at ~8,000 cells/cm2 and grown in DMEM/F12 supplemented 

with  0.5%  FBS,  25"g/ml  gentamycin  (SigmaAldrich,  MO)  and  1%  InsulinTransferrin 

Selenium  (ITS)  (Mediatech,  Inc,  VA). When  cultures were  ~70%  confluent  (23 weeks  post 

plating), they were passaged by incubation with 10mM EGTA/1% HEPES followed by 0.25% 

Trypsin /0.1%EDTA (Mediatech Inc., VA). 

2.2.2  Preparation of feeder cells 

LA7 (ATCC: CRL2283™) cells were grown in DMEM/F12 supplemented with 5%FBS, 1% 

Pen/Strep  (Mediatech  Inc.,  VA),  50nM  Hydroxycortisone  (SigmaAldrich,  MO)  and  5"g/ml 

Insulin  (SigmaAldrich,  MO).  Cells  were  detached  from  the  dish  with 

0.25%Trypsin/0.1%EDTA  and  #irradiated  at  17,000  rads. Cell  culture  flasks were  seeded  at 

~70,000 cells/mm2 to generate a confluent monolayer of feeder cells.  
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2.2.3  Immunofluorescence 

Antibodies  against  EpCAM,  CK19,  CD49f  and  GFP  were  used  at  the  appropriate 

dilution in PBS (Table 1).  Sections were blocked with 0.5% milk and stained with either anti

rat or antirabbit Alexa Fluor® secondaries (Invitrogen, CA). Paraffin sections were stained with 

EpCAM according  to manufacturer’s  instructions.  Images were  taken using  an  IX71  Inverted 

microscope (Olympus, PA).  
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Table 1: Comprehensive list of antibodies by flow cytometry and 

immunohistochemistry/immunofluorescence 

 

Marker  Manufacturer  Dilution 
CD2PE  BD Biosciences  1:50 
CD3eAPC  BD Biosciences  1:50 
CD4PE  BD Biosciences  1:50 
CD5PE  BD Biosciences  1:50 
CD8aBiotin  BD Biosciences  1:50 
CD9Biotin  BD Biosciences  1:50 
CD11bAPC  BD Biosciences  1:50 
CD13PE  BD Biosciences  1:10 
CD14PE  BD Biosciences  1:10 
CD19PE  BD Biosciences  1:10 
CD26Biotin  AbD Serotec  1:25 
CD29APC  BioLegend  1:50 
CD31APC  BD Biosciences  1:50 
CD44PE  BD Biosciences  1:50 
CD45PE  BD Biosciences  1:10 
CD49f Uncon  BD Biosciences  1:100 
CD49ePE  BD Biosciences  1:10 
CD49fAPC  BD Biosciences  1:10 
CD54Biotin  BD Biosciences  1:50 
CD56APC  GeneTex Inc  1:50 
CD73PE  BD Biosciences  1:10 
CD81PE  BD Biosciences  1:50 
CD86PE  BD Biosciences  1:10 
CD95PE  BD Biosciences  1:50 
CD117APC  BD Biosciences  1:10 
CD121aPE  BD Biosciences  1:50 
CD132Biotin  BD Biosciences  1:50 
CD133Biotin  eBioscience  1:100 
CD166PE  eBioscience  1:10 
CK19  Gift from M. Grompe  1:300 
CXCR4PE  BD Biosciences  1:50 
DBABiotin  Vector Labs  1:450 
DlkPE  MBL International  1:50 
EpCAM Uncon  AbCAM  1:150 
EpCAM Uncon  BD Biosciences  1:50 
EpCAMPE  BioLegend 
EpCAMAPC 
EpCAMAPCCy7 
EpCAMBiotin  1:25 
F4/80Biotin  Caltag Laboratories  1:50 
GFP  AbCAM  1:300 
Gr1.1APC  BD Biosciences  1:50 
Sca1PE  BD Biosciences  1:50 
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SiglecF FPE  BD Biosciences  1:50 
TER119PE  BD Biosciences  1:10 
Qa1Biotin  BD Biosciences  1:50 

 

2.2.4  Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) Analysis 

Single cell suspensions were stained with appropriate antibodies (Table 2) at 1e6 cells/tube and 

analyzed on the BD FACSCanto or BD FACSAriaII. Singlet discrimination was performed as 

described  by  Wersto  et  al.  (105).  Postacquisition  analysis  was  carried  out  in  FlowJo 

(http://www.treestar.com).  Limiting Dilution Analyses  (106) were  performed  by  sorting  1,  5, 

10,  15,  25,  50,  100  and  500  cells/well  into  respective  rows  of  96well  plates  (Corning, NY) 

seeded with irradiated feeders. Colonies were scored after 34 weeks postplating and candidate 

stem cell frequencies of sorted subpopulations determined in LCalc™ (StemCell Technologies, 

Vancouver).  $2  statistics  for  group  differences  was  calculated  by  ELDA 

(http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/).  Index  Sorts  were  performed  in  CellQuestPro  (BD 

Biosciences, CA) by sorting single cells  into 96well plates. In clonogenic assays, single cells 

were sorted into 384well plates (Nalge Nunc International, NY) seeded with LA7 feeders (Sort 

Precision Mode: Y0P32Ph4S). 

 

 

 

 

 

http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/
http://www.treestar.com/
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Table 2: Phenotypic profile of gallbladder cells and IHBD cells 

Primary,  expanded  and  clonal  gallbladder  (GB)  cells  and  primary  IHBD  cells were  screened 

against  the 38 antibodies  in  the panel. For primary GB and  IHBD cells,  primary cell  isolates 

were costained with EpCAM to  identify epithelial cells. For expanded cells, GFP expression 

was  used  to  gate  out  feeder  cells.  Representative  data  for  clones  B21  and  clones  N12.  +: 

positive  expression;  :  negative  expression;  Het:  heterogeneous  expression  with 

negative/positive or high/low subpopulations; Low: weak yet distinct staining.  

 

Marker  Primary GB  Primary IHBD  Expanded GB (p6)  Clone B21 (p4)  Clone N12 (p4) 

 

 

 

 

 

 

 

CD2           
CD3e           
CD4           
CD5           
CD8a           
CD9  +  +  +  +  + 
CD11b           
CD13           
CD14           
CD19           
CD26  +/Low  +/Het  +/Low  +/Low  +/Low 
CD29  +  +  +  +  + 
CD31     

 

     
CD44           
CD45           
CD49e    +       
CD49f  Het  +  +  +  + 
CD54    +       
CD56           
CD73    +       
CD81    +       
CD86           
CD95           
CD117           
CD121a           
CD132           
CD133  +  +  +  +  + 
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CD166  +  +  +  +  + 
CXCR4           
DBA  +/Het  +/Het  +/Het  +/Het  +/Het 
Dlk           
F4/80           
EpCAM    +  +  +  + 
Gr1.1           
Sca1  Het  Het  +  +  + 
Siglec F           
TER119           
Qa1      +/Low     

 

2.2.5  Matrigel differentiation Assay 

Gallbladder  cells  were  plated  in  tissue  culture  dishes  at  low  density  (10,000  15,000 

cells/well  of  48  well  plate)  and  layered  above  with  an  equal  volume  of  Matrigel™  (BD 

Biosciences, CA) and placed at 37C for 30min. The gels were covered with DMEM/F12 and 

1% ITS. Media was changed twice a week. Cysts were isolated by removing the matrigel and 

incubation  with  0.2%  Dispase  (Invitrogen,  CA)  and  0.1%  CollagenaseII.  Single  cells 

suspensions of cysts and ductular structures were prepared with EGTA incubation for 10 min 

followed by Trypsin as before.  

2.2.6  Transport assay with fluorescent dye 

Gallbladder cells were cultured  in 96well  IbidiTreat Plates  (Applied Biophysics, NY) 

for ~2 weeks till cysts were visible. Rhodamine 123 and R(+)Verapamil addition was carried 

out  as  described  previously  (107).  Incubation  of  fluorescent  dye  and  transport  inhibitor were 
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done  at  37C.  Images  were  taken  on  an  FV1000  IX81  Laser  Scanning  Confocal Microscope 

(Olympus, PA). 

2.2.7  In vivo assay 

1e6  of  the  appropriate  cells  were  resuspended  in  100  "l  of  1:1  HBSS/Matrigel  in 

injected into the subcutaneous neck region of six to eight week old Rag2/#C/ mice. Engrafted 

areas  were  removed  and  fixed  with  2%PFA  for  1  hour.  Cells  were  reisolated  by  the  same 

protocol as primary gallbladder.  

2.2.8  Electron Microscopy 

Harvested  tissues  or  cells  were  plunged  fixed  in  2.5%  gluteraldehyde  in  phosphate

buffered saline (PBS) and stored at 4oC for at least 1 day. Cysts in matrigel were similarly fixed 

in  situ,  and  the matrigel  was  removed  and  processed  separately.  Subsequent  processing  was 

performed  as  described  by  Stolz  et  al.  (108).  Sections  were  viewed  with  a  JEM  1011 

transmission electron microscope (JEOL Peabody, MA) at 80kV.  

2.2.9  Isolation of IHBD cells 

Livers of GFP+ mice were perfused by the 2step collagenase protocol (109). Low spin 

fractions (50g for 2 min) were separated from the resulting cell suspension, following which the 

high  spin  fraction  (400g  for  5min)  was  separated  and  stained  with  EpCAMBiotin 

(Supplementary  Table  2)  and  streptavidin  conjugated microbeads  (Miltenyi  Biotec,  CA)  and 
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eluted  through  a  MS  magnetic  activated  cell  sorting  (MACS)®  separation  column  (Miltenyi 

Biotec, CA).  The  positive  fraction was  plated  on  irradiated  feeders  and  grown  similar  to  the 

gallbladder cells.  

2.2.10 Oligonucleotide microarrays 

Expanded  gallbladder  and  IHBD  cells  were  stained  with  EpCAMBiotin  and  eluted 

through  two  sequential  MS  MACS®  separation  columns  (Figure  1).  RNA  was  purified  by 

Qiagen  miRNeasy  Kit  (Qiagen,  MD).  Criteria  for  sample  inclusion  in  array  studies  was  a 

purified RNA spectrophotometric  absorption  ratio 260/280>1.8  (NanoDrop, Wilmington, DE) 

and  RIN  value  >8.0  via  electrophoretic  analysis  (Agilent  Bioanalyzer  2100;  Agilent 

Technologies, CA).  In  vitro  transcription  (IVT)  performed with  500ng of  purified  total RNA 

using  the Ambion MessageAmp Premier Enhanced  assay  protocol  (Ambion  Inc, TX).  cRNA 

diversity  confirmed  with  the  Bioanalyzer  2100  against  a  Universal  Human  Reference  RNA 

(Stratagene,  CA)  to  generate  an  electrophoretogram  for  each  IVT  reaction  regarding  sample 

yield,  integrity,  and  size  diversity.  RNA  (200  ng)  was  reverse  transcribed  followed  by  2nd 

strand synthesis and IVT in the presence of biotinylated nucleotides to produce biotin11UTP 

labeled  cRNA.  10.5"g  of  purified,  biotin  labeled  cRNA  was  purified,  fragmented  and 

hybridized  onto  Codelink  Mouse  Whole  Genome  arrays  (Applied  Microarrays,  AZ)  for  18 

hours, washed  and  stained with Alexa Fluor  647  (Invitrogen, CA). Arrays were  read  using  a 

Genepix® 400B scanner  (Axon Instruments, CA) and Codelink Expression Analysis software 

v5.0 at pixel size 5"m. Final Analysis was performed on raw data normalized to median value 

for  each  array  followed  by  combat  normalization  to  remove  batch  effects  (110).  Significant 

transcripts  were  defined  using  the  Significance  Analysis  of  Microarrays  software  (v3.0) 
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(q<0.10)  (111).  Differentially  expressed  genes  were  annotated  and  analyzed  in  Ingenuity 

Pathway Analysis  (Ingenuity®  Systems CA, www.ingenuity.com). Heatmaps were  generated 

using  the  open  source  softwares  Cluster  (112)  and  TreeView 

(http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm
http://www.ingenuity.com/
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Figure 1 Separation of gallbladder and IHBD cells from feeder cells 

(A) Representative flow data showing separation of gallbladder cells from feeder cells with two 

sequential MACS® separation columns. Similar results were obtained with IHBD cells. (B) Data 

showing  purity  of  gallbladder  and  IHBD  cells  after  MACS  separation.  GB#14  represent 

replicates  at  different  passages  in  vitro  of  a  pool  of  mouse  gallbladder.  GB#5  represents  a 

separate  pool  of  mouse  gallbladders.  IHBD#14  represent  replicates  at  different  passages  in 

vitro from a single mouse liver. IHBD#5 represents a different mouse liver.   
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2.3  RESULTS 

2.3.1  EpCAM is a gallbladder epithelial marker 

Gallbladder cells were isolated from GFP donor mice and the epithelial cells separated by flow 

cytometry. EpCAM, an epithelial surface marker, is expressed on simple epithelial cells such as 

keratinocytes  and  thymic  epithelial  cells  (113) as well  as on  IHBD cells but not hepatocytes, 

mesenchymal  or  hematopoietic  cells  (114).  Analysis  of mouse  gallbladder  showed  that most 

epithelial  cells  are  EpCAM+  (Figure  2A).  No  expression  was  detected  on  the  mesenchymal 

cells.  To  confirm  epithelial  identity,  we  performed  colocalization  studies  with  EpCAM  and 

CK19,  a  pan  biliary  marker  (115).    Epifluorescence  and  confocal  microscopy  performed  on 

acetonefixed  sections  show  that  most  CK19+  cells  were  EpCAM+  (Figure  2B).  Therefore, 

EpCAM marks most gallbladder epithelial cells.  
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Figure 2 CD49f is heterogeneous in primary gallbladder epithelium 

(A)  Paraffin  sections  of mouse  gallbladder were  stained with EpCAM. EpCAM  stained  only 

gallbladder  epithelial  cells.  Basolateral  membranes  of  epithelial  cells  were  EpCAM+ 

(arrowheads). (B) Acetonefixed sections were stained with CK19 and EpCAM. Epifluorescent 

(left panel) and confocal (right panel) micrographs indicate that CK19 costains with EpCAM. 

(C)  Flow  cytometric  analyses  on  primary  gallbladder  indicate  CD49f  heterogeneity  (labeled 

percentages  are  frequencies  of  parent  population).  Crosshairs  on  the  flow  plot  indicate 

autofluorescence  of  unstained  cells  determined  by  the  control  population.  (D)  Confocal 
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micrographs  of  acetonefixed  sections  stained  with  EpCAM  and  CD49f.  White  arrows: 

EpCAM+CD49fhi cells. White arrowheads: EpCAM+CD49flo cells. Scale bars: 100"m. 

2.3.2  CD49f is heterogeneously expressed on Primary Gallbladder epithelial cells  

Since  there  is  a  paucity  of  cell  surface  markers  for  gallbladder  cells,  we  began  screening 

primary  gallbladder  for  general  markers  of  stem  and  progenitor  cells  (Table  2).  Of  the  38 

markers we considered, 3 markers  CD49f, DBA and Sca1 were heterogeneously expressed on 

primary gallbladder epithelial cells (Figure 2C and Figure 3).   However, we were only able to 

separate  functionally  distinct  populations    EpCAM+CD49fhi  and  EpCAM+CD49flo  with 

CD49f. Function in this case is defined by a colony forming assay (see below). Heterogeneous 

expression  of  CD49f  was  confirmed  by  immunohistochemistry  (Figure  2D).  Various  reports 

have identified CD49f, integrin !6, as a stem cell marker in fetal and adult liver (116118) and 

other  ductal  epithelial  tissue  such  as  the  breast  (119,  120).  EpCAM+CD49fhi  cells  expressed 

markers  associated  with  epithelial  stem  cells  such  as  CD29,  CD133  and  Sca1,  but  not 

mesenchymal or hematopoietic markers CD31, CD45 and F4/80 (Table 2). These data led us to 

hypothesize that CD49f is a candidate gallbladder stem cell marker. 
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Figure 3 Sca1 and DBA are heterogeneous in primary mouse gallbladder 

Sca1 and DBA were screened on primary mouse gallbladder. Debris and cell aggregates were 

gated out. Sca1 and DBA are heterogeneous in EpCAM+ cells from primary mouse gallbladder.  

2.3.3  Gallbladder cells expanded in vitro are CD49f+ 

Gallbladder cells were cultured in vitro in conditions that select for epithelial cell growth (95). 

Briefly, total cell isolate from primary gallbladder was plated on irradiated rat mammary tumor 

cell  line LA7  that  served as  feeder cells. Transmission Electron Microscopy  (TEM) and  flow 

cytometric analyses indicated that there was no fusion between the gallbladder and feeder cells 

(Figure 4). As stem cells have the capacity for selfrenewal, we predicted that expansion in vitro 

would enrich for primitive or stem cells. Flow cytometry analyses of cells after one expansion 

(p0) showed that only epithelial cells (EpCAM+) expand on the feeders (Figure 5A). EpCAM 

cells  that  were  sorted  from  primary  gallbladder  did  not  proliferate  (data  not  shown). 

Importantly, we found that all gallbladder cells at p0 were CD49f+ (Figure 5B) supporting the 

notion that in vitro expansion selects for EpCAM+CD49f+ primitive epithelial cells.  
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Figure 4 Gallbladder cells and feeder cells do not undergo fusion in vitro 

(A) Flow cytometric analyses of gallbladder cells (passage 2). RT1a is the Class I MHC 

antigen for  the rat  feeder cells. The middle and  right plots are different  representations of  the 

live cells  in  the  left plot. The data  indicate  two populations: GFP+RT1a and GFPRTa1+ or 

EpCAM+RT1a and EpCAMRT1a+. (B) Ultrastructual analysis of feeder cell. Feeder cells are 

large  and  multinucleated  indicative  of  an  irradiated  cell  and  are  distinct  compared  to 

gallbladder cells. 

2.3.4  CD49f enriches for gallbladder stem cells  

To evaluate CD49f as a gallbladder stem cell marker, we performed LDAs and Index Sorts. The 

LDA quantifies the frequency of a specific subpopulation of cells with a biological activity (99) 

and  was  key  to  the  isolation  of  hematopoietic  (100)  and  neural  (101)  stem  cells.  In  the 

evaluation of stem cells, biological activity is typically defined as the ability to form a colony 
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and the LDA serves to quantify stem and progenitor cells. We separated EpCAM+CD49fhi and 

EpCAM+CD49flo cells from primary gallbladder and performed LDAs. EpCAM+CD49fhi cells 

exhibited  a  significantly  higher  enrichment  in  colony  forming unit  (CFU)  frequency  (ranging 

from  1/15  to  1/4)  compared  to  EpCAM+CD49flo  cells  (1/71  to  1/62)  (Figure  5C).  $2  tests 

confirmed  that  the  ranges  in  CFU  frequency%SE  were  significantly  different  between 

EpCAM+CD49fhi and EpCAM+CD49flo cells (p<0.001).  

We  then  performed  index  sorts  to  confirm  these  data.  An  index  sort  records  the 

phenotype and well number of each deposited cell during a single cell sort.  In this manner, the 

specific surface marker profile of cells that form colonies can be determined retrospectively. In 

our experiment, 288 single EpCAM+ cells were sorted and the CD49f profile of the each sorted 

cell  was  recorded.  Retrospective  analyses  indicated  that  11/12  (91.7%)  of  the  colonies  that 

formed originated  from CD49fhi  cells  (Figure 5D). These data  together with  the LDA  results 

definitively demonstrate that CD49f enriches for candidate gallbladder stem cells.  
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Figure 5 CD49f expression enriches for gallbladder stem cells 

Gallbladders (n!"#$%&'($()*+$),-$%+()*+$(./+$0+&+$1''*+-$),-$),)*23ed or sorted. (A) 

Flow  cytometric  analyses  on  primary  and  expanded  mouse  gallbladder  cells  show  that  only 
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epithelial cells expand in the LA7 culture system. d0: primary cells; p0: cells at first expansion. 

Feeder  cells  (EpCAMGFP)  have  been  gated  out  of EpCAM vs. CD45/TER119 plot  for  the 

cells at first expansion. (B) Flow cytometric analyses of expanded gallbladder cells (p0) show 

that all EpCAM+ cells are CD49f+. LA7 feeder cells are the EpCAMGFP cells in middle plot.  

(C)  Limiting  Dilution  Analyses  were  carried  out  on  EpCAM+CD49fhi  and  EpCAM+CD49lo 

cells  from  primary  gallbladder.  The  Colony  Forming  Unit  (CFU)  frequency%SE  (LCalc®) 

indicates  that CD49f enriches  for stem cells. Pearson’s $2 statistic was calculated on  the 49fhi 

and 49flo groups by ELDA. Exp#1: $2:17.8; pvalue: 2.43e5. Exp#2: $2:42.9; pvalue: 5.79e

11. Crosshairs  on  the  flow  plot  in  figures A  to C  indicate where  the  control  population was 

present  in  the  lower  left  hand  corner.  (D)  Index  sorts  from  primary  gallbladder.  Single 

EpCAM+ cells were  sorted  into each well of 3 96well plates.  (i) Data  from 3  representative 

wells  that  grew  showing  CD49f  expression  and  subsequent  colony  morphology.  (ii)  Table 

showing index sort results. 11/12 (91.7%) of the wells that grew originated from CD49fhi cells. 

Scale bars: 100"m. 

2.3.5  Expanded Gallbladder cells Exhibit Morphological Heterogeneity 

We observed  the  formation of  two distinct  types of  colonies  in EpCAM+CD49f+ gallbladder 

cultures  at  p0.  The  first  type  consisted  of  large  colonies  with  an  undifferentiated  phenotype 

comprising  small  cells  with  a  large  nuclearcytoplasmic  ratio  (red  arrowheads,  Figure  6A; 

Figure 6B). We termed these the “flat colonies”. The second type was smaller more organized 

colonies  called  “glandular  colonies”  with  an  organotypic  phenotype  consisting  of  cells 

organized around a lumen (white arrowheads, Figure 6A; Figure 6B). Flat colonies were more 
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numerous  than  glandular  ones.  TEM  on  the  flat  colonies  revealed  a  single  layer  of  cuboidal 

epithelial  cells  (Figure  6C).  These  cells  have  defined  apicalbasolateral  polarity,  apical 

microvilli and appear to secrete basement membrane at their basolateral surface. They also have 

interdigitating lateral membranes and junctional apparatus typical of gallbladder epithelial cells.  

Conversely, the glandular colonies consist of columnar epithelial cells organized around 

a  central  lumen  (Figure  6C)  and  exhibit  junctional  apparatus. Unlike  flat  colonies,  numerous 

secretory granules are seen in their apical cytoplasm and secretory products are present in their 

lumen  (Figure  6C).  The  flat  and  glandular  colonies  are  distinct  by  morphology  and 

ultrastructure.  Importantly,  only  the  flat  colonies  are  observed  at  late  passages  (Figure  6A) 

indicating  that  the glandular colonies are not capable of  longterm selfrenewal  (>p3). To  test 

this hypothesis, we passaged single colonies from p0 cultures. None of  the glandular colonies 

could  be  successfully  repassaged  (Figure  6D).  This  suggests  that  serial  passage  of  the 

gallbladder  cells  past  the  first  expansion  enriches  for  EpCAM+CD49f+  cells  that  form  flat 

colonies.  As  we  found  no  additional  markers  to  further  purify  gallbladder  stem  cells,  we 

hypothesized that the cells past the first expansion are candidate stem cells. To determine their 

stemness, we tested whether the expanded EpCAM+CD49f+ gallbladder cells could satisfy the 

stem cell criteria of clonogenic selfrenewal and lineage commitment.  



  40 

 

Figure 6 EpCAM+CD49f+ gallbladder cells exhibit morphological heterogeneity in vitro 

(A)  At  first  passage  (p0)  in  vitro,  gallbladder  cells  exhibit  two  distinct  morphologies.  Flat 

colonies (red arrowheads) and glandular colonies (arrowheads) are observed. Only flat colonies 

are observed at later passages (p1, p6, p17). (B and C) Light and electron micrographs showing 

flat colonies and glandular colonies. Flat colonies consist of cuboidal cells with defined apical 

to  basolateral  polarity,  show  putative  fluid  transport  (arrows)  and  have  junctional  apparatus 

typical  of  gallbladder  epithelial  cells. Glandular  colonies  consist  of  columnar  cells  organized 

around  a  central  lumen.  Secreted  product  (*)  is  observed  in  the  lumen.  (D)  To  determine  if 

glandular colonies can expand past first passage, colonies were picked from first expansion (p0) 

culture.  Only  flat  colonies  expand  past  p0.  MV:  Microvilli,  RER:  Rough  Endoplasmic 

Reticulum, LY: Lysosome, M: Mitochondria, S: Secretory granule, N: Nucleus, BM: Basement 
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membrane.  Arrowheads:  Tight  Junctions.  *  Glycocalyceal  substance.  Unless  specified 

otherwise, scale bars: 100"m.  

2.3.6  EpCAM+CD49f+ cells differentiate into gallbladderlike structures in vitro 

We  developed  a  novel  in  vitro  differentiation  assay  by  utilizing  the  basement  membrane 

extracellular  matrix  Matrigel.  Matrigel  has  been  shown  to  promote  or  maintain  the 

differentiation  or  3D  morphogenesis  of  numerous  cell  lines  and  primary  cells,  including 

hepatocytes  and  IHBD  cells  (107,  121,  122).  In  our  assay,  expanded  EpCAM+CD49f+ 

gallbladder  cells  (>p1)  were  mixed  with  serumfree  media  and  layered  above  with  matrigel 

(Figure  7A).  Within  one  week,  we  noticed  the  formation  of  two  distinct  morphogenetic 

structures  –  ductular  structures  that  adhered  to  the  plastic  (Figure  7B)  and  cysts  that  were 

suspended in the matrigel (Figure 7C). Both structures persisted for over six weeks in culture. 

The  matrigel  was  removed  from  the  plastic  to  confirm  that  the  cysts  were  suspended  in  it. 

Similar morphogenesis was observed with primary gallbladder cells.  

The  ductular  structures  consisted  of  ball  shaped  interconnecting  ducts.  Confocal 

microscopy on ductular structures in matrigel showed that they are hollow (Figure 7B ii). The 

cysts similarly consisted of the hollow ball shaped structures, but lack interconnecting ducts and 

had much  larger  lumen  (Figure 7C). They  appeared  early on  in  culture –around  two or  three 

days post plating – and expanded over  time. TEM studies  show  that  the cysts  exhibit  similar 

ultrastructure as primary mouse gallbladder (Figure 7D). 

We then tested if the ductular structures and cysts represent two different morphogenetic 

programs. Ductular  structures and cysts were  separated and LDAs were performed where  the 

cells were sorted back into matrigel or on the LA7 feeder cells. When sorted back into matrigel, 
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ductular structures could reform ductular structures and cysts, and cysts were able to reform 

both  structures  as  well.  In  addition,  both  expanded  equally  well  on  the  feeders  and  no 

differences  in LDA were observed. Last, we performed  the  same  assay  in borosilicate  dishes 

that inhibit cell attachment. We found that only cysts formed, which when passaged, could form 

both  cysts  and  ductular  structures.  Therefore,  ductular  structures  and  cysts  do  not  represent 

separate  morphogenetic  programs.  Their  appearance  might  be  a  function  more  of  their 

microenvironment –attached to plastic vs. suspended in the matrigel – than intrinsic differences.   

The physiological function of  the gallbladder is to concentrate  the bile and regulate its 

content by secretory processes (5, 103). These functions are in part due to multidrug resistance 

(MDR)  proteins.  Rhodamine  123,  an  MDR  substrate,  has  been  shown  to  accumulate  in  the 

lumen of cysts formed by a hepatic progenitor cell line grown in matrigel (107). We reasoned 

that  such  a  transport  assay  would  also  be  indicative  of  function  for  the  gallbladder  cells. 

Rhodamine  123  was  added  to  the  media  of  the  matrigel  cultures  and  confocal  images  were 

taken at various time points. We observed the steady accumulation of the dye in the lumen of 

the  cysts  over  the  course  of  1  hour  (Figure  7E).  This  transport  was  blocked  by  addition  of 

Verapamil,  an MDR  inhibitor. These  data  indicate  that  the  cysts  transport  the  dye  from  their 

basal side into the lumen, thereby recapitulating a transport function of the gallbladder.  
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Figure 7: Expanded EpCAM+CD49f+ cells form in vitro gallbladders 

(A) Schematic of in vitro differentiation assay. EpCAM+CD49f+ gallbladder cells (>p1) were 

plated  on  tissue  culture  treated  dishes  in  serumfree media  and  layered  on  top with matrigel. 

Two different forms of morphogenesis were observed: ductular structures (red arrow) and cysts 

(white arrow). Also colonies of cells were observed growing on the plastic (white arrowhead). 

(B) Ductular structures are luminal, consisting of long interconnecting ducts lined by a single or 

double  layer  of  cells.  (i)  Light  micrographs  showing  interconnecting  ducts.  *  Lumen.  (ii) 

Confocal micrograph of live ductular structure in situ in the matrigel. (C) Cysts similarly consist 
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of  a  single  or  double  layer  of  cells  surrounding  a  hollow  lumen.  (i)  Light  and  confocal 

micrographs  of  live  cysts  in  situ  in  the matrigel,  showing  a  hollow  lumen  lined  by  cells.  (ii) 

Cysts were isolated from matrigel and stained with toluidine blue. (D) Electron micrographs of 

cysts  (21  days  post  plating)  and  primary  gallbladder  indicating  similar  ultrastructure.  Both 

consist of  columnar epithelial  cells with apical  to basolateral polarity, basal nuclei, microvilli 

and  junctional  apparatus.  (E) Cysts were  incubated with  100"M Rhodamine  123  (Rh  123)  ± 

10"M  Verapamil.  Confocal  micrographs  showing  timelapse  images  of  optical  sections  at 

indicated times. Rh 123 accumulates in lumen over 1 hr. Transport is blocked with Verapamil. 

MV: Microvilli, M: Mitochondria, N: Nucleus. Unless specified otherwise, scale bars: 100"m.  

2.3.7  EpCAM+CD49f+ gallbladder cells can selfrenew and differentiate from single 

cells 

In order to test clonogenic selfrenewal of EpCAM+CD49f+ gallbladder cells, we sorted single 

cells  into  384well  plates  seeded  with  LA7  feeders  and  imaged  every  well  to  confirm  the 

presence  of  the  single  cell  (Figure  8A).  In  this  manner,  5  clonal  gallbladder  cultures  were 

generated.  Further  analyses  were  carried  out  with  Clone  B21  and  Clone  N12  (Figure  8A). 

Surface marker analyses indicated that both Clone B21 and N12 have the same phenotype as the 

parent gallbladder cell population  (Table 2) suggesting  that  the clones are able  to  recapitulate 

the  heterogeneity  of  the  parent.  In  addition,  both  Clone  B21  and  N12  exhibit  the  same 

morphogenesis in matrigel as the parent (Figure 8B). 
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Figure 8: Expanded EpCAM+CD49f+ cells undergo clonogenic selfrenewal 

A)  Schematic  of  singlecell  clonogenic  assay.  EpCAM+CD49f+  gallbladder  cells  at  first 

passage  (p0) were  sorted  into 384well  plates  at  one  cell/well.  In  this manner,  8  clones were 

generated.  Representative  images  of  CloneB21  and  CloneN12  are  depicted.  (B)  Clonal 

gallbladder cultures were expanded further and differentiation assays were carried out. Clones 

exhibit similar morphogenesis compared to parent cultures. * Lumen, Scale bars: 100"m.  

2.3.8  Expanded EpCAM+CD49f+ cells can engraft in vivo 

We then determined if the expanded EpCAM+CD49f+ cells could survive and engraft in vivo. 

An ideal location for engraftment would be the native gallbladder. However, as there currently 

are  no  protocols  that  allow  for  the  injection  and maintenance  of  cells  in  the  gallbladder, we 

attempted engraftment at an ectopic location. Okumura et al. (123) have reported the longterm 

engraftment  of  in  vitro  explants  of  human  gallbladder  in  the  subcutaneous  space  of  athymic 

nude  mice.  We  injected  the  expanded  EpCAM+CD49f+  cells  mixed  with  matrigel  into  the 

subcutaneous  neck  region  of  immunodeficient mice. We  observed  the  formation  of  cystlike 

structures in the subcutaneous space one week postinjection (Figure 9A). These cysts consisted 
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of  cells  organized  around  a  central  lumen.  Seven  out  of  seven  (100%) mice  injected  formed 

cysts. However, engraftment was short term. Only one out of three (33%) mice exhibited cyst 

formation at two weeks. Similar results were obtained with clonal cultures.  

We then isolated the cells from the cysts in vivo two weeks post injection and cultured 

them in vitro to test their ability to reinitiate cultures with stem cell properties. Flow cytometry 

analyses showed that  the cells  isolated from cysts  in vivo were EpCAM+CD49f+. These cells 

reexpanded in vitro on the feeder cells forming colonies that were morphologically identical to 

the parent and clonal cultures and remained EpCAM+CD49f+ (Figure 9B). These data indicate 

that  the  expanded  EpCAM+CD49f+  cells  survive  and  engraft  in  vivo,  while  retaining  their 

proliferative ability in vitro. 

 

Figure 9: Expanded EpCAM+CD49f+ cells engraft in vivo 

Parent  or  clonal  gallbladder  cultures  were  mixed  with  matrigel  and  injected  into  the 

subcutaneous (subq) space of Rag2/#C/ mice. Cysts were observed at 1 week and 2 weeks post 

injection.    (A)  (Left  Panel)  Macroscopic  view  of  matrigel  isolated  at  1week  from  mouse 
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injected with parent EpCAM+CD49f+ cells (right panel) Sections of same matrigel stained with 

EpCAM and GFP, showing that cysts are hollow and EpCAM+. Cysts were seen in at one week 

in  7/7  and  2/3  mice  injected  with  parent  and  clonal  cultures  respectively.  1/5  and  1/3  mice 

respectively,  exhibited  engraftment  at  2  weeks.  (B)  Clonal  gallbladder  cells  remain 

EpCAM+CD49f+ in vivo. Expanded gallbladder cells from CloneB21 were injected subq. At 2 

weeks, the matrigel was removed and cells reisolated. Flow cytometric analysis shows that re

isolated cells are EpCAM+CD49f+.   These cells were expanded in vitro on feeder cells. Flow 

cytometric  analysis  at  p1  (second  passage)  showing  that  they  remain  EpCAM+CD49f+. 

Crosshairs on the flow plot in figures A to C indicate where the control population was present 

in  the  lower  left  hand  corner. Debris  and  cell  aggregates were  gated  out  in  each  plot.  In  the 

middle  plot, GFP  cells were  gated  out  as well.  *:  Lumen. Unless  specified  otherwise,  scale 

bars: 100"m.  

2.3.9  Gallbladder cells are unique compared to IHBD cells  

There is evidence indicating that intra and extrahepatic bile duct cells develop separately (20). 

To date there are no reports of the molecular differences –if any between IHBD and gallbladder 

cells. We first screened primary IHBD cells with the same antibody panel used for the primary 

gallbladder  cells  (Table  2).  Most  IHBD  cells  express  EpCAM  (114),  and  we  used  EpCAM 

expression  to  separate  IHBD cells  from other  liver cells. Briefly,  following  liver perfusion of 

GFP+ mice, the high spin fraction was separated and used to isolate IHBD cells.  

Interestingly,  we  found  differences  in  integrin  expression,  including  CD49f  (Figure 

10A).  Other notable markers that showed differences between IHBD and gallbladder cells were 

CD49e,  CD81,  CD54,  CD26  and  CD166  (Figure  10A).  We  then  determined  if  expanded 
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gallbladder cells and IHBD cells were different. The  IHBD cells are capable of expansion on 

the LA7 feeders and the feeder cells select for EpCAM+ cells (Figure 10B). In addition, IHBD 

cells form flat colonies similar to the gallbladder cells. The phenotypic profiles of the IHBD and 

gallbladder cells converged in culture and we did not detect any differences using the foregoing 

panel of antibodies. Consequently, we used oligonucleotide microarrays  to  test  for expression 

differences between the two cell types. 

We  have  shown  that  the  expanded  gallbladder  cells  or  EpCAM+CD49f+  cells  are 

capable of  selfrenewal and  lineage commitment.  It  is possible  that  the expanded  IHBD cells 

might satisfy these requirements as well. However, the evaluation of IHBD stem cells belongs 

to  a  different  study  and we  focused on  the differences  in  the  transcriptomes of  the  expanded 

gallbladder and IHBD cells. Briefly, expanded gallbladder cells and IHBD cells were separated 

from  LA7  feeder  cells  using  magnetic  activated  cell  sorting  (Table  1).  Differential  gene 

expression between expanded gallbladder and IHBD cells (fold change &2) were calculated by 

Significance Analysis of Microarrays (SAMs) (111) using a false discovery rate of 10%. In this 

manner,  we  found  64  genes  to  be  upregulated  in  IHBD  cells  (Figure  10C)  including  those 

involving lipid metabolism (8 genes), stem cell proliferation (3 genes) and drug metabolism (2 

genes) (Table 3). Notable genes or groups of genes that were different were cytochrome P450, 

Indian hedgehog, glutathioneStransferase and solute carrier families 22, 26, 37 and 45. These 

differences indicate that the expanded gallbladder and IHBD cells have distinct transcriptomes 

and suggest functional differences as well.  
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Figure 10: Expanded EpCAM+CD49f+ cells are unique compared to IHBD cells 

(A)  Flow  cytometric  analyses  of  EpCAM+  (epithelial)  cells  from  primary  gallbladder  and 

primary liver. d0: primary cells. Phenotypic differences with select cell surface markers suggest 

that  gallbladder  and  IHBD  cells  are  different. Crosshairs  on  the  flow  plot  in  figures A  to C 

indicate where the control population was present in the lower left hand corner. (B) IHBD cells 
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expand on LA7 feeders and exhibit similar morphology to expanded gallbladder cells. (Upper 

panel) Flow cytometric analyses of expanded IHBD cells (p2) indicate that all GFP+ cells are 

EpCAM+. (Lower panel) Expanded IHBD cells exhibit flat colony appearance. (C) Heatmap of 

53 genes with known annotations and fold changes (&2) differentially expressed between IHBD 

and  gallbladder  cells.  Data  were  imported  in  Cluster  and  heat  maps  were  generated  with 

TreeView  (http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm).  Black  represents  genes  whose  expression 

was  at  the  mean  intensity;  red  represents  intensities  that  are  greater  than  the  mean;  green 

represents intensities that are less than the mean. Unless specified otherwise, scale bars: 100"m.  

 

 

 

 

 

 

http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm
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Table 3: Predictive functional analysis of 2fold differentially expressed genes 

The 64 genes with  fold changes greater  than or equal  to 2 were analyzed  in  Ingenuity 

Pathway  Analysis  (Ingenuity®  Systems,  www.ingenuity.com).  The  functional  analysis 

identified  the  biological  functions  and/or  diseases  that  were  most  significant  to  the  dataset. 

Righttailed Fisher’s exact test was used to calculate a pvalue determining the probability that 

each biological function and/or disease assigned to  that dataset  is due to chance alone. In  this 

analysis only p<0.0025 were considered.  

 

Category  Molecules  # Molecules  Functions 
Annotation 

pValue 

Lipid Metabolism  ALDH3B1,CHPT1,CYP4A22,GAL3ST
1,NPC1L1,PLCE1,SLC22A4,UGT2B17 

8  metabolism of lipid  2.63E04 

Small Molecule 
Biochemistry 

ALDH3B1,CHPT1,CYP4A22,GAL3ST
1,NPC1L1,PLCE1,SLC22A4,UGT2B17 

8  metabolism of lipid  2.63E04 

Cardiovascular 
System 

Development and 
Function 

GCLC,IHH  2  size of blood vessel  4.69E04 

Organismal 
Development 

GCLC,IHH  2  size of blood vessel  4.69E04 

Tissue Morphology  GCLC,IHH  2  size of blood vessel  4.69E04 

PostTranslational 
Modification 

GAL3ST1,GCNT3,TSPAN8  3  glycosylation of 
protein 

8.02E04 

Cellular Growth and 
Proliferation 

GALNS,IHH,TREX2  3  proliferation of 
stem cells 

1.29E03 

Drug Metabolism  GCLC,GSTA5  2  metabolism of 
glutathione 

2.38E03 

 

http://www.ingenuity.com/
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2.4  DISCUSSION 

Little  is  known  about  the  resident  stem  cells  in  gallbladder  and  the  relationship  between  the 

stem cells of the hepatobiliary system. Our goal here was to identify and characterize stem cells 

in  the  adult  mouse  gallbladder.  We  found  that  an  EpCAM+CD49ffhi  subpopulation  from 

primary  mouse  gallbladder  can  expand  from  single  cells,  and  exhibits  morphogenesis  in 

organotypic culture in vitro. Both parent and clonal cultures were capable of survival and short

term morphogenesis in an adapted in vivo assay. We therefore concluded that EpCAM+CD49ffhi 

gallbladder  cells  satisfy  the  stem  cell  criteria  of  clonogenic  selfrenewal  and  lineage 

commitment  and  represent  a  gallbladder  stem  cell  population.  Last  we  determined  that 

gallbladder  stem  cells  and  IHBD  cells  expanded  in  vitro  have  distinct  transcriptomes, 

suggesting that the cells of the IHBD and EHBD systems are different.  

This  study  is  the  first  to  describe  the  identification  and  prospective  isolation  of  stem 

cells from an uninjured mouse gallbladder. Previous reports of stem cells in the EHBD system 

have  focused  on  injury models  (38)  or  disease  conditions  such  as  biliary  atresia  (124,  125). 

Furthermore,  these  studies  do  not  distinguish  epithelial  from  nonepithelial  cells  in  their 

isolation protocols. We used EpCAM to  isolate gallbladder epithelial cells  thereby preventing 

contamination  by  nonepithelial  cells.  This  is  especially  important  as  we  detect  EpCAM

CD49f+ cells  in primary gallbladder by both  immunohistochemistry and  flow cytometry. The 

isolation and subsequent expansion of EpCAM+CD49f+ cells thereby allows for the definitive 

identification of resident epithelial stem cells.  

We confirmed CD49f as a gallbladder stem cell marker by LDAs and index sorts from 

primary gallbladder. EpCAM+CD49fhi cells have a significantly higher CFU readout relative to 

EpCAM+CD49flo cells. The  low enrichment  in CFU readout  indicates  that additional markers 



  53 

are  required  to  further  purify  stem  cells  such  that  single  cells  can  be  isolated  and  expanded 

(126). Therefore, expression of EpCAM and CD49f enriches, but does not select for stem cells. 

All gallbladder epithelial cells expanded in vitro were EpCAM+CD49f+. However, these cells 

exhibited morphological heterogeneity at  first  expansion,  forming  flat  and glandular  colonies. 

Interestingly,  none  of  the  glandular  colonies  and  only  a  fraction  of  the  flat  colonies  were 

capable  of  serial  passage.  It  appears  that  the  EpCAM+CD49fhi  population  in  primary 

gallbladder  is  itself heterogeneous with only a subpopulation of cells capable of selfrenewal. 

We could not  identify any additional markers  to select  for  this specific subpopulation directly 

from  primary  tissue  and  therefore  characterized  the  stemness  of  the  EpCAM+CD49f+  cells 

expanded past p0.  

We determined that the expanded EpCAM+CD49f+ cells can selfrenew clonogenically. 

However,  defined  protocols  for  gallbladder  epithelial  cell  differentiation  do  not  exist.  In  the 

past, researchers have used collagen gel sandwich culture to observe cyst morphogenesis with 

rabbit gallbladder epithelial cells (127, 128). The collagen gel is supplemented with exogenous 

growth factors such as EGF and TGF'1. We postulate that our 3D culture system is similar to 

collagen  gel  culture  in  that  matrigel  is  an  appropriate  growth  factor  containing  extracellular 

matrix that supports morphogenesis. Cyst formation in our culture is similar in morphology and 

ultrastructure  to  that  observed  before  (127,  128).  We  also  observed  dye  transport  that  is 

reminiscent  of  a  transport  function  of  the  gallbladder.  In  addition,  we  observed  similar 

morphogenesis in vivo after transplantation. We chose an ectopic location, as engraftment in the 

native gallbladder would be technically challenging and the subcutaneous space has been shown 

to engraft human gallbladder cells (123). Lee et al. (83) have shown that gallbladder cells can 

engraft  into  the  native  liver  of  SCID mice.  However,  engraftment  was  significant  only with 
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tremendous  injury  to  the  liver  (retrorsine  and  partial  hepatectomy  or  carbon  tetrachloride 

treatment)  and  required  very  large  numbers  of  cells.  For  these  reasons,  we  concluded  that 

subcutaneous rather than liver engraftment would be a more apt in vivo assay. In our hands, the 

EpCAM+CD49f+ cells only engraft in the short term (2 weeks post transplantation). This short

term  engraftment  might  be  due  to  a  lack  of  growth  stimulus  in  the  recipient.  Also  under 

physiological conditions, the rate of cell proliferation in the gallbladder epithelium is low (37). 

Future  studies will  determine  if  longterm  engraftment  of EpCAM+CD49f+  cells  is  possible. 

For  now,  these  data  conclusively  show  that  parent  and  clonal  EpCAM+CD49f+  cells  can 

organize into organotypic structures that mimic the morphology, ultrastructure and function of 

the native gallbladder, both in vitro and in vivo.  

Spence  et  al.  (20)  have  recently  showed  that  IHBD  and  EHBD  cells  develop  from 

separate precursors. However, there are no reports describing their similarities or differences in 

the  adult. We  found  that  expression of CD49f, CD49e, CD81, CD26, CD54 and CD166 was 

different  between  primary  IHBD  and  gallbladder  cells.  The  goal  of  our  experiment  was  to 

evaluate  the  differences  if  any  between  gallbladder  stem  cells  and  IHBD  cells.  Expanded 

EpCAM+CD49f+ gallbladder  cells  (>p0)  represent  a  purer  stem cell  population  than primary 

EpCAM+CD49fhi cells. The latter forms both flat and glandular colonies and only a fraction of 

the flat can selfrenew. Therefore, we ran microarray analyses on expanded EpCAM+CD49f+ 

cells (>p1) and expanded IHBD cells. The major groups of differentially expressed genes were 

cytochrome  P450  genes,  glutathioneStransferase  and  the  solute  carrier  family  genes.  Also 

interferon  (IFN)inducible  protein  27  was  differentially  expressed  between  gallbladder  and 

IHBD cells. Interestingly, expression of CD54 is known to be immunologically mediated (129). 

The immunologic properties of bile duct cells have long been considered. They are the primary 
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site  of  damage  in  inflammatory  diseases  such  as  primary  biliary  cirrhosis  (130)  and  biliary 

atresia (21) and in liver allograft rejection (131). The differential expression of an IFNinducible 

protein  and  CD54  indicates  that  the  immunologic  properties  of  IHBD  and  gallbladder  cells 

could  be  different.  Studies  of  IHBD  cells  are  hindered  by  a  technical  inability  to  isolate  and 

expand them from primary  tissue (8, 103). We circumvented  this hurdle by using LA7 feeder 

cells  that  allow  for  a  robust  expansion  of  IHBD  epithelial  (EpCAM+)  cells.  This  expansion 

assay  along  with  the  3D matrigel  assay  could  serve  as  interchangeable  and  technically  easy 

tools  to  study  bile  duct  cells.  In  all,  the  complete  elucidation  of  the  differences  between  the 

IHBD and gallbladder  cells  belongs  to  another  study,  as  does  the  evaluation of  the  stem cell 

characteristics  of  the  expanded  IHBD  cells.  The  focus  of  this manuscript  was  to  isolate  and 

characterize gallbladder stem cells.  

We postulate that this study will have important clinical significance. Gallbladder stem 

cells could be used to treat biliary atresia as has been noted with hepatic progenitor cells (132). 

These cells could also be reprogrammed into hepatocytes or endocrine cells. There have been 

recent reports of the differentiation of gallbladder epithelial cells into hepatocytes (81, 83) and 

ectopic  endocrine  cells have been observed  in  the EHBD cells of Hes1/  deficient mice  (13). 

Gallbladder  stem  cells  might  be  capable  of  such  plasticity,  which  along  with  the  ready 

availability of donor tissue would make them an attractive candidate for cellbased therapy. 
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3.0   ISOLATION AND EXPANSION OF A UNIPOTENT IHBD STEM CELL 

POPULATION FROM ADULT MOUSE LIVER 

3.1  INTRODUCTION 

The identification of liver stem cells holds great promise for both basic biology and cellbased 

therapy to treat end stage liver disease. The liver consists of two parenchymal and epithelial cell 

types: hepatocyte and IHBD cells, and similar to other adult stem cell systems, a prerequisite of 

a  liver  stem  cell  is  to  generate  both  cell  types,  i.e.  be  bipotent.  However,  the  origin  of 

hepatocytes  and  IHBD  cells  during  normal  homeostasis  is  still  debated  (57,  59,  60,  86). 

Hepatocytes themselves have a remarkable ability to proliferate following injury such as partial 

hepatectomy (133). It is believed that stem cells do not have a significant role to play in tissue 

repair  and  maintenance  unless  this  foregoing  ability  of  hepatocytes  is  blocked  (58).  The 

identification of resident stem cells in the uninjured liver has accordingly been controversial.  

There  have  been  numerous  reports  of  the  prospective  identification  of  bipotent  stem 

cells in the uninjured mouse and human livers (6373). Along these lines, there have been many 

candidate  cell  surface  markers  identified  that  enrich  for  liver  stem  cells.  However,  many  of 

these markers  also  costain with  IHBD  cells.  Therefore,  it  is  not  clear  if  the  liver  stem  cells 

identified represent a separate population from IHBD cells and hepatocytes or a subpopulation 

of  IHBD cells  themselves.  In addition,  in vitro expanded stem cells are not homogeneous but 
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contain  contaminating mesenchymal  and  hematopoietic  cells,  which makes  discernment  of  a 

resident epithelial stem cell difficult. Finally, the hepatocyte differentiation observed with these 

cells was inconclusive and occurred at very low frequencies. This could be for various reasons, 

beginning with the lack of a definitive in vitro hepatocyte differentiation protocol. However, it 

could  also  be  because  these  candidate  stem  cells  are  not  capable  of  de  novo  hepatocyte 

differentiation.  

Stem  cells  are  primitive  cells  that  exhibit  single  cell  selfrenewal  and  lineage 

commitment  (91,  134).  We  have  previously  developed  in  vitro  assays  for  the  evaluation  of 

resident stem cells in the adult mouse gallbladder (135). In this study, we adapt these assays to 

evaluate  single  cell  selfrenewal  and  lineage  commitment  of  IHBD  cells.  There  are  no  cell 

surface markers for the prospective isolation of candidate liver stem cells in the uninjured liver. 

However, IHBD cells can be separated from hepatocytes, mesenchymal and hematopoietic cells 

in primary liver. Therefore, we chose to isolate mouse IHBD cells and characterize them using 

the  assays previously developed  for gallbladder  stem cells.   Last, we  evaluated bipotentcy of 

candidate IHBD stem cells assessing de novo hepatic differentiation after by transplantation into 

the Fah/ mouse.  
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3.2  MATERIAL AND METHODS 

3.2.1  Isolation of IHBD cells 

IHBD  cells  were  harvested  using  the  2step  collagenase  perfusion  technique  introduced  by 

Seglen  et  al.  (109).  Following  isolation,  hepatocytes  were  separated  by  a  low  speed 

centrifugation  (50g,  2min).  The  resulting  supernatant  was  subjected  to  two  more  low  speed 

centrifugations followed by a high speed centrifugation (300g, 5min). The resulting cell pellet 

was termed the small cell fraction. 

3.2.2  MACS enrichment of EpCAM+ IHBD cells 

Small  cell  fractions  were  stained  with  either  EpCAMPE  or  EpCAMBiotin  (BioLegend; 

Dilution 1:50) primary antibodies, followed by the appropriate microbead conjugated secondary 

antibody  (Miltenyi  Biotec)  and  eluted  through  a  MS  MACS®  separation  column  (Miltenyi 

Biotec).  The  number  of  microbead  conjugated  secondary  was  adjusted  for  the  low  cell 

frequency  of  EpCAM+  cells.  We  did  this  by  recalculating  the  total  cell  number.  First  we 

assumed  that  at  least  50%  of  the  actual  number  of  total  cells  were  EpCAM+  cells  and  this 

number  was  5%  of  the  recalculated  total  cells. We  then  adjusted  the  volume  of  microbeads 

according to  this recalculated total cell number. Resulting MACS enriched (MACS+) fraction 

were grown on lethally irradiated feeder cells as described previously (135).  
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3.2.3  Immunofluorescence 

Antibodies against EpCAM, CK19 and Albumin (Bethyl Laboratories, Dilution 1:50) were used 

at the appropriate dilution in PBS (Table 1).  Sections were blocked with 0.5% milk and stained 

with either antirat or antirabbit Alexa Fluor® secondaries (Invitrogen, CA). Images were taken 

using an IX71 Inverted microscope (Olympus, PA).  

3.2.4  Intracellular staining with CK19 

Small cell fractions were stained with the appropriate primary antibodies (Table 1) and fixed in 

4% PFA  for  10mins.  These  fractions were washed  in  PBS  and  permeabilized  in  either  0.3% 

Saponin  or  0.1% TritonX  for  in  0.5% BSA  for  10mins,  and  stained with Rabbit  antimouse 

CK19  antibody  (kind  gift  of  Dr.  Markus  Grompe,  Portland  OR)  in  the  respectively 

permeabilization solution for at least 1 hour. Following this, the fractions were stained with the 

respective secondary antibodies, and analyzed on the BD FACSCanto.  

3.2.5  Injection into FAH mice 

Cell suspensions were prepared in 50"l of HBSS and injected intrasplenically into Fah/ mice. 

Animals were anesthetized and a small surgical incision was made in the left flank. The spleen 

was exposed and the injection was made into the inferior pole of  the spleen using a 28gauge 

needle. The injection site was ligated to prevent cell leakage and bleeding. All mice were kept 

on NTBC until transplantation. NTBC was removed just after transplantation. The weight of the 

mice was monitored weekly  to determine  their health. Fah/ mice  lose weight during  the first 
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few weeks  after  transplanation  due  to  gradual  loss  of  liver  function  and  progressively  regain 

their  initial weight  later when  donor  liver  cells  regenerate  liver  tissue  and  hepatic  functions. 

Whenever the animals lost more than 25% of their initial body weight, NTBC was given back to 

restore  liver  function.  It  usually  took  five  to  seven  days  for  the mice  to  return  to  the  initial 

weight and liver functions under NTBC. At that point, NTBC is removed again to induce liver 

failure. Such a protocol has previously been used to allow a low number of cells to engraft in 

the liver cells (72, 136).  

3.3  RESULTS  

3.3.1  Isolation of EpCAM+ IHBD cells  

In  order  to  characterize  gallbladder  stem  cells,  we  have  previously  used  EpCAM  to  identify 

gallbladder  epithelial  cells  (135).  EpCAM  is  an  epithelial  cell  surface  marker  expressed  on 

keratinocytes  and  thymic  epithelial  cells  (137).  There  are  various  reports  indicating  that 

EpCAM is expressed on IHBD cells (114, 138). To investigate these data, livers were perfused 

by the standard twostep collagenase protocol introduced by Seglen et al. (109). Briefly, livers 

were perfused with collagenase and following cell  isolation, hepatocytes and small cells were 

separated by centrifugation  (Figure 11).  In our  experiments,  hepatocytes  constituted ~65% of 

the  total  cells  isolated.  The  small  cell  fraction  was  subsequently  labeled  with  EpCAM, 

hematopoietic  (CD45),  endothelial  (CD31)  and  macrophage  (F4/80)  cell  markers  for  FACS. 

Analysis  of  these  cells  indicated  three  distinct  populations  of  cells:  CD45+EpCAM 

(hematopoietic cells), CD45EpCAM (nonhematopoietic and nonepithelial cells) and CD45
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EpCAM+  (epithelial  cells).  CD45EpCAM+  cells  were  CD31F4/80  (Figure  12)  and 

represented the smallest fraction within the small cells (~1%). Cytospins of the CD45EpCAM+ 

cells indicate that almost all are CK19+ (Figure 11B). Since CK19 is considered to be an IHBD 

cell marker (114), we concluded that EpCAM would be a good cell surface marker to identify 

IHBD  cells.  Analysis  of  the  CD45EpCAM+  cells  indicated  that  they  express  the  epithelial 

markers  CD49f,  CD49e,  CD29,  and CD133  (135)  (Figure  13),  confirming  them  as  bile  duct 

epithelial cells.  
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Figure 11: Isolation and expansion of EpCAM+ IHBD cells 

(A) Flow cytometric analysis of  the small cell fraction from liver perfusion indicating a small 

((1%) EpCAM+CD45  cell  fraction  representing  IHBD  cells.  (B)  Strategy  for  enrichment  of 

EpCAM+  IHBD cells  from  small  cell  fraction. MACS+  fractions were  stained with CK19  to 

confirm  enrichment  of  IHBD  cells.  Note  that  not  all  cells  in  MACS+  fractions  are 
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EpCAM+CK19+  indicating  the  presence  of  possible  hematopoietic  and  mesenchymal  cells.   

The  large  cell  fraction was  stained with Albumin  to  confirm hepatocytes.  (C) Representative 

analysis of a MACS experiment on a  single  IHBD sample. The data clearly  indicate a  strong 

enrichment  of  EpCAM+  cells.  (D)  MACS+  fractions  were  expanded  on  rat  feeder  cells. 

Representative  analysis  of  a  single  expanded  IHBD  sample  indicating  clear  selection  of 

EpCAM+ cells from primary to first expansion (p0) and second expansion (p1). (E) Brightfield 

and epifluorescent micrographs of EpCAM+ IHBD cells in vitro (passage 2) (black arrowheads 

point  to  colonies).  Cytospins  of  expanded  EpCAM+  IHBD  cells  stained  with  EpCAM  and 

CK19.  White  arrowheads  indicate  EpCAM+CK19+  IHBD  cells.  White  arrows  indicate  rat 

feeder cells. Scale bars: 100 "m. 

 

Figure 12: Analysis of hematopoietic and mesenchymal markers on primary EpCAM+ IHBD cells 

Primary  EpCAM+  IHBD  cells  were  analyzed  by  flow  cytometry  for  hematopoietic markers, 

CD45  and  F4/80  and  the  endothelial  marker,  CD31.  EpCAM+  cells  are  CD45,  CD31  and 

F4/80.  
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Figure 13: Epithelial marker expression on primary EpCAM+ IHBD cells 

Red peaks correspond to the negative cell population, i.e. without primary antibody. Blue peaks 

correspond  to  the  appropriate  stained population. Primary EpCAM+  IHBD cells  are CD49f+, 

CD49e+,  CD133+  and  CD29+.  We  were  not  able  to  detect  any  heterogeneity  with  these 

markers.  

3.3.2  Expansion of the EpCAM+ IHBD cells 

We  have  previously  used  the  rat  mammary  tumor  cell  line,  LA7,  as  feeder  cells  for  the 

expansion of mouse gallbladder stem cells (135) and human colon cancer stem cells (98). These 

feeder cells are known to select for epithelial cell growth (95) and in our previous study, they 

selected for gallbladder epithelial cells (135). We therefore tested if the LA7 feeder cells would 

be good candidate for IHBD cell growth. Initially, when the total small cell fraction was plated 

on the feeder cells, we did not observe a robust and reproducible epithelial cell expansion (data 

not shown), possibly because of the low frequency of IHBD cells in the small cell fraction (456$

EpCAM+  CD45  cells).  We  then  attempted  to  enrich  for  EpCAM+  cells  using  Magnetic 

Activated Cell Sorting (MACS) prior to plating on feeder cells (Figure 11B).  

Small cell fractions were stained with EpCAM followed by the appropriate microbead

conjugated secondary  (see Materials and methods),  fractionated using a column and analyzed 

by flow cytometry. We were able  to achieve a robust enrichment of  the EpCAM+ cells using 
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MACS  (Figure  11C).  Analyses  of  isolates  from  multiple  liver  perfusions  indicated  that 

enrichment varied  from a 545  fold  increase of EpCAM+ cells  (Table 4). We obtained better 

enrichment from younger mice (69 weeks old) compared to older mice (16 weeks old). In order 

to expand  them  in vitro, MACS enriched cultures were plated on feeder cells and  trypsinized 

after  47 weeks. Mouse  cells  (gfp+  cells) were  separated  from  rat  feeder  cells  (gfp  cells)  as 

described previously (135). Flow cytometric analyses showed that there was no fusion between 

the  IHBD  and  feeder  cells  (Figure  14).  We  observed  a  further  twofive  fold  enrichment  of 

EpCAM+ IHBD cells  after  the  first  expansion  in vitro  (Figure 11D and Table 5). These data 

confirm that the feeder cells select for IHBD epithelial cells. After the second expansion, almost 

all (>98%) of the gfp+ cells in vitro were EpCAM+, indicating a pure expansion of EpCAM+ 

IHBD cells. After immunostaining with CK19, we found that that all the expanded IHBD cells 

were EpCAM+CK19+ (Figure 11E). In this manner, using an antiEpCAM enrichment protocol 

followed by serial passage on rat feeder cells, we achieved a robust and reproducible expansion  

of IHBD epithelial cells.  



  66 

Table 4: MACS enrichment of Primary EpCAM+ IHBD cells 

Small cell from liver perfusion were stained with EpCAMPE antibodies followed by anti PE

conjugated microbeads  and  run  over  a  single MACS  column. MACS+  and MACS  negative 

were  analyzed  by  flow  cytometry.  In  all  sample  analyzed  exhibited  enrichment  of  EpCAM+ 

cells, with  enrichment varying between 550  fold. Enrichment  and yield varied depending on 

age of mice, with younger mice giving a smaller but purer EpCAM+ cell population.  

 

Population  % Primary 

EpCAM+ 

gfp+ cells# 

Fold Increase in EpCAM+ cells; 

Yield 

Age/Sex 

BD1  Bulk (0.79%)  5.7 fold enrichment 

Bulk: 4.5e6 cells 

MACS+: 390,000 cells 

16 weeks, 

F MACS+ (4.5%) 

MACS (0%) 

BD5 

 

Bulk (0.65%)  46 fold enrichment 

Bulk: 10.1e6 cells 

MACS+: 195,000 cells 

7 weeks, F 

MACS+ (29.9%) 

MACS (0.01%) 

BD8  Bulk (0.5%)  49 fold enrichment 

Bulk: 9e6 cells 

MACS+: 100,000 cells 

6.5 weeks, 

M MACS+ (24.7%) 

MACS: (0.02%) 

BD12  Bulk (1%)  15 fold enrichment 

Bulk: 12.3e6 cells 

MACS+: 530,000 cells 

16 weeks, 

F MACS+ (14.9%) 

MACS (0.02%) 

BD11  Bulk (1.1%)  30 fold enrichment  9 weeks, F 
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MACS+ (31.7%)  Bulk: 12.4e6 cells 

MACS+: 109,000cells MACS (0.11%) 
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Figure 14: IHBD cells do not undergo fusion in vitro 

Flow cytometric analyses of  IHBD cells. RT1a  is  the Class  I MHC antigen  for  the  rat  feeder 

cells. The middle and  right plots are different  representations of  the  live cells  in  the  left plot. 

The  data  clearly  indicate  two  distinct  populations:  GFP+RT1a  and  GFPRTa1+  or 

EpCAM+RT1a and EpCAMRT1a+, confirming  the adequate separation of  IHBD cells  from 

rat feeder cells.  

 

Table 5: Enrichment of EpCAM+ IHBD cells in vitro 

MACS enriched  fractions  from primary  tissue were  expanded  in vitro on  rat  feeder  cells  and 

analyzed  at  first  expansion  (p0).  In  all  samples  analyzed, we  noticed  a  strong  enrichment  of 

EpCAM+ IHBD cells. On average, after five weeks in culture, there was a 25 fold enrichment 

of EpCAM+ cells.  

Population 
% Expanded EpCAM+ 

gfp+ cells# 

Fold Increase in EpCAM+ 

cells from Primary 

Days in 

Culture 

BD1  21%  4.6  28 

BD5  89%  3  33 

BD8  80%  3.3  50 

BD11  55%  1.7  42 
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3.3.3  Evidence of heterogeneity in EpCAM+ IHBD cells  

Stem and progenitor cells are defined by their ability for selfrenewal and we reasoned that in 

vitro expansion of IHBD cells would select for primitive or stem cells. To correlate IHBD cell 

expansion  with  a  surface  marker  phenotypic  profile,  we  screened  primary  and  expanded 

EpCAM+  IHBD cells with  a panel of 38 markers,  similar  to our previous  characterization of 

mouse gallbladder stem cells (135) (Table 6). We observed that the expanded EpCAM+ IHBD 

cells  remained positive  for CD49f, CD49e, CD29,  and CD133  and were negative  for  lineage 

markers, CD45, CD31 and F4/80. However, unlike  the gallbladder cells, we were not able  to 

identify  markers  that  highlighted  functionally  distinct  populations  of  IHBD  cells  (Table  6). 

Function in this case is defined by a colony forming assay (see below). Therefore, we evaluated 

the colony forming ability of total EpCAM+ cells by LDAs in order to determine if all or only a 

subpopulation of EpCAM+ cells were capable of selfrenewal.  
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Table 6: Phenotypic profile of primary and expanded IHBD cells 

Primary  and  expanded  EpCAM+  IHBD  cells  were  screened  with  a  panel  of  38  cell 

surface markers. Of  these markers, we  only  observed  consistent  heterogeneous  expression  of 

CD26 (DPPIV) and Stem cell antigen (Sca1). LDA analyses analyzing colony forming ability 

indicated that these markers do not highlight functionally distinct populations.  

Marker  Primary IHBD  Expanded IHBD 

CD2     

CD3e     

CD4     

CD5     

CD8a     

CD9  +  + 

CD11b     

CD13     

CD14     

CD19     

CD26  +/Het  +/Low 

CD29  +  + 

CD31     

CD44     

CD45     

CD49e  +   

CD49f  +  + 

CD54  +   

CD56     

CD73  +   

CD81  +   

CD86      

CD95     

CD117     

CD121a      

CD132      

CD133  +  + 

CD166  +  + 

CXCR4     

DBA  +/Het  +/Het 

Dlk     

F4/80     

EpCAM  +  + 

Gr1.1     

Sca1  Het  + 

Siglec F      
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TER119     

Qa1    +/Low 

 

 

 

 

LDAs quantify the frequency of the colony forming cells in a given cell population (99) 

and were key to the identification of hematopoietic (100) and neural stem cells (101). We have 

previously used LDAs to identify colony forming cells in adult mouse gallbladder (135). In this 

study, we sorted primary and expanded EpCAM+ IHBD cells directly onto the rat feeder cells. 

We observed a similar colony forming unit (CFU) frequency between primary (1 out of 22 – 1 

out of 30) and expanded (1 out of 18 – 1 out of 20) EpCAM+ IHBD cells (Table 7). Chisquare 

tests revealed no statistical difference  in the CFU frequency % SE range between primary and 

expanded  IHBD  cells  (p>0.05).  These  data  clearly  demonstrate  the  presence  and  longterm 

(>passage 3) expansion of a select subpopulation of EpCAM+ IHBD cells capable of colony 

formation  in  vitro.  However,  as  detailed  earlier,  we  were  not  able  to  identify  cell  surface 

markers that would select for this subpopulation. Subsequently, we chose to evaluate the stem 

cell properties of  single cell  selfrenewal and  lineage commitment of  the expanded EpCAM+ 

IHBD cells.  
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Table 7: Evidence of heterogeneity in EpCAM+ IHBD cells 

LDAs  were  carried  out  on  two  primary  and  expanded  EpCAM+  cell  populations 

respectively.  CFU  frequency  %  SE  (LCalc®)  results  indicate  stable  in  vitro  expansion  of 

EpCAM+ cells through late passage (> passage 3). Pearson’s chisquare statistic was calculated 

on all the four cell populations by the online tool, Extreme Limiting Dilution Analyses (ELDA), 

by  either  keeping  all  cell  populations  separate  (Case  A),  or  by  grouping  the  primary  and 

expanded cell populations together (Case B). Case A: Chisquare statistic: 4.12; pvalue: 0.249. 

Case B: Chisquare statistic: 2.47; pvalue: 0.116. 

   Population  CFU Frequency  SE Range in CFU Frequency 

Primary IHBD 
BD2  1/22  1/18 – 1/26 

BD3  1/30  1/25 – 1/36 

Expanded IHBD 
BD2 (passage 7)  1/18  1/15 – 1/22 

BD# (passage 6)  1/20  1/16 – 1/25 
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3.3.4  Expanded IHBD cells grow from single cells 

Single cell derived clones were generated from expanded EpCAM+ IHBD cells in two separate 

experiments. The frequency of clone formation in the first experiment was 1 out of 40 (Figure 

15), indicating a similar colony forming ability observed with total EpCAM+ IHBD cells (Table 

7).  

 

 

Figure 15: Clonal expansion of EpCAM+ IHBD cells 

Single  cell  selfrenewal  of  was  assessed  in  two  experiments.  In  the  first  experiment,  single 

expanded EpCAM+ IHBD cells were sorted on one 96black bottom well plate preseeded with 

rat feeder cells. 40 positive wells, i.e. containing 1 cell were scored. Representative images of a 

single clone  (Clone E1) from this experiment are shown.  

3.3.5  Expanded IHBD cells differentiate into bile ductlike structures 

Matrigel has been shown to promote or maintain differentiation of both cell lines and primary 

cells  including  hepatocytes  (139),    as well  as  induce  bile  duct  differentiation  of  the  bipotent 

hepatoblast cell line, HPPL (107). In addition, we have previously used a matrigel based assay 

to evaluate the differentiation of mouse gallbladder epithelial cells (135). Therefore, we tested 

the  ability of  expanded  IHBD cells  to differentiate  into bile ducts  in matrigel. Briefly,  IHBD 

cells were mixed with serumfree media, plated on tissue culture plastic and layered above with 
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matrigel (Figure 16A). Within one week, small threedimensional cystlike structures, similar to 

those  obtained  with  mouse  gallbladder  cells,  were  observed  developing  in  the  matrigel,  and 

persisted  for  at  least  five  weeks  in  culture  (Figure  16A).  The  cysts  were  suspended  in  the 

matrigel,  were  hollow  (Figure  16B  i)  and  appeared  to  consist  of  a  single  lining  of  cuboidal 

epithelial cells (Figure 16B ii). To evaluate the polarization of the epithelial cells lining the cyst 

lumen, we compared  their  ultrastructure  to  those of primary  and expanded  IHBD cells. TEM 

analyses  indicated  that  primary  and  expanded  IHBD  cells  are  cuboidal  with  defined  apical

basolateral  polarity.  They  contained  of  cerebroform  nuclei,  and  exhibited  apical  microvilli, 

junctional  apparatus  and  interdigitating  lateral  membranes  typical  of  bile  duct  cells  (Figure 

16C). The cysts  forming  in  the matrigel had a  similar ultrastructure,  in  that  they consisted of 

cuboidal  cells  with  apical  microvilli  that  lining  the  cyst  lumen  reminiscent  of  the  cell 

morphology observed in primary bile ducts.  

A  key  physiological  function  of  primary  IHBD  cells  is  to  modify  biliary  content, 

specifically by secreting water and bicarbonate ions into the bile (7), which is in part mediated 

by  MDR  proteins.  Rhodamine  123,  a  fluorescent  substrate  of  MDR1  has  been  shown  to 

accumulate  in  the  lumens  of  cysts  formed  by  a  hepatoblast  cell  line  grown  in  matrigel, 

indicating  bile  duct  differentiation  (107). We  observed  similar  transport  of  the  dye  by  cysts 

formed from mouse gallbladder stem cells (135). We therefore reasoned that this assay would 

be  an  appropriate  bile  duct  differentiation  assay  for  the  expanded  EpCAM+  IHBD  cells. 

Rhodamine  123  was  added  to  the  media  of  the  matrigel  cultures  and  confocal  images  were 

taken at various time points. We observed a steady accumulation of the dye in the cyst lumen 

over the course of an hour (Figure 16D). Importantly, this transport was blocked by addition of 

Verapamil, an MDRspecific inhibitor (Figure 3D).  
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Overall these data indicate that the EpCAM+ IHBD cells can differentiate to form bile 

duct structures in vitro, and recapitulate the morphology, ultrastructure and a transport function 

of primary bile ducts.  

 

Figure 16: EpCAM+ IHBD cells form bile ducts in vitro 

(A)  Schematic  of  differentiation  assay.  Expanded  EpCAM+  IHBD  cells  (>passage  2)  were 

plated on tissue culture treated dishes in serumfree media and layered with matrigel. Colonies 

of cells were observed growing on the dish plastic (arrowheads) and cysts were seen growing in 

the  matrigel  (arrows).  (B).  Cysts  are  hollow  and  lined  by  cuboidal  cells  (i)  Brightfield  and 

confocal micrographs of cysts. (ii) Cysts were isolated from matrigel and stained with toluidine 

blue.  (C) Electron micrographs  of  cysts  (31  days  post  plating),  primary  IHBD  and  expanded 

IHBD  cells.  Pictures  in  the  right  column  are  higher magnification  views  of  IHBD  epithelial 

cells showing apicalbasolateral polarity and interdigitating lateral membranes. (D) Cysts were 

incubated with  100"M Rhodamine  123  (Rh  123)  ±  10"M Verapamil.  Confocal micrographs 
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showing  timelapse  images  of  optical  sections  corresponding  to  the  center  of  the  cysts  at 

indicated times. Rh 123 accumulates in lumen over 1 hr. Transport is blocked with Verapamil. 

MV:  Microvilli,  M:  Mitochondria,  N:  Nucleus,  LY:  Lysossome,  BM:  Basement  membrane. 

Unless specified otherwise, scale bars: 100"m.  

3.3.6  Expanded EpCAM+ IHBD cells do not differentiate into hepatocytes in vivo 

The  liver  is composed of  two epithelial cell  types: hepatocytes and  IHBD cells. Accordingly, 

studies involving liver stem cells assess the ability of  these cells  to differentiate  into both cell 

types. However, there are no definitive in vitro hepatocyte differentiation protocols. The Fah/ 

mouse is an inducible mouse model of liver disease that provides a strong selective advantage 

for engraftment to donor hepatocytes or hepatocytelike cells (88, 89). Therefore, we evaluated 

the  ability  of  expanded  EpCAM+  IHBD  cells  to  differentiate  into  hepatocytes  de  novo,  by 

transplantation into Fah/ mice (Figure 17).  

In the first set of experiments, we injected expanded gfp+ EpCAM+ IHBD cells alone 

into Fah/ mice  (Figure  17A). However,  after  several  rounds  of  selection without NTBC we 

were  not  able  to  detect  any  engraftment  (visualized  by  gfp+  expression).  Expanded  gfp+ 

EpCAM+  IHBD cells were  premixed with  gfp  primary  hepatocytes  and  injected  into Fah/ 

mice (Figure 17B). Our rationale here is that the donor gfp hepatocytes would repopulate the 

liver thereby making the environment more hospitable for EpCAM+ IHBD cells. Therefore, the 

goal of  this experiment was  to determine  if any EpCAM+ IHBD cells could differentiate  into 

hepatocytes de novo and engraft, but not rescue in the liver. In both experiments conducted in 

this manner, we observed the weight of the animal increasing towards the end of the selection, 

indicating hepatocyte engraftment and rescue of liver function (Figure 17B). However, we were 
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not  able  to  detect  gfp+  expression  in  any  of  the  mice.  Therefore,  based  on  these  data  we 

conclude  that  expanded  EpCAM+  IHBD  cells  are  not  capable  of  de  novo  hepatocyte 

differentiation in the Fah/ mouse. 

 

Figure 17: Expanded EpCAM+ IHBD cells do not differentiate into hepatocytes in vivo 

(A)  1e6  expanded  gfp+  IHBD  cells  were  injected  intrasplenically  into  Fah/  mice.  (i)  gfp+ 

IHBD (passage 9) were injected  (n=3). Mice were taken off NTBC to induce liver failure over 

four  weeks.  (ii)  gfp+  IHBD  cells  (passage  6)  were  injected  (n=5).  Three  selections  without 

NTBC  were  performed.    (B)  0.4e6  each  of  expanded  gfp+  IHBD  cells  +  gfp  primary 

hepatocytes were injected intrasplenically into Fah/ mice. (i) One selection without NTCB was 

performed (n=3). (ii) Two selections without NTBC were performed (n=5). We did not observe 

gfp+ engraftment in any of the mice injected.  
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3.4  CONCLUSIONS & FUTURE DIRECTIONS 

The identification of resident stem cells in the uninjured liver has been controversial. There is a 

lack  of  cell  surface  markers  for  the  prospective  isolation  of  liver  stem  cells  and  their 

differentiation  into  hepatocytes  has  been  inconclusive.  However,  the  Canals  of  Hering  have 

long been implicated as the candidate stem cell niche in the liver (61, 62, 140) indicating that 

some  of  all  of  the  IHBD  cells  might  represent  liver  stem  cells.  Therefore,  in  this  study  we 

attempt to elucidate the stem cell properties of IHBD cells in the normal uninjured liver, using 

assays previously developed for the analysis of mouse gallbladder stem cells (135).  

Using a combination of MACS and a culture system that selects for epithelial cells, we 

obtained a pure (>98%) population of IHBD epithelial cells in vitro. Most expanded IHBD cells 

were EpCAM+  and CK19+,  two  standard markers  for  bile  duct  cells  (114,  138)  and  did  not 

express lineage markers CD31, CD45 and F4/80. LDAs performed from primary and expanded 

EpCAM+  IHBD  cells  indicated  that  only  a  subpopulation  of  these  cells  had  colony  forming 

ability. However, we were not able to identify a cell surface marker that selected or enriched for 

this subpopulation. Notably, Dorrell et al.  (72)  report a very similar CFU frequency (1 out of 

34.3) in their characterization of stem cells in the normal liver, suggesting a similar expansion 

of cells in vitro.  

Stem cells are defined by  their ability  to selfrenew from single cells and differentiate 

down lineagespecific programs (91). We demonstrated that expanded EpCAM+ IHBD cells are 

capable  of  single  cell  selfrenewal  and  lineage  commitment.  Interestingly,  the  frequency  of 

clone formation was similar to the CFU frequency from the LDA (compare Figure 15 and Table 

7).  These  data  suggest  that  the  subpopulation  of  EpCAM+  IHBD  cells  capable  of  colony 

formation identified by the LDA is also capable of selfrenewal from single cells. Clone E1 is 
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being  expanded  further  and  additional  clones  will  be  generated.  Additional  single  cell 

experiments  have been performed  and  are  awaiting  analysis. The goal  is  to  generate  three or 

four clonal IHBD cultures similar to our experiments with mouse gallbladder stem cells (135). 

In  the  future,  the phenotypic profiles  and morphogenesis of  the clonal  IHBD cultures will be 

determined and  compared  to  parent  IHBD cultures.  In  addition, microarray  analysis  could be 

used in order to identify specific cell surface markers that enrich for the specific subpopulation 

of  EpCAM+  IHBD  cells  capable  of  colony  formation  similar  to  a  previous  study  with  fetal 

mouse  liver  stem  cells  (141).  Last,  specific  antibodies  could  be  generated  against  EpCAM+ 

IHBD  cells,  similar  to  a  previous  study  by  Dorrell  et  al.  (74),  which  might  allow  for  the 

identification of heterogeneous subpopulations within EpCAM+ IHBD cells.  

Expanded EpCAM+ IHBD cells exhibited cyst formation in matrigel culture. We found 

that  the  cysts  recapitulate  the  ultrastructure  and  a  transport  function  of  primary  IHBD  cells. 

Using  the matrigel assay, we have characterized cyst  formation from adult mouse gallbladder 

stem cells (135). In addition, Tanimizu et al. (107) found that cyst formation in matrigel by the 

bipotent  hepatoblast  cell  line  –HPPL  was  indicative  of  bile  duct  differentiation,  further 

corroborating  our  results.  However,  to  our  knowledge  cysts  formation  by  primary  IHBD 

epithelial cells have heretofore not been characterized, making our results especially significant. 

In the future, the expression of EpCAM, CK19, albumin and AAT in cysts will be evaluated, to 

better elucidate the differentiation status of the cysts. 

Last, we determined that expanded EpCAM+ IHBD cells were not able to differentiate 

into  hepatocytes de  novo  in  the Fah/ mouse. However,  it  is  possible  that  in  vitro  expansion 

makes  IHBD  cells  less  amenable  to  engraftment  in  vivo.  Therefore,  in  the  future  primary 

EpCAM+  IHBD cells will  be  injected with  and without primary hepatocytes  into Fah/ mice 
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(n=5/experiment).  These  experiments  have  been  performed  and  are  awaiting  analysis.  We 

predict  that primary EpCAM+ IHBD cells will  also not be capable of de novo differentiation 

into hepatocytes. One possible explanation for  the inability of IHBD cells  to differentiate  into 

hepatocytes might be the Fah/ animal model. Using a fate tracing model that specifically labels 

hepatocytes,  Malato  et  al.  (60)  have  shown  that  bile  duct  cells  can  generate  hepatocytes  in 

chronic but not acute models of liver injury. These data reinforce the notion that liver stem cells 

only  play  a  significant  role  in  tissue  repair  when  the  ability  of  hepatocytes  to  proliferate  is 

blocked or seriously impaired (58). Fah/ mice while providing a competitive environment for 

donor hepatocytes to engraft, do not represent a chronic liver injury model that might allow for 

the de novo differentiation of IHBD stem cells into hepatocytes.  

Another possible explanation for inability of IHBD cells to differentiate into hepatocytes 

might be the purity of  the donor cells  injected. Previous studies reporting the identification of 

liver stem cells do not clearly preclude the presence of hepatocytes in the donor cell preparation. 

IHBD cells  are  a  rare  population  in  the  small  cell  fraction  from primary  liver  isolate  (Figure 

11A).  Therefore,  obtaining  a  pure  (>98%)  primary  IHBD  cell  fraction  can  be  technically 

challenging. In our experiments for the injection of primary EpCAM+ IHBD epithelial cells into 

Fah
/ mice we  found  that MACS  followed  by  FACS was  essential  to  obtaining  such  a  pure 

population.  The  lack  of  such  a  purification  protocol  could  explain  how  Qiu  et  al.  (70)  and 

Dorrell et al. (72) reported hepatocyte differentiation of liver stem cells in Fah/ mice.  

Finally,  we  evaluated  the  possibility  that  EpCAM+  IHBD  cells  might  themselves 

represent  a  subpopulation  of  total  bile  duct  cells. We  performed  intracellular  flow  cytometry 

staining with CK19 and EpCAM. In two separate experiments we found that EpCAM marked a 

distinct subpopulation of CK19+ cells (Figure 18). Frequency of EpCAM+CK19+ cells varied 
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between 8590% of total CK19+ cells depending on the experiment. Therefore, EpCAM+ IHBD 

cells mark a subpopulation of  total bile duct cells. These cells can expand in vitro, selfrenew 

from single cells and differentiate to form bile duct structures. However, they are unipotent and 

are not able to generate hepatocytes de novo in Fah/ mice.   

 

Figure 18: EpCAM marks a subpopulation of primary IHBD cells 

Small cell fractions of primary from liver perfusion were stained with EpCAM and CD45, fixed 

in 4% PFA, permeabilized  in 0.1% TritonX and stained with CK19 (kind gift of Dr. Markus 

Grompe  (Portland,  OR).  These  data  indicate  presence  of  a  clear  population  of  EpCAM

CK19+CD45 cells (15%). The frequency of this population varied between 1015% depending 

on the experiment. Similar results were obtained with Saponin. EpCAM cells from small cell 

fractions do not grow on rat feeder cells. 
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4.0   ISOLATION AND EXPANSION OF A UNIQUE STEM CELL POPULATION 

FROM FETAL HUMAN GALLBLADDER 

4.1  INTRODUCTION 

Understanding the resident stem cell populations of  the bile duct system is  important for both 

basic  biology  and  designing  therapeutic  strategies  to  treat  bile  duct  diseases.  The  bile  duct 

system  is  divided  into  IHBD  and  EHBD  systems,  and  the  EHBD  system  consists  of  the 

common hepatic duct, gallbladder, cystic duct and CBD (2, 142). The gallbladder stores the bile 

while modifying its content and concentration.  

There  is  a  paucity  of  data  characterizing  stem  cells  in  the  adult  or  fetal  gallbladders, 

especially  in humans. Moreover,  the differences between IHBD and EHBD cells are not well 

understood.  The  EHBD  system,  liver  and  the  ventral  pancreas  develop  from  the  posterior 

ventral foregut endoderm (911). However, the exact mechanisms of development and the cell

intrinsic  factors  responsible  for  IHBD  and  EHBD  system  specification  have  heretofore  been 

unclear.  It  has  recently been  shown  that  the  IHBD and EHBD system descend  from  separate 

progenitors (20). Using a PDX1Cre mouse, Spence et al. (20) demonstrate that hepatocytes and 

IHBD  cells  derive  from Pdx1  cells while  the EHBD  cells  and  ventral  pancreas  derive  from 

Pdx1+  cells.  These  data were  corroborated  by  a  study  in  our  lab, where we  found  that  adult 

mouse gallbladder  cells have  a distinct phenotypic  and expression profile  compared  to  IHBD 
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cells (135). However, the differences between human IHBD and EHBD cells have not yet been 

explored.  

The goal of this study was to isolate and characterize a resident stem cell population in 

the fetal human gallbladder and compare its phenotypic and expression profile to those of fetal 

IHBD  cells.  The  evaluation  of  human  fetal  gallbladder  stem  cells  could  have  important 

ramifications  for  the  study of  congenital  diseases  such  as  biliary  atresia  (21)  and would  also 

help elucidate the ontogeny of cells in the bile duct system.  

Stem  cells  are  defined  by  their  ability  for  single  cell  selfrenewal  and  lineage 

commitment (91). In a previous study, we have used colony forming assays along with single 

cell  and morphogenesis  assays  to  characterize  a  resident  stem  cell  population  in  adult mouse 

gallbladder (135). In this report, we will adapt the assays to human cells in order to isolate and 

characterize resident stem cells in the fetal human gallbladder.  

4.2  MATERIALS AND METHODS 

4.2.1  Gallbladder and IHBD cell isolation and culture 

Fetal liver and gallbladder tissues were obtained from the Tissue Bank at the Magee Women’s 

Hospital of UPMC. All samples were between 1923 weeks of gestation. The research protocol 

was reviewed and approved by the Institutional Review Board for Human Research Studies at 

the University  of  Pittsburgh. Gallbladders were  cut  and  opened  along  the middle  in  order  to 

expose  the mucosa. Bile was washed  off my  gently  scraping  the mucosal  surface with  blunt 

forceps in HBSS. Liver samples were minced into small pieces. Samples were incubated with 
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EBSS/10mM EGTA/1% HEPES for 15min and treated with 1 mg/ml CollagenaseII (Invitrogen, 

CA) +1mg/ml Hyaluronidase (Sigma) + 100 "g/ml of DNaseI (Roche, IN) for 1 hour followed 

by 0.25%Trypsin  /0.1%EDTA (Fisher Scientific, MA) for 30 min  to obtain a cell suspension. 

Cell suspensions were plated on irradiated rat feeder cells as described previously (135).   

4.2.2  Immunofluorescence 

Antibodies  against  EpCAM  (BD  Biosciences,  Dilution  1:100),  CK19  (Santa  Cruz 

Biotechnology,  Dilution  1:300)  and  AAT  (Bethyl  Laboratories,  Dilution  1:50)  were  used  in 

PBS. Sections were blocked with 0.5% milk and stained with either antirat or antirabbit Alexa 

Fluor®  secondaries  (Invitrogen,  CA).  Images were  taken  using  an  IX71  Inverted microscope 

(Olympus, PA).  

4.2.3  FACS Analysis 

FACS analysis and sorting and subsequent data analysis was performed as previously described 

(135).  

4.2.4  Collagen differentiation assay 

Gallbladder  cells  were  plated  in  tissue  culture  dishes  at  medium  density  (50,000  100,000 

cells/well  of  48 well  plate)  and  layered  above with  an  equal  volume of PureCol®  (Advanced 

Biomatrix)  (PureCol®  is  a version of bovine dermal hide collagen or Vitrogen) and placed at 
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37C for 30min. The gels were covered with DMEM/F12 and 1% ITS and recombinant human 

EGF (50ng/ml) (Peprotech). Media was changed twice a week.  

4.3  RESULTS 

4.3.1   EpCAM is a human fetal gallbladder epithelial cell marker 

EpCAM  is  a  cell  surface  marker  that  was  first  described  in  colorectal  cancer  (143).  Its 

expression  has  since  been  found  on  a  wide  variety  of  epithelial  cells  such  as  keratinocytes, 

thymic epithelial cells and intrahepatic bile duct  (IHBD) cells (114, 144). In our previous report 

on  adult  mouse  gallbladder  stem  cells,  we  identified  that  gallbladder  epithelial  cells  were 

EpCAM+,  and  subsequently  used  EpCAM  to  label  these  cells  by  flow  cytometry  (135). 

EpCAM expression  has  also  been  observed  on  adult  human  gallbladder  epithelial  cells  (129, 

145) but no evidence exists for its expression in fetal gallbladder. We performed colocalization 

studies with EpCAM and CK19, a pan biliary marker (115). We found that most CK19+ cells 

were  EpCAM+  (Figure  19A).  Therefore,  EpCAM  marks  human  fetal  gallbladder  epithelial 

cells.  
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Figure 19: Fetal human gallbladder epithelial cells expand on feeder cells 

A)  Sections  of  human  fetal  gallbladder  were  stained  with  EpCAM  (red)  and  CK19  (green). 

Most  CK19+cells  were  EpCAM+  (yellow  staining).  (B)  Fetal  human  gallbladder  cells  were 

isolated and expanded in vitro on lethally irradiated LA7 feeder cells. Representative pictures of 

two human samples indicating epithelial expansion (arrowheads). (C) In vitro growth conditions 

select  for  gallbladder  epithelial  (CD45EpCAM+)  cells.  Flow  cytometric  analyses  at  primary 

and  first  expansion  (p0)  of  two  gallbladder  samples  indicating  strong  enrichment  of  CD45

EpCAM+ cells.  

4.3.2  Human fetal gallbladder epithelial cells expand in vitro 

Gallbladder  cells  were  cultured  in  vitro  on  lethally  irradiated  rat  feeder  cells  that  select  for 

epithelial growth (95), similar to our previous study on mouse gallbladder cells (135). In total 

23  fetal  gallbladder  samples  were  processed.  All  samples  that  were  put  into  culture  (n=21) 

exhibited  in  vitro  expansion  (Figure  19B).  Small  cells  growing  in  cobblestonelike  epithelial 

colonies were  the  hallmark  of  these  cultures  along with  colonies  comprising  small  cells with 

large  nuclear  to  cytoplasmic  ratios.  Flow  cytometry  analyses  of  primary  and  expanded 
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gallbladder  cells  at  first  expansion  (p0)  showed  that  feeder  cells  strongly  select  for  epithelial 

(EpCAM+) expansion (Figure 19C). EpCAM cells that were sorted from primary gallbladder 

did not proliferate. Similar  to previous  studies  (129, 146), we observed  that LA7 feeder  cells 

allowed  for  up  to  78  serial  passages  of  gallbladder  cells  after  which  these  cells  exhibited 

irreversible growth arrest. 

4.3.3  CD13 and CD44 are heterogeneously expressed on primary gallbladder cells 

Since there is a paucity of cell surface markers for human gallbladder stem cells, we began by 

screening primary  and  expanded  cells with  a  panel  of  44  commercially  available  cell  surface 

markers of stem and progenitor cells (Table 8). As stem cells have the capacity for selfrenewal, 

we  predicted  that  expansion  in  vitro  would  select  for  cells  capable  of  selfrenewal,  thereby 

enriching  for  primitive  or  stem  cells.  Our  goal  here  was  to  find  markers  that  were 

heterogeneously  expressed  on  primary  gallbladder  epithelial  (EpCAM+)  cells  and  were 

enriched on expanded gallbladder cells. In this manner, we hoped to identify candidate stem cell 

markers.  

Five  separate  expanded  human  gallbladder  samples were  screened with  the  foregoing 

panel  of  cell  surface markers. We  found  that  phenotypic  expression  of  expanded  gallbladder 

cells  was  remarkably  conserved  in  culture  suggesting  expansion  of  a  homogeneous 

subpopulation of cells (Table 8). Conversely, the phenotypic expression of primary gallbladder 

cells (n=5) was variable indicating the potential difference between separate biological samples 

(Table  8).  Of  the  various  markers,  CD13  and  CD44  consistently  showed  heterogeneous 

expression  on  primary  gallbladder  epithelial  cells  (Table  8  and  Figure  20A).  CD13 

(aminopeptidase  N)  has  previously  been  described  as  a  stem  cell  marker  in  the  developing 
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mouse  liver  (147,  148)  as well  in  human  hepatocellular  carcinoma  (149).  In  addition,  recent 

studies have indicated that CD44 (the receptor for hyaluornic acid) has recently been shown to a 

human gallbladder cancer stem cell marker (46, 47). Interestingly, costaining with CD13 and 

CD44 showed additional heterogeneity in the primary gallbladder epithelial cells (Figure 20B). 

We  noted  the  presence  of  three  distinct  subpopulations  of  epithelial  (EpCAM+)  cells: 

CD44+CD13+  cells, CD44CD13+  and CD44CD13  cells.  The CD44CD13+  subpopulation 

was  by  far  the  largest  in  all  samples  analyzed  (n=9),  followed  by  the  CD44+CD13+ 

subpopulation.  Expanded  gallbladder  cells  were  CD44+  and  heterogeneous  for  CD13 

expression (Figure 20B). We observed the presence of two distinct subpopulations of expanded 

gallbladder  epithelial  (EpCAM+)  cells:  CD44+CD13+  and  CD44+CD13  cells.  Interestingly, 

when we analyzed the same gallbladder samples from primary tissue and at first expansion (p0), 

we  observed  that  the  frequency  of  CD44+CD13+  cells  remained  relatively  constant  (Figure 

20C). Based on  these data, we hypothesized  that  the CD44+CD13+ subpopulation  in primary 

gallbladder epithelium represented cells capable of selfrenewal and would be the most highly 

enriched for primitive or stem cells. 
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Table 8: Phenotypic profiles of primary and expanded human gallbladder cells  
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Figure 20: EpCAM+CD13+CD44+ cells are enriched with in vitro expansion 

A) Flow cytometric profile showing that CD13 and CD44 are heterogeneous in primary human 

fetal  gallbladder  epithelial  cells.  Flow  plots  represent  only  EpCAM+  cells  from  primary 

gallbladder.  EpCAM  cells  have  been  gated  out.  (B)  Coexpression  of  CD13  and  CD44 

identifies  three  subpopulations  in primary human  fetal gallbladder epithelial cells  (left panel). 

These  subpopulations  are:  CD13+CD44+,  CD44CD13+ &  CD13CD44  cells.    Only  CD13 

was heterogeneous in expanded gallbladder epithelial cells (right panel). Rat feeder cells have 

been  gated  out  in  these  flow  plots.  (C)  Phenotypic  profiles  of CD13  and CD44  on  the  same 

gallbladder  sample  from  primary  tissue  (d0)  or  in  in  vitro  culture.  These  data  suggest  that 

CD44+CD13+  cells  are  enriched  in  vitro  and  represent  the  clonogenic  fraction  in  primary 

gallbladder.  
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4.3.4  CD44 and CD13 enrich for human gallbladder stem cells 

In order  to  evaluate CD13 and CD44 as gallbladder  stem cell markers, we performed LDAs. 

The LDA assay quantifies  the frequency of a specific subpopulation of cells with a biological 

activity (99) and was key to the isolation of hematopoietic (100) and neural stem cells (101). In 

the  evaluation  of  stem  cells,  biological  activity  is  typically  defined  as  the  ability  to  form  a 

colony and the LDA serves to quantify the frequency of stem and progenitor cells.  

We first determined if CD13 and CD44 could independently enrich for selfrenewal. We 

separated EpCAM+CD13+ and EpCAM+CD13 cells from primary gallbladders and performed 

LDAs  with  the  sorted  cells.  EpCAM+CD13+  cells  exhibited  a  significantly  higher  CFU 

frequency (1/28)  than EpCAM+CD13 cells (1/195) (Table 9A). In a separate experiment, we 

separated EpCAM+CD44+ and EpCAM+CD44 cells from primary gallbladders and performed 

LDAs  with  the  sorted  cells.  EpCAM+CD13+  cells  exhibited  a  significantly  higher  CFU 

frequency  (1/17)  than  EpCAM+CD13  cells  (1/66)  (Table  9A).  Therefore,  both  CD13  and 

CD44 independently enrich for colony forming cells confirming that they are gallbladder stem 

cell markers.   

We  then  determined  if  combined  expression  of  CD13  and  CD44  further  enriched  for 

gallbladder stem cells. In two separate experiments, EpCAM+CD44+CD13+, EpCAM+CD44

CD13+  and  EpCAM+CD44CD13  subpopulations  of  cells  were  sorted  from  primary 

gallbladders  (Table 9B).  In both experiments, we noted  that  the EpCAM+CD44+CD13+ cells 

exhibited the highest colony forming cells (ranging from 1/8 to 1/39) and the EpCAM+CD44

CD13  cells  the  lowest  (1/134  to  1/664).  EpCAM+CD44CD13+  cells  had  the  same 

approximate  CFU  frequency  as  the  bulk  epithelial  (EpCAM+)  cells.  Interestingly,  in  both 

experiments EpCAM+CD44+CD13+ cells had a  significantly higher CFU  frequency  than  the 
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bulk epithelial cells. These data indicate that combined expression of EpCAM, CD44 and CD13 

significantly enriches for gallbladder epithelial stem cells, and represent the cells that expand in 

vitro.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 9: Coexpression of CD13 and CD44 enriches for gallbladder epithelial stem cells 

LDAs  from  primary  gallbladder  were  performed  as  described  before  (135).  (A) 

EpCAM+CD44+/ and EpCAM+ CD13+/ epithelial cells were sorted to independently confirm 

enrichment  in  selfrenewal.  CFU  frequency  %SE  (LCalc®)  indicates  that  CD13  and  CD44 

independently enrich for stem cells. (B) Combined expression of CD13 and CD44 was used to 

further  enrich  for  selfrenewal.  EpCAM+CD13+CD44+,  EpCAM+CD44CD13+  & 

EpCAM+CD13CD44 cells were sorted in two different experiments. CFU frequency %SE (L

Calc®) indicates that EpCAM+CD44+CD13+ cells are the most enriched in selfrenewal.  
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To  further  confirm  these  data,  we  performed  LDAs  from  expanded  gallbladder  cells. 

The  rationale  is  that  EpCAM+CD44+CD13+  cells  from  primary  gallbladder  expand  in  vitro. 

Therefore, EpCAM+CD44+CD13+ cells  from expanded gallbladder  should also  represent  the 

colony forming cells giving further proof to the fact that CD44 and CD13 are gallbladder stem 

cells.  In  these  studies,  EpCAM+CD44+CD13+  cells  were  separated  from 

EpCAM+CD44+CD13 cells in four different expanded human gallbladder samples (Table 10). 

In  all  samples  analyzed,  we  observed  that  EpCAM+CD44+CD13+  cells  had  a  significantly 

higher CFU frequency (ranging from 1/18 to 1/39) than EpCAM+CD44+CD13 cells (1/77 to 

1/208).  However,  opposite  to  what  we  had  observed  in  primary  gallbladder  cells,  the  CFU 

frequency  of  EpCAM+CD44+CD13+  cells  was  not  significantly  higher  than  bulk  epithelial 

(EpCAM+) cells in any of the samples (Table 10). These data confirm that CD44 and CD13 are 

gallbladder stem cell markers, but also suggest that in vitro culture selects for a homogeneous 

expansion of cells.  It appears  that  in order  to definitively  identify subpopulations of cells  that 

are  highly  enriched  in  colony  forming  ability  from  the  gallbladder  combined  surface marker 

expression on primary cells not expanded cells, might be the best strategy.  

 

 

Table 10: EpCAM+CD44+CD13+ remain the clonogenic fraction in vitro 

LDAs  were  performed  from  expanded  gallbladder.  EpCAM+CD44+CD13+  and 

EpCAM+CD44+CD13 cells were separated in four different gallbladders. CFU frequency %SE 

(LCalc®)  indicates  that  EpCAM+CD44+CD13+  cells  are  enriched  in  colony  formation 

compared to EpCAM+CD44+CD13 cells.  
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  97 

4.3.5  Expanded gallbladder cells grow from single cells 

In order  to determine stemness of gallbladder cells, we first determined if  they are capable of 

single cell or clonal selfrenewal. Initial experiments were performed with expanded gallbladder 

cells, where single EpCAM+ cells were sorted on 384well plates seeded with LA7 feeder cells 

and  each well was  imaged  (Figure  21). As  the CFU  frequency  of  bulk  EpCAM+  cells  from 

expanded gallbladder was not significantly different from that of EpCAM+CD44+CD13+ cells 

(Table  10),  we  reasoned  that  sorting  bulk  EpCAM+  cells  would  be  an  appropriate  assay  to 

determine  clonal  selfrenewal.  The  lipophilic membrane  labeling  red  fluorescent  dye  PKH26 

(150) was added to the cells, in order to visualize them after cells sorting. 60 positive wells were 

scored  in  the  first  experiment  and  1  clone  was  generated  (Figure  21).  Therefore,  expanded 

gallbladder cells are capable of clonal selfrenewal.  

 

Figure 21: Expanded EpCAM+ gallbladder cells exhibit single cell selfrenewal 

Preliminary analysis of clonal selfrenewal. Single expanded EpCAM+ gallbladder cells 

were plated on 384well plates preseeded with rat feeder cells. 60 positive wells were scored 

and a single clone (Clone F13) was generated (imaged at day 70). Scale bars: 100"m.  
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4.3.6  Expanded gallbladder cells differentiate into gallbladderlike structures in vitro 

We  developed  a  novel  in  vitro  differentiation  assay  by  utilization  the  bovine  dermal  hide 

collagen, Vitrogen as an extracellular matrix. Collagen supplemented with EGF has been used 

to observe morphogenesis of rabbit gallbladder epithelial cells (127, 128, 151). However, there 

are no studies looking at the 3D morphogenesis of human gallbladder epithelial cells. We mixed 

expanded bulk epithelial  (EpCAM+) cells  serum  free media and  layered above with Vitrogen 

supplemented with EGF (Figure 22A). Within the first week, we observed the formation of cyst 

like  structures  (Figure  22B).  The  cysts  were morphologically  similar  to  those  observed with 

rabbit gallbladder (127, 128, 151) and mouse gallbladder cells (135).     

 

Figure 22: Expanded EpCAM+ gallbladder cells differentiate to form in vitro gallbladders 

Preliminary  evaluation  of  gallbladder  differentiation.  Expanded EpCAM+CD44+CD13+  cells 

were  plated  on  tissue  culture  treated  dishes  in  serumfree  media  and  layered  with  collagen 

7811*+(+,9+-$0.9:$;<=$>"?@AB(*#C$D+1&+7+,9)9.E+$.()A+7$'%$/2797$0+&+$9)F+,$)9$G5$-)27$1'79$

plating.  Similar morphogenesis was  observed with  two  additional  gallbladder  samples.  Scale 

bars: 100"m.  
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4.3.7  Gallbladder cells are unique compared to IHBD cells   

A  recent  study  has  shown  that  IHBD  and EHBD  systems  develop  from  separate  progenitors 

during mouse development (20). In addition, we have shown that adult mouse gallbladder cells 

have  a  distinct  phenotypic  and  expression  profile  compared  to  IHBD  cells  (135).  However, 

there  have  no  reports  of  the  molecular  differences  –if  any  between  human  gallbladder  and 

IHBD  cells.  For  these  reasons,  we  compared  human  fetal  gallbladder  and  IHBD  cells.  We 

reasoned  that  as  the  phenotypic  profiles  of  primary  human  gallbladder  cells  were  variable 

(Table 8), similar variability would be obtained with primary IHBD cells. Therefore, we began 

by  expanded  human  fetal  IHBD  cells  in  vitro on LA7  feeder  cells.  Briefly,  fetal  livers were 

digested and cell suspensions were grown on lethally irradiated LA7 feeder cells (see Material 

and  Methods).  We  observed  that  at  least  two  serial  passages  allowed  for  expansion  of 

cobblestonelike bile duct colonies comprised of small cells with  large nuclear  to cytoplasmic 

ratios  (Figure 23A). Expanded  IHBD cells were EpCAM+, CD227+ and CK19+  and did not 

express  the hepatocyte marker,  alpha1antitrypsin  (AAT)  (Figure 23B). CD227  (Mucin 1)  is 

known to be expressed on human fetal IHBD cells (152). Overall these data show that human 

fetal IHBD cells can be successfully expanded on LA7 feeder cells. 

We  screened expanded  IHBD cells  (n=5) with  the  same panel of  cell  surface markers 

used  on  gallbladder  cells.  Similar  to  the  gallbladder  cells,  we  found  that  various  IHBD  cell 

samples had a conserved phenotypic profile in vitro. Interestingly, we found that expression of 

seven  cell  surface  markers,  CD13,  CD49b,  CD54,  CD227,  CD6,  CD104  and  CD26,  were 

different  between  gallbladder  and  IHBD  cells  (Figure  23C)  suggesting  that  these  cells  are 

distinct from each other.  
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Figure 23: Gallbladder cells have a distinct phenotypic profile compared to IHBD cells 

(A) Livers were digested and  total cells were plated on rat  feeder cells. Following several  (at 

least  two  passages),  we  observed  a  robust  expansion  of  bile  duct  colonies.  Representative 

pictures of  two fetal  liver samples at early passage  indicating IHBD cell expansion.  (B) Flow 

cytometric  profile  of  IHBD#19  (passage  1)  showing  that  all  cells  are  EpCAM+CD227+. 

Immunostaining of IHBD#19 to show that all cells were CK19+AAT (arrowheads; rat feeder 

cells  (arrows).  (C) Expanded  IHBD cells  (n=5) were  screened with  the same panel of 44 cell 

surface markers screened on gallbladder cells (n=5) (see Figure 2). Each group (expanded GB 

or  expanded  IHBD)  exhibited  a  homogeneous  staining  pattern, with  consistent  differences  in 

select  markers  between  each  group. We  found  expression  of  CD13,  CD26,  CD227,  CD49b, 

CD66  and  CD54  were  different  between  expanded  gallbladder  and  IHBD  cells.  Scale  bars: 

100"m.  
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4.4  CONCLUSIONS AND FUTURE DIRECTIONS 

There is currently a paucity of data for the identification of resident stem cells in the uninjured 

human gallbladder. In addition, the differences between human gallbladder cells and IHBD cells 

have not been explored. We have previously developed  in vitro  expansion and differentiation 

assays for the characterization of adult mouse gallbladder stem cells (135).  Here we adapt these 

assays  to  identify  a  fetal  human  gallbladder  epithelial  or  resident  stem  cell.  We  found  that 

EpCAM+CD44+CD13+  cells  represent  the  clonogenic  subpopulation  in  primary  human  fetal 

gallbladder.  These  cells  can  expand  in  vitro,  give  rise  to  EpCAM+CD44+CD13  cells,  can 

expand  from  single  cells  and  differentiate  into gallbladderlike  structures. These  data  suggest 

that  EpCAM+CD44+CD13+  fetal  gallbladder  cells  are  enriched  in  stem  cells.  In  addition, 

preliminary comparison of expanded human gallbladder and  IHBD cells  indicate  that  the  two 

cell types have distinct phenotypic profiles in vitro.  

This  study provides  compelling data  suggesting  that EpCAM+CD44+CD13+ cells  are 

enriched in stem cells. In the future, two single cell clonal experiments will be carried out with 

primary  EpCAM+CD44+CD13+  and  EpCAM+CD44CD13+  cells  to  confirm  that  only  the 

former  subpopulation  can  expand  from  single  cells.  EpCAM+CD44CD13  cells  will  not  be 

evaluated in this manner because this subpopulation consistently exhibits the least selfrenewal 

(Table  9)  and  low  cells  numbers  make  this  experiment  technically  challenging.  These 

experiments have been performed and are awaiting analysis. In vitro differentiation of human 

gallbladder cells will  be  evaluated by comparing ultrastructure of  cysts will  that  of  expanded 

and  primary  gallbladder  cells  and  by  a  transport  assay  previously  performed  on  mouse 

gallbladder  stem  cells  (135).  Finally,  the  transcriptomes  of  expanded  gallbladder  (n=8)  and 
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IHBD cells (n=8) will be compared by oligonucleotide microarray analysis. The samples have 

already been prepared and submitted for analysis.  

This study is to our knowledge, the first to identify resident stem cells in the human fetal 

gallbladder and  to  compare  these  cells  to  IHBD cells. We have described a novel  feeder  cell 

culture  system  that  select  for  human gallbladder  epithelial  cells  and  supports  single  cell  self

renewal.  In a previous study, Kobayashi et al.  (94) used human gallbladder myofibroblasts as 

feeders to culture gallbladder cells. However, their culture system does not select for epithelial 

cells and clonal expansion was not reported.  

Using  the  LA7  feeder  cells  and  the  LDA  colony  forming  assay,  we  were  able  to 

determine specific cell surface markers that select for selfrenewal in primary gallbladder. We 

found  that  EpCAM+CD44+CD13+  cells  have  a  significantly  enriched  CFU  readout  than 

EpCAM+CD44CD13 cells (~17fold; Table 9). Interestingly, in two separate experiments we 

noted  that  the  EpCAM+CD44+CD13+  cells  had  a  significantly  higher  CFU  readout  that  the 

bulk epithelial (EpCAM+) cells. These data suggest  that combined expression of  two markers 

significantly  enriches  for  stem  and/or  primitive  cells.  However,  additional  makers  would  be 

required  to  prospectively  select  for  the  subpopulation  can  expand  robustly  from  single  cells 

(126, 135).  

EpCAM+CD44+CD13+  expanded  in  vitro  to  generate  CD13+  and  CD13  cells  and 

retained  their  higher  CFU  ability  compared  to  the  EpCAM+CD44+CD13  cells  (Table  10). 

However, this CFU ability was not significantly higher than bulk epithelial (EpCAM+) cells in 

any  of  the  expanded  gallbladder  samples  tested,  indicating  expansion  of  a  relatively 

homogeneous  population  of  cells  in  vitro.  The  phenotypic  profiles  of  primary  and  expanded 

gallbladder epithelial cells corroborated these data (Table 8). Primary gallbladder epithelial cells 
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had  a  variable  phenotypic  profile  regarding  expression  of  CD166,  CD133.1,  CD133.2  and 

CD26. In contrast, expanded cells had a conserved phenotypic profile. In all, these data indicate 

that expansion in vitro does select for primitive or stem cells and suggest that fractionated from 

the primary gallbladder would be necessary to separate functionally distinct stem and nonstem 

cell  populations.  For  these  same  reasons,  we  compared  bulk  expanded  epithelial  (EpCAM+) 

cells with expanded IHBD cells.  

We  found  that LA7 feeder cells  selected  for expansion of  IHBD epithelial cells at  the 

expense of hepatoblasts and nonepithelial cells over several passages. It is thought that IHBD 

epithelial cells develop around seven or eight weeks post gestation (12),  and hepatoblasts not 

involved  in  ductal  plate  formation  are  CK19  by  around  14  weeks  post  gestation  (153).  In 

addition,  by  20 weeks  of  gestation,  IHBD  cells  are CK19+  and CD227+  (153). All  the  fetal 

livers  processed  were  between  1923  weeks  of  gestation.  Accordingly,  we  observed  that 

expanded  IHBD  cells  were  CK19+,  CD227+,  AAT  and  EpCAM+  (Figure  23).  Phenotypic 

comparison of  IHBD and gallbladder cells  indicated differential expression of CD13, CD49b, 

CD54, CD227, CD66  and CD26. These  data  are  especially  interesting,  as we  have  identified 

CD13  as  a  gallbladder  stem  cell  marker  in  this  study.  We  are  currently  evaluating  the 

differences  in  global  gene  expression  between  expanded  IHBD  and  gallbladder  cells  by 

oligonucleotide microarrays.  
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5.0   PRELIMINARY DIFFERENTIATION OF MOUSE GALLBLADDER STEM 

CELLS INTO HEPATOCYTES 

5.1  INTRODUCTION 

Liver  disease  is  among  the  top  causes  of  death  in  the US  (75)  affecting  roughly  10%  of  all 

Americans. In addition, 170 million people worldwide and 4 million in the US are infected with 

Hepatitis C (76), which is a major cause of  liver  failure  in  the US (77). The only widespread 

current  treatment  for chronic  liver disease  is OLT. However,  there are over 17,000 people on 

the waiting liver for a transplant and only 5,000 available donors (78). In addition, OLT is an 

expensive procedure reducing the number of people with the wherewithal to afford one. 

An  alternative  to  OLT  is  hepatocyte  transplantation,  which  has  had  some  clinical 

success (79), but is limited by a shortage of donor livers and by the inability of hepatocytes to 

expand  in  vitro.  For  these  reasons,  alternative  cellbased  therapies  are  being  pursued  to  treat 

liver  disease. One  such  alternative  is  a  liver  stem  cell. However,  the  identification  of  a  liver 

stem cell has proved controversial and elusive. In addition, their differentiation into hepatocytes 

in vivo has not been definitively proven. Last, availability of liver stem cells would be hampered 

by similar  limitations that hamper the availability of hepatocytes. This problem of availability 

can be circumvented by the use of a more readily available tissue stem cell such as a gallbladder 

stem cell.  
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The gallbladder is considered to be a nonvital organ and removal of the gallbladder is a 

routine  surgery  with  500,000  –  600,000  performed  every  year  (80).  The  sheer  volume  of 

available  tissue  therefore  presents  exciting  opportunities  for  candidate  cellbased  therapy.  In 

addition, the gallbladder and hepatocytes derive from the ventral foregut endoderm (12). Based 

on  this  shared  ontogeny,  we  hypothesize  that  it  would  be  relatively  easier  to  reprogram  a 

gallbladder  cell  into  a  hepatocyte,  than  a  fibroblast  into  a  hepatocyte. Moreover,  the  use  of 

gallbladder  stem  cells  would  circumvent  some  of  the  major  problems  reported  with  the 

differentiation of induced pluripotent stem (iPS) cells such as rejection by the immune system 

(154) or the generation of immature hepatocytes (155).  

We  have  previously  reported  the  isolation  and  expansion  of  adult  mouse  gallbladder 

stem cells  (135). We noted  the  stable  longterm  (> passage 5)  expansion of  gallbladder  stem 

cells. In this study, we attempted to obtain preliminary data for the differentiation of the mouse 

gallbladder stem cells into hepatocytes.  

5.2  MATERIALS AND METHODS 

5.2.1  Isolation of primary EpCAM+ gallbladder cells 

Mouse  gallbladder  cells  were  isolated  and  described  previously  (135).  Total  gallbladder  cell 

isolates were stained with EpCAMPE (BioLegend, Dilution 1:50) primary antibodies followed 

by  antiPE  microbead  conjugated  secondaries  (Miltenyi  Biotec)  and  eluted  through  a  MS 

MACS® separation column (Miltenyi Biotec). The number of microbead conjugated secondary 

was adjusted for the low cell frequency of EpCAM+ cells. We did this by recalculating the total 
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cell  number.  First  we  assumed  that  at  least  90%  of  the  actual  number  of  total  cells  were 

EpCAM+ cells  and  this  number was 5% of  the  recalculated  total  cells. We  then  adjusted  the 

volume of microbeads according to this recalculated total cell number. MACS+ fractions were 

snap frozen for gene array. 

5.2.2  Isolation of primary hepatocytes 

Hepatocytes  were  harvested  using  the  2step  collagenase  perfusion  technique  introduced  by 

Seglen  et  al.  (109).  Following  isolation,  hepatocytes  were  separated  by  a  low  speed 

centrifugation (50g, 2min). The number and viability of cells were determined by  trypan blue 

exclusion. Cells were snap frozen for gene array. 

5.2.3  In vitro differentiation of gallbladder cells into hepatocytelike cells 

Expanded  EpCAM+CD49f+  cells  were  grown  in  sandwich  culture  between  collagen  and 

matrigel. Media was  supplemented with HGF  (40ng/ml), EGF  (25ng/ml)  or Dex  (100nM)  as 

previously described (81). The cells were harvested after two weeks.  

5.2.4  Oligonucleotide Microarrays 

Oligonucleotide microarrays were performed as previously described (135).  Final Analysis was 

performed  on  raw  data  normalized  to  median  value  for  each  array  followed  by  combat 

normalization  to  remove  batch  effects  (110). Hierarchical  clustering was  performed  in BRB

ArrayTools developed by Dr. Richard Simon and the BRBArrayTools Development Team by 
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centered correlation and average linkage methods. Significant transcripts were defined in BRB

ArrayTools  developed  by  Dr.  Richard  Simon  and  the  BRBArrayTools  Development  Team 

(p<0.001). Differentially  expressed  genes were  annotated  and  analyzed  in  Ingenuity  Pathway 

Analysis (Ingenuity® Systems CA, www.ingenuity.com). Heatmaps were generated in Partek® 

software, version 6.5 Copyright© 2010 Partek Inc., St. Louis, MO, USA. Venn Diagrams were 

generated in the online tool http://www.pangloss.com/seidel/Protocols/venn.cgi 

5.3  RESULTS 

5.3.1  Hepatic differentiation by in vitro culture conditions 

Kuver et al. have recently reported the differentiation of mouse gallbladder epithelial cells into 

hepatocytelike  cells  in  vitro  (81).  To  establish  a  proofofconcept,  we  repeated  their 

experiments with the adult mouse gallbladder stem cells described previously (135). Similar to 

their  protocol,  EpCAM+CD49f+  mouse  gallbladder  cells  were  grown  in  sandwich  culture 

between collagen and matrigel  in the presence of HGF, EGF and Dex (Figure 24A). RTPCR 

analysis showed that in the combined presence of HGF, EGF and Dex, gallbladder cells grown 

in  this  manner  expression  albumin  (Figure  24B).  Importantly,  these  cells  did  not  expression 

albumin  prior  to  differentiation  or  with  HGF,  EGF  or  Dex  alone.  These  data  establish  the 

feasibility of hepatic differentiation from gallbladder stem cells and merit further investigation. 

Subsequent analysis on the differentiated cells showed that all gallbladder cells before and after 

differentiation  expressed  CK19.  Therefore,  in  current  in  vitro  conditions,  mouse  gallbladder 

stem  cells  differentiate  into  hepatocytelike  cells,  but  not  mature  hepatocytes.  These  data 

http://www.pangloss.com/seidel/Protocols/venn.cgi
http://www.ingenuity.com/
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suggest that a more direct approach of reprogramming with specific transcription factors might 

be necessary.  

 

 

Figure 24: Hepatic differentiation of expanded EpCAM+CD49f+ gallbladder stem cells by culture 

conditions 

(A) EpCAM+CD49f+  gallbladder  stem  cells  were  expanded  on  irradiated  rat  feeder  cells  as 

described previously (135). The expanded cells were separated from feeder cells and grown in 

sandwich  culture  between  collagen  and  matrigel.  Media  was  supplemented  with  HGF 

(40ng/ml),  EGF  (25ng/ml)  or  Dex  (100nM)  as  previously  described  (81).  The  cells  were 

harvested  after  two  weeks.  (B)  RT  PCR  analyses  of  Albumin  and  HActin  expression  on 

differentiated  cells.  Primary  hepatocytes  and  expanded  EpCAM+CD49f+  cells  prior  to 

differentiation were used as positive and negative controls, respectively. “Control” denotes cells 

grown between the gels in the absence of any growth factor or steroid. EpCAM+CD49f+ cells 

grown between collagen and matrigel in the presence of HGF, EGF and Dex express albumin. 

5.3.2  Microarray analyses of gallbladder cells and hepacotytes 

The  specific  transcription  factors  required  for  the  reprogramming  of  gallbladder  cells  into 

hepatocytes are not known. In order to elucidate which of these transcription factors would be 

necessary  for  hepatic  differentiation,  oligonucleotide microarrays were  performed  on  primary 
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mouse  hepatocytes,  expanded  mouse  gallbladder  stem  cells  and  primary  mouse  gallbladder 

epithelial  (EpCAM+)  cells.  Our  rationale  here  is  that  as  stem  cells  are  more  amenable  to 

reprogramming than differentiated cells (102), the expanded gallbladder stem cells would be a 

better  target  for  reprogramming  than  total  gallbladder  epithelial  cells.  In  order  to  test  this 

hypothesis, we performed microarray analyses on both primary and expanded gallbladder cells.  

Unsupervised  hierarchical  clustering  analyses  demonstrated  that  the  transcriptomes  of 

expanded gallbladder stem cells is more similar to that of hepatocytes than the transcriptomes of 

primary  gallbladder  cells  is  (Figure  25A). Next we  ran  unpaired  ttests  between  (hepatocytes 

and primary gallbladder cells) and (hepatocytes and expanded gallbladder stem cells) in BRB

ArrayTools  developed  by  Dr.  Richard  Simon  and  the  BRBArrayTools  Development  Team 

(p<0.001).  We  found  significantly  fewer  transcripts  different  between  expanded  gallbladder 

stem  cells  and  hepatocytes  (3058  out  of  34,842  total  transcripts)  than  between  primary 

gallbladder cells and hepatocytes (5513 out of 34,842 total transcripts) (Figure 25B). These data 

further  corroborate  the  hierarchical  clustering  results.  We  then  investigated  the  basis  of  the 

similarity between expanded gallbladder stem cells and hepatocytes. Expanded gallbladder stem 

cells  represent  a  subpopulation  of  primary  gallbladder  epithelial  cells  capable  of  longterm 

clonal expansion and differentiation in vitro (135). Therefore, their expression profile would be 

a  subset  of  that  of  primary  epithelial  cells.  By  extension,  transcripts  that  were  significantly 

different between expanded gallbladder stem cells and hepatocytes would be a subset of those 

that were  different  between  total  primary  gallbladder  cells  and  hepatocytes.  In  line with  this 

hypothesis, we found a significant (~70%) number of transcripts present in the (hepatocytes and 

expanded gallbladder stem cells) dataset were also present (hepatocytes and primary gallbladder 

cells)  dataset  (Figure  25C).  In  all,  these  data  confirm  that  expanded  gallbladder  stem  cells 
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would  be  more  amenable  to  hepatic  reprogramming  than  primary  gallbladder  cells. 

Consequently,  we  focused  on  the  dataset  of  transcripts  significantly  different  between 

hepatocytes and expanded gallbladder stem cells.  

5.3.3  Candidate transcription factors for hepatic reprogramming 

We mined  the dataset of  transcripts  significantly different between hepatocytes and expanded 

gallbladder stem cells to identify transcription factors. 175 transcription factors were different, 

of which 139 had a fold change greater than two. 47 out of these 139 transcription factors were 

more  highly  expressed  in  hepatocytes  compared  to  expanded  gallbladder  stem  cells  (Figure 

25D).  As  this  dataset  was  relatively  large,  we  focused  on  the  twenty  most  differentially 

expressed  transcription  factors.  In  this  process,  we  identified  three  transcription  factors  

CCAATenhancer  binding  protein  alpha  (C/EBP!),  FoxA3  and  HNF4!  that  could  be 

important  for  reprogramming.  Differential  expression  of  C/EBP!,  FoxA3  and  HNF4!  was 

validated by RTPCR analysis  (Figure 25E). Taken  together  these data  suggest  that C/EBP!, 

FoxA3  and  HNF4!  are  interesting  candidates  for  the  direct  reprogramming  of  mouse 

gallbladder stem cells into hepatocytes.  
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Figure 25: Candidate transcription factors for the direct reprogramming of gallbladder stem cells 

into hepatocytes 

(A) Expanded EpCAM+CD49f+ gallbladder (GB) stem cells have a transcriptome that is more 

similar  to hepatocytes  than  that of bulk primary GB epithelial  (EpCAM+) cells. Dendograms 

were  generated  in  BRBArrayTools  (p<0.001)  by  unsupervised  clustering  of  primary  GB, 
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cultured GB and hepatocyte datasets, by centered correlation and average linkage methods. (B) 

Differentially regulated transcripts between (primary GB vs. hepatocytes) and (cultured GB vs. 

hepatocytes) were defined by running unpaired ttests in BRBArrayTools (p<0.001). 86% of all 

significant transcripts for each analysis represent Mapped IDs. (C) Significant overlaps between 

transcripts present in (primary GB vs. hepatocytes) and (cultured GB vs. hepatocytes) datasets. 

(D) Heatmaps of the transcription factors significantly upregulated (p<0.001; fold change &2) in 

hepatocytes  compared  to  expanded  EpCAM+CD49f+  GB  stem  cells  ranked  by  fold  change. 

Red indicates expression higher relative expression; blue indicates lower relative expression.  

5.4  CONCLUSION & FUTURE DIRECTIONS 

There  is  a  tremendous  need  to  develop  alternative  cellbased  therapy  to  treat  end  stage  liver 

disease. The use of gallbladder stem cells  to  treat  liver disease has  two particular advantages. 

The adult gallbladder is a nonvital organ, and removal of the gallbladder is a common surgery 

(80)  allowing  for  a  ready  source  of  donor  tissue.  In  addition,  the  shared  ontogeny  of  the 

gallbladder  and  liver  suggest  that  a  gallbladder  cell would be  relatively  easily  reprogrammed 

into a hepatocyte  than a  fibroblast would. For  these reasons, we attempted a proofofconcept 

experiment  to  determine  if  gallbladder  cells  could  differentiate  into  hepatocyelike  cells  and 

determined candidate transcription factors that would allow for direct reprogramming.  

Using  a  previously  published  culture  protocol  (81),  we  found  that  adult  mouse 

gallbladder stem cells (135), exhibit albumin gene expression in vitro. However, these cells do 

not  lose  expression  of  the  bile  duct  marker  CK19  after  differentiation  suggesting  that  their 

phenotype  is  probably  closer  to  that  of  hepatoblasts  rather  than  hepatocytes.  In  the  future, 
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albuminexpressing gallbladder stem cells could be transplanted into Fah/ mice to determine if 

they  could  complete  hepatic  differentiation  in  vivo  and  subsequently  repopulate  the  livers. 

Furthermore, it is also possible that the final cell population following in vitro differentiation is 

heterogeneous, with only  some gallbladder  cells  expressing  albumin. To  track  and eventually 

separate the albuminexpressing cells, gallbladder stem cells can be transfected with a construct 

containing  the  Albumin  promoter/enhancer  upstream  of  a  fluorescent  reporter  (156).  The 

Albumin promoter  traces albumin expressing cells such as mature hepatocytes and hepatocyte 

precursors  such  as  hepatoblasts  (156).  In  this  manner,  the  albuminexpressing  cells  can  be 

isolated following differentiation in vitro and injected into Fah/ mice.  

We  identified  three  transcription  factors  C/EBP!,  FoxA3  and HNF4!  that  are more 

highly  expressed  in  hepatocytes  than  gallbladder  stem  cells.  These  data  suggest  that  these 

factors  could  be  important  for  the  hepatic  reprogramming  of  gallbladder  stem  cells.  Each  of 

these factors has been shown to be important for hepatocyte function and development (87, 157

159). In addition, HNF4! and FoxA3 have been previously used in the hepatic reprogramming 

of  fibroblasts  (84,  85).  These  data  suggest  a  strong  symmetry  in  the  transcription  factors 

required  for  hepatic  specification.  Given  the  shared  ontogeny  between  gallbladder  cells  and 

hepatocytes, we hypothesize that a single transcription factor would be sufficient to differentiate 

gallbladder  stem  cells  into  hepatocytes.  Finally,  these  studies  would  set  the  stage  for  the 

differentiation  of  human  gallbladder  stem  cells  into  hepatocytes.  If  successful,  these 

experiments will have important ramifications for cellbased therapy to treat liver disease.  
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6.0   DISCUSSION 

The identification of bile duct stem cells holds great promise for basic biology and cell based 

therapy.  This  study  has  focused  on  the  identification  of  gallbladder  and  IHBD  stem  cells,  in 

order  to  compare  them  to  each  other  as well  as  for  potential  cellbased  therapy  to  treat  liver 

disease. We have developed in vitro expansion and differentiation assays for the evaluation of 

adult mouse and fetal human gallbladder stem cells and adult mouse IHBD stem cells. Finally, 

we use microarray analysis to compare mouse gallbladder and IHBD stem cells to each other, 

and to identify transcription factors that can be used in the reprogramming of gallbladder stem 

cells into hepatocytes.  

6.1  IDENTIFICATION OF GALLBLADDER STEM CELLS 

There  is  a  paucity  of  data  for  the  identification  of  stem  cells  in  the  uninjured  gallbladder.  

Accordingly, there is a lack of in vitro and in vivo assays for the study of gallbladder stem cells. 

We  found  that  irradiated  cells of  the  rat mammary  tumor  cell  line LA7 could be used  feeder 

cells  to  support  expansion of  adult mouse  and  fetal  human gallbladder  epithelial  cells. These 

cells have previously been used to expand mouse mammary epithelial cells (95), porcine (96) 

and human bladder epithelial cells (97) and human colon cancer cells (98) and appear to support 

expansion of ductal epithelial cells.  
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Stem  cells  have  the  capacity  of  selfrenewal  and we predicted  that  expansion  in  vitro 

would select for cells capable of selfrenewal thereby enriching for primitive or stem cells. As 

there are no markers to separate mature gallbladder cells from immature ones, we used the LDA 

–a  colony  forming  assay  to  characterize  expanded  gallbladder  cells  as  stem  cells.  In  this 

manner, we determined that CD49f is a mouse gallbladder stem cell marker and that CD13 and 

CD44 are  fetal  human gallbladder  stem cell markers. These data  corroborate  previous  results 

describing CD49f as  stem cell marker  in  the mouse  liver  (117, 118) and  the mammary gland 

(119,  120).  Similarly,  CD44  has  been  implicated  as  a  human  gallbladder  cancer  stem  cell 

marker (46, 47). Mouse EpCAM+CD49fhi cells expanded in vitro and exhibited single cell self

renewal and lineage commitment. Similarly human EpCAM+CD13+CD44+ cells were the most 

enriched for  in vitro colony forming ability, expanded from singe cells and differentiated  into 

gallbladderlike  structures.  Important  to  both  studies,  we  first  used  EpCAM  to  identify 

gallbladder epithelial  cells,  thereby preventing contamination by mesenchymal, hematopoietic 

or other nonepithelial cells. This is especially important as we detected EpCAMCD49fhi cells 

in  primary  mouse  gallbladder,  and  EpCAMCD13+  and  EpCAMCD44+  cells  in  primary 

human gallbladder.  

Interestingly, we did not identify CD49f as a fetal human gallbladder stem cell marker 

and CD13 and CD44 as adult mouse gallbladder stem cell markers. CD13 and CD44 were not 

expressed  on  primary  and  expanded  mouse  gallbladder  epithelial  cells  (Table  2).  Similarly, 

CD49f was not heterogeneous on primary human fetal gallbladder epithelial cells (Table 8). In 

addition, EpCAM+CD49fhi cells from mouse gallbladders formed flat and glandular colonies in 

vitro at first expansion (p0), and only a fraction of flat colonies could expand past p0 (Figure 6). 

Therefore,  the  EpCAM+CD49fhi  population  in  primary  mouse  gallbladder  is  itself 
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heterogeneous with only a subpopulation of cells capable of selfrenewal past p0. Either way, 

we  did  not  notice  a  similar  morphological  heterogeneity  with  human  fetal  gallbladder  cells. 

Last,  the  morphogenesis  assays  of  mouse  and  human  gallbladder  stem  cells  were  different. 

Unlike the mouse gallbladder stem cells, we did not observe cyst formation when human fetal 

gallbladder  cells were  grown  in matrigel. These  differences  in  data might  be  because we  are 

comparing  adult mouse  gallbladder  and  fetal  human gallbladder. However,  it  is  also possible 

that the stem cell populations in mouse and human gallbladders are different from each other. It 

is  noteworthy  that  rats do not have a gallbladder  (6) making additional  comparisons between 

rodent and human gallbladders difficult. 

6.1.1  Gallbladder stem cells as committed progenitor cells 

Stem cells are considered  to be capable of asymmetric cell division (160). While  this has not 

been shown for  liver or gallbladder stem cells, our hypothesis was  that gallbladder stem cells 

would  be  able  to  reconstitute  the  heterogeneity  of  the  primary  gallbladder  epithelium. 

Specifically,  we  expected  expanded  EpCAM+CD49f+  mouse  gallbladder  stem  cells  to  form 

EpCAM+CD49f  or EpCAM+CD49flo  cells  after  differentiation  in  vitro  or  in  vivo. However, 

analysis  of  cysts  in  matrigel  culture  and  after  engraftment  in  vivo  (Figure  9)  show  that 

EpCAM+CD49f+  cells  remained  EpCAM+CD49f+.  We  are  currently  evaluating  if 

EpCAM+CD44+CD13+  cells  can  engraft  in  vivo  in  the  subcutaneous  space  of  mice  (123) 

similar to mouse gallbladder stem cells, and will also evaluate expression of CD13 and CD44 

on the human cysts in vitro.  

In all, these data suggest that gallbladder stem cells are committed progenitor cells that 

might not be able to fully reconstitute the heterogeneity of gallbladder epithelium, as has been 
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suggested  before  (50).  However,  more  plausibly  we  have  not  yet  identified  a  definitive 

gallbladder differentiation assay.  

6.2  IDENTIFICATION OF IHBD STEM CELLS 

The identification of resident stem cells in the uninjured liver has been controversial. Using the 

expansion and differentiation assays we developed for the study of mouse gallbladder stem cells 

(135),  we  were  able  to  successfully  expand  mouse  IHBD  epithelial  cells  in  vitro  and 

demonstrate  that  a  subpopulation  of  these  cells  exhibits  single  cell  selfrenewal  and  lineage 

commitment.  Mouse  and  human  IHBD  cells  have  been  expanded  in  monolayer  culture  on 

collagen  gels  (53,  161163).  However,  expansion  of  IHBD  epithelial  cells,  especially  in  the 

mouse  is hindered by the fact  that  these cells are very rare  in primary liver (8). Similarly, we 

found that IHBD epithelial cells in adult liver were rare (Figure 11A). Using a combination of 

MACS  for  EpCAM  and  expansion  on  LA7  feeder  cells  we  observed  a  robust  expansion  of 

IHBD epithelial cells. Similar expansion of epithelial cells have been noted with IHBD explant 

culture (164), wherein the ducts themselves are dissected out following perfusion and grown on 

collagen  gels.  However,  for  the  obvious  reasons  these  techniques  are  not  amenable  to  the 

evaluation of stem cell markers in IHBD epithelial cells.  

We  were  not  able  to  identify  specific  markers  that  highlighted  heterogeneity  in  the 

IHBD  epithelial  cells.  In  the  future,  microarray  analysis  could  be  used  in  order  to  identify 

specific cell surface markers that enrich for the specific subpopulations of EpCAM+ IHBD cells 

capable of colony formation similar to a previous study with fetal mouse liver stem cells (141). 

Last, specific antibodies could be generated against EpCAM+ IHBD cells, similar to a study by 
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Dorrell  et  al.  (74), which might  allow  for  the  identification  of  heterogeneous  subpopulations 

within EpCAM+ IHBD cells.  

6.2.1  IHBD stem cells as committed progenitor cells 

We found  that  the expanded EpCAM+ IHBD stem cells were unipotent and were not able  to 

generate hepatocytes  in vivo. These data  suggest  that pure  (>98%) EpCAM+ IHBD epithelial 

cells  are  not  capable  of  de  novo  hepatocyte  differentiation.  Transplantation  experiments  are 

being repeated with primary EpCAM+ IHBD cells. These experiments are especially important 

as  two previous  studies  report  the engraftment of primary  liver  stem cells  in Fah/ mice  (70, 

72). One possible explanation for the discrepancy in the results might be the purity of the donor 

cells  injected.  The  two  foregoing  studies  do  not  preclude  the  possibility  of  hepatocyte 

contamination in the donor cell preparation. Given that IHBD cells are a rare population in the 

small  cell  fraction  from primary  liver  isolate,  it would be necessary  to obtain  a  pure  (>98%) 

primary EpCAM+ IHBD cell preparation prior to injection. Using a combination of MACS for 

EpCAM following by cell  sorting, we are currently optimizing a protocol  for  the  isolation of 

pure (>98%) primary EpCAM+ IHBD cells. In addition, prior to transplant  these cells will be 

visualized on a microscope to confirm the absence of any large cells (hepatocytes).  

We also  found  that not all  IHBD cells  isolated by  liver perfusion  (CK19+ cells  in  the 

small cell fraction) were EpCAM+ (Table 18); most (8590%) but not all of the CK19+ cells are 

EpCAM+.  These  data  raise  the  intriguing  possibility  that  there  is  an  EpCAM  IHBD  cell 

fraction that is bipotent and capable of de novo hepatocyte differentiation. EpCAM IHBD cells 

from small cell fractions were sorted on LA7 feeder cells but did not exhibit in vitro expansion.  
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Apart  from  differentiation  into  hepatocytes,  we  did  not  note  differentiation  of  small 

cuboidal IHBD cells into larger columnar IHBD cells (Figure 16). The perfusion protocol that 

we  employ  (109),  followed  by  subsequent  isolation  of  the  small  cell  fraction,  results  in  the 

isolation  of  small  bile  duct  cells  (53)  (Figure  16C).  Small  cuboidal  IHBD  cells  around  the 

Canals  of  Hering  have  a  different  morphology,  phenotypic  profile  (52)  and  global  gene 

expression profile (51) than larger columnar IHBD cells around the larger bile ducts. Similar to 

the identification of mouse gallbladder stem cells, these data indicate that IHBD stem cells are 

committed  progenitor  cells.  However,  it  is  more  plausible  again  that  we  as  yet  have  not 

identified a definitive IHBD differentiation assay.  

6.3   DIFFERENCES BETWEEN GALLBLADDER STEM CELLS AND IHBD STEM 

CELLS 

It has recently been shown that the IHBD and EHBD system (including the gallbladder) develop 

from separate progenitor cells (20). We found that expression of CD49f, CD49e, CD81, CD26, 

CD54 and CD166 was different between bulk primary IHBD and gallbladder cells suggesting 

that  the  IHBD  and  EHBD  cells  in  vivo  are  different  (Figure  10).  In  addition,  microarray 

analyses  indicated  that  the  transcriptomes  of  expanded EpCAM+CD49f+  cells  and  expanded 

EpCAM+  IHBD  cells  were  different.    The  goal  of  microarray  was  to  determine  if  the 

gallbladder  stem  cells  were  different  than  the  IHBD  cells.  Expanded  EpCAM+CD49f+ 

gallbladder  cells  (>passage  0)  represent  a  purer  stem  cell  population  than  primary 

EpCAM+CD49fhi cells. The latter forms both flat and glandular colonies and only a fraction of 

the flat can selfrenew as described above. Therefore, we used the expanded EpCAM+CD49f+ 
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cells  at  later  passage  in  the microarray. However,  neither  cell  population  is  a  pure  stem  cell 

population as not all of the constituent cells can expand from single cells.  

The  major  groups  of  differentially  expressed  genes  were  cytochrome  P450  genes, 

glutathioneStransferase  and  the  solute  carrier  family  genes. Also  interferon  (IFN)inducible 

protein  27  was  differentially  expressed  between  gallbladder  and  IHBD  cells.  Interestingly, 

expression  of  CD54  is  known  to  be  immunologically  mediated  (129).  The  immunologic 

properties of bile duct cells have long been considered. They are the primary site of damage in 

inflammatory  diseases  such  as  primary  biliary  cirrhosis  (130)  and  biliary  atresia  (21)  and  in 

liver allograft rejection (131). The differential expression of an IFNinducible protein and CD54 

indicates  that  the  potential  immunologic  properties  of  IHBD  and  gallbladder  cells  could  be 

different. These data  are  especially  important  as  it  is  becoming  clearer  that  that  bile  and bile 

duct cells have active immunological roles in innate and adaptive immunity (reviewed in (8)).  

Interestingly,  we  found  phenotypic  differences  in  expanded  human  fetal  gallbladder 

stem  cells  and  IHBD  cells  (Figure  23C)  suggesting  that  these  two  cell  types  are  different  as 

well. It is noteworthy that we did not observe phenotypic differences between expanded mouse 

EpCAM+CD49f+ cells and expanded mouse EpCAM+ IHBD cells (Table 2). We are currently 

evaluating  the global  gene  expression profile  of  expanded  human  fetal  gallbladder  stem cells 

and IHBD cells by oligonucleotide microarray. Similar to the expanded mouse EpCAM+ IHBD 

cells, it is possible that expanded human fetal IHBD cells might satisfy the stem cell properties 

of single cell selfrenewal and lineage commitment. However, these experiments are beyond the 

scope of the current study.  
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6.4  GALLBLADDER STEM CELLS AS POTENTIAL CELLBASED THERAPY  

In this study we have identified a resident stem cell population in adult mouse gallbladder and 

fetal human gallbladder. These cells could be important for cellbased therapy for liver disease 

as discussed earlier, for two seasons: their ontogeny and availability. The gallbladder and liver 

are  derived  from  the  central  foregut  endoderm  (12)  suggesting  that  a  gallbladder  stem  cells 

would be more easily reprogrammed into a hepatocyte than a fibroblast could. In addition, the 

gallbladder  is  a  small  nonvital  organ  and  removal  of  the  gallbladder  is  routine  (80).  This 

availability of tissue along with the putative plasticity of gallbladder stem cells into hepatocytes 

makes these cells attractive targets for cellbased therapy for liver disease.  

We  found  that  expanded  EpCAM+CD49f+  gallbladder  stem  cells  were  capable  of 

albumin secretion (Figure 24) in an in vitro assay for hepatocyte differentiation. However, these 

cells continued to express CK19 suggesting that they were not mature hepatocytes. In addition, 

recent data describing the reprogramming of fibroblasts into hepatocytes (84, 85), suggest that 

directed  differentiation  of  somatic  cells  with  transcription  factors  might  yield  mature 

hepatocytes.  

We performed oligonucleotide microarrays on primary EpCAM+ gallbladder epithelial 

cells,  expanded  EpCAM+CD49f+  cells  and  primary  hepatocytes  to  identify  candidate 

transcription factors for the reprogramming of gallbladder stem cells into hepatocytes. First we 

found  that  the  transcriptomes  of  expanded  gallbladder  stem  cells  is  more  similar  to  that  of 

hepatocytes  than  the  transcriptomes  of  primary  gallbladder  cells  is  (Figure  25A & B). These 

data  corroborate  the  notion  that  stem  cells  are  more  amenable  to  reprogramming  than 

differentiated  cells  are  (102). Accordingly, we  focused  on  the  transcription  factors  that were 

significantly different between expanded gallbladder stem cells and hepatocytes.  
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We  identified  three  transcription  factors  C/EBP!,  FoxA3  and HNF4!  that  are more 

highly  expressed  in  hepatocytes  than  gallbladder  stem  cells.  These  data  suggest  that  these 

factors  could  be  important  for  the  hepatic  reprogramming  of  gallbladder  stem  cells.  Each  of 

these factors has been shown to be important for hepatocyte function and development (87, 157

159). In addition, HNF4! and FoxA3 have been previously used in the hepatic reprogramming 

of  fibroblasts  (84,  85).  These  data  suggest  a  strong  symmetry  in  the  transcription  factors 

required  for  hepatic  specification.  Given  the  shared  ontogeny  between  gallbladder  cells  and 

hepatocytes, we hypothesize that a single transcription factor would be sufficient to differentiate 

gallbladder stem cells into hepatocytes. These data would suggest that gallbladder stem cells are 

more easily reprogrammed into hepatocytes than fibroblasts are. Finally, the reprogramming of 

mouse gallbladder  stem cells  into hepatocytes would  set  the  stage  for  reprogramming  studies 

with  human  gallbladder  cells.  Initially  these  experiments  can  be  performed  with  expanded 

human  fetal  gallbladder  stem  cells  but  can  be  continued  with  adult  human  gallbladder  stem 

cells.  

Last, gallbladder  stem cells  can be used  to  treat biliary atresia as has been noted with 

hepatic progenitor  cells  (132) and also differentiated  into  endocrine  cells. The  latter  could be 

important, as it is now known that the EHBD system and ventral pancreas develop from a share 

progenitor  (20). Sumazaki  et  al.  (13)  and Fukuda et  al.  (14) have observed ectopic endocrine 

cells in the EHBD of Hes1/ deficient mice and knockout mice, respectively. These data support 

the notion that gallbladder stem cells have plasticity towards endocrine cells.  
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6.5  FUTURE DIRECTIONS 

The  expansion  and  differentiation  assays  described  above  could  be  used  to  better 

understand the biology of resident stem cell populations in the gallbladder and liver. LA7 feeder 

cells  provide  a  robust  and  reproducible means  to  expand  gallbladder  epithelial  cells  in  vitro. 

Furthermore, we have also shown that mouse gallbladder and IHBD cells do not fuse with the 

feeder  cells  (Figure  4  &  14).  Similar  analyses  have  been  performed  with  human  fetal 

gallbladder  cells.  However,  expansion  of  stem  cells  on  a  xenogeneic  cell  line  could  be  a 

potential  limitation  in  downstream  applications,  especially  candidate  cellbased  therapies. 

Similar to IHBD cells, collagen gels have typically been used for the monolayer cell culture of 

gallbladder cells  (reviewed  in  (103)). These methods have been used  for  expansion of  canine 

(165),  rabbit  (127,  128,  151)  and  human  (94,  129,  146)  gallbladder  cells.  In  the  future, 

conditioned medium from LA7 cells could be used to potentially stimulate expansion of human 

and mouse  gallbladder  and  IHBD  cells  on  collagen  gels.  In  order  to  select  for  epithelial  cell 

expansion, MACS  enrichment  of  EpCAM+  cells  could  be  used  to  enrich  for  epithelial  cells 

directly  from  primary  gallbladder. As  IHBD  cells  are  rare  in  the  adult mouse  liver, multiple 

MACS  columns might  be  necessary  to  obtain  a  pure  population  of  primary EpCAM+  IHBD 

cells.  In  addition, LA7  cells  are  known  to  secrete TGF!  and  bFGF  (166),  and  the  effects  of 

these  growth  factors  can  be  evaluated  directly  on  gallbladder  and  IHBD  cells  growing  on 

collagen gels.  

Cyst formation by mouse gallbladder and IHBD cells and human gallbladder cells can 

also be used to further investigate differentiation of the gallbladder cells. In the future, primary 

and  expanded gallbladder  cells  and  the  cysts  could be  screened  for  phenotypic markers  of  in 

vivo  function.  Candidates  are Aquaporins  (AQP)  (water  transport)  such  as AQP1  and AQP8 
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(167), sterol transporters (cholesterol transport) –ABCG5 and ABCG8 (168, 169)— and mucins 

(170).  In  this  manner,  various  markers  of  gallbladder  function  can  be  linked  to  cells  with 

demonstrable  stem cell properties allowing  for a complete characterization of  the gallbladder. 

Finally, cyst formation can be modulated by various growth factors and cytokines similar to a 

previous study with a bipotent hepatoblast cell line (107).  

6.6  CONCLUSIONS 

In  this study we focus on  the  identification of  resident stem cells  in  the gallbladder and liver. 

First we developed  in  vitro  expansion  and differentiation  to  evaluate mouse gallbladder  stem 

cells and then adapted them to study adult mouse IHBD and human fetal gallbladder stem cells. 

We have demonstrated that adult mouse gallbladder stem cells are distinct or unique compare to 

IHBD  stem  cells,  and  have  obtained  preliminary  data  for  the  reprogramming  of  the  mouse 

gallbladder stem cells into hepatocytes.  
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