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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Bildgebung magnetisch markierter
Stammzellen im ZNS mittels Magnetresonanztomographie. Dazu wurden
Stammzellen mit Eisenoxidnanopartikeln (VSOP, very small superparamagnetic iron-
oxide particles) in vitro effizient und ohne zusatzliche Lipofektionsagenzien
magnetisch markiert. Es zeigte sich bei VSOP-Konzentrationen, die eine effiziente
magnetische Markierung ermdglichen, keine wesentliche Beeinflussung der Vitalitat,
Proliferation und Differenzierungsfahigkeit samtlicher untersuchter Zellpopulationen.
Zur Evaluierung der Grenzen der zellularen MR-Bildgebung wurde das
Detektionslimit magnetisch markierter embryonaler Stammzellen in vivo nach
intrastriataler Injektion im Gehirn der Ratte untersucht. Es liellen sich bei einer
Feldstarke von 17,6 T weniger als 100 magnetisch markierte Zellen sicher vom
Hirnparenchym abgrenzen. Die histologische Korrelation bestatigte den zellularen
Ursprung der beobachteten T2*-Hypointensitaten.

In einem Rattenmodel des Morbus Parkinson konnte eine spezifische Detektion der
intrastriatal injizierten magnetisch markierten embryonalen Stammzellen Uber einen
Zeitraum von 6 Monaten erreicht werden. Es konnte keine signifikante Migration der
Zellen festgestellt werden, jedoch fanden sich grof3e interindividuelle Unterschiede in
ihrer raumlichen Verteilung. In der histologische Analyse stellten sich auch sechs
Monate nach der Transplantation im Bereich des Stichkanals eisenoxidmarkierte
Stammzellen dar, es konnten noch ca. 10 % der transplantierten Zellen
nachgewiesen werden.

In einem Mausmodell der cerebralen Ischamie wurde erstmals die Anreicherung
systemisch injizierter magnetisch markierter mononuklearer Zellen
kernspintomographisch erfasst. 24 - 48 h nach der Injektion magnetisch markierter
Zellen stellten sich T2*-gewichtete Signalhypointensitadten im Randbereich der
Ischamie dar. Insgesamt zeigte sich in dieser Studie die zellulare
Magnetresonanztomographie zu einem nicht-invasiven Nachweis einer geringen
Anzahl magnetisch markierter Zellen Uber einen langen Zeitraum mit hoher

Sensitivitat in der Lage.



Praambel

Die Stammzelltransplantation stellt einen viel versprechenden Ansatz in der Therapie
von sowohl akuten als auch chrononisch-degenerativen Erkrankungen des zentralen
Nervensystems (ZNS) dar. Experimentelle Studien zeigen einen restaurativen Effekt
u. a. bei Morbus Parkinson [1, 2, 3], cerebraler Ischamie [4, 5, 6] und chronischer
Neuroinflammation [7, 8, 9]. Die Vermittlung des therapeutischen Effekts -
Restauration degenerierter neuronaler Strukturen versus Stimulation endogener
Reparaturmechanismen — bleibt bislang jedoch umstritten. Eine Evaluierung der
verschiedenen Transplantationstechniken und -protokolle und die Ubertragung der
durchaus erfolgreichen experimentellen Studien auf den Menschen sind bislang nicht
gelungen. Klinische Studien zeigten bislang widersprichliche Ergebnisse und fuhrten
lediglich in Einzelfallen zu einer Verbesserung der klinischen Symptomatik [10, 11].
Dies ist auch im Fehlen einer Methodik begrindet, die eine spezifische und raumlich
hochaufgeloste Sichtbarmachung der transplantierten Zellen Uber einen langeren
Zeitraum erlaubt. Die vorliegende Arbeit versucht eine Methodik zu etablieren,
magnetisch markierte Stammzellen im lebenden ZNS mittels
Magnetresonanztomographie zu visualisieren. Es sollte mdglich sein, die hohe
raumliche Auflésung der Kernspintomographie mit der Spezifitat
nuklearmedizinischer Methodik zu verbinden.

Exemplarisch wurden hier eine chronische neurodegenerativen Erkrankung — Morbus
Parkinson — sowie ein akuter Insult — die cerebrale Ischamie — anhand von Kleintier-
modellen untersucht.

Das experimentelle Grundkonzept des hier vorgestellten Ansatzes besteht aus zwei
charakteristischen Komponenten:

— Die erste Komponente besteht in der extrakorporalen magnetischen Markierung
der Stammzellen mittels Inkubation mit Eisenoxidnanopartikeln. Die extrakorporale
Markierung ist die Grundvoraussetzung der Spezifitat spaterer Detektion. Im ersten
untersuchten Krankheitsmodell, dem Rattenmodell des Morbus Parkinson, wurde
eine intrastriatale stereotaktische Transplantation magnetisch markierter embryonaler
Stammzellen durchgefuhrt, wogegen im zweiten Krankheitsmodell, einem
Mausmodell der cerebralen Ischamie, eine intravendse Injektion magnetisch
markierter mononuklearer Zellen erfolgte.

— Die zweite Komponente besteht in der Visualisierung der Stammzellen durch

Magnetresonanzbildgebung.  Eisenoxidmarkierte  Zellen  verursachen eine

5



ausgepragte Hypodensitat in T2*-gewichteter MR-Bildgebung, und sind somit vom
umgebenden Hirnparenchym zu diskriminieren. Somit sollten Aussagen uber
Lokalisation, eventueller Migration und Uberleben der transplantierten Zellen (ber
einen langeren Zeitraum moglich sein.

VSOP C200

Abbildung  1:  Experimentelles  Grundkonzept des vorliegenden  Ansatzes  zelluldrer
Magnetresonanzbildgebung.



1 Einleitung

1.1 Zellulare Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie ist eine nicht-invasive Bildgebungsmodalitat, deren
Bilderzeugung auf dem magnetischen Spin von Atomkernen mit ungeraden
Protonenzahlen beruht. Unter diesen Atomkernen eignen sich Protonen aufgrund
ihres hohen gyromagnetischen Verhaltnisses und der daraus resultierenden hohen
Signalintensitat und ihres ubiquitaren Vorkommens zur Bildgebung von organischen
Strukturen am besten. Die Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) ermdglicht sowohl
im Menschen als auch im Kleintiermodell eine hohe Ortsauflésung, erfordert jedoch
eine effiziente magnetische Markierung um eine ausreichende Spezifitat fur eine
zellulare bzw. molekulare Bildgebung zu gewahrleisten. Nuklearmedizinische
Techniken wie die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) erlauben im Vergleich
zur  Magnetresonanztomographie zwar ebenso eine nicht-invasive und
hochspezifische Visualisierung, jedoch ist keine ausreichende raumliche Auflosung
gegeben [12].
Die maximale raumliche Auflésung in einem kernspintomographischen
Bildgebungsexperiment hangt von physikalischen und technischen Faktoren wie der
Starke des statischen Magnetfeldes By, der Gradientenfeldstarke und der Art der
Sende- bzw. Empfangsspule ab. Sie liegt im Falle des hier verwendeten 7 T Kleintier-
MRT bei unter 50 um?®. Bei in vivo Experimenten kann diese Aufldsung aufgrund des
zu kleinen Signal-zu-Rausch Verhaltnisses, bedingt durch die Limitationen der
Messzeit (maximale Narkosedauer), jedoch nicht realisiert werden. Dabei verhalt sich
die Signalintensitat Sp proportional zur Protonendichte p und stellt somit bei
gegebener Feldstarke einen unveranderlichen Gewebeparameter dar. Bei der
Bildgebung des ZNS in vivo kann somit von maximalen effektiven Auflésungen von
100 pm® bei einer Feldstarke von 7 T ausgegangen werden. Der Bildkontrast im
kernspintomographischen Bildgebungsexperiment ist neben der Protonendichte p
abhangig von der Spin-Gitter-Relaxation (longitudinale Relaxation, T1) bzw. der Spin-
Spin-Relaxation (transversale Relaxation, T2) der durch einen elektromagnetischen
Puls (RF-Puls) angeregten Protonenspins. Die longitudinale Relaxation und die
transversale Relaxation kdnnen mit Exponentialfunktionen beschrieben werden. Die
charakteristischen Zeitkonstanten werden als T1-Relaxationszeit (Spin-Gitter-
Relaxation) bzw. T2-Relaxationszeit (Spin-Spin-Relaxation) bezeichnet und stellen
weitere  voneinander unabhangige Gewebeparameter dar. Im realen
7



Bildgebungsexperiment ist jedoch der Zerfall der Phasenkoharenz der Protonenspins
nicht nur durch die Spin-Spin-Relaxation bestimmt, vielmehr kommt es zu einer
wesentlich schnelleren Dephasierung durch lokale Magnetfeldinhomogenitaten, die
resultierende effektive Relaxation wird als T2*-Relaxation beschrieben. Der
jeweiligen Bildgebungssequenz kommt neben der Ortskodierung die Wichtung des
Bildes nach den oben beschriebenen Kontrastparametern zu.

Die bislang erfolgreichste Strategie zur Schaffung eines zellularen Kontrastes in der
Magnetresonanztomographie (MRT) liegt in der Markierung von Zellen mit
superparamagnetischen  Eisenoxidnanopartikeln  [13, 14, 15, 16]. Die
Kontrasterzeugung erfolgt  durch die  mittelbare Beeinflussung des
Relaxationsverhaltens der umgebenden signalgebenden Protonen  durch
Suszeptibilitatseffekte der superparamagnetischen Magnetite, die den Kern der
Nanopartikel bilden [17, 18]. Die Magnetite besitzen ein eigenes lokales
magnetisches Moment, dies fuhrt zu Inhomogenitaten innerhalb des angelegten
aulleren Magnetfeldes By. Nach dem Anregungspuls (RF-Puls) kommt zu einer
schnelleren Dephasierung des Spins der umgebenden Protonen, dies resultiert in
einer Reduktion der transversalen Relaxationszeit und somit zu Signalausldéschungen
in T2- und T2*-gewichteten Bildgebungssequenzen. Eisenoxidpartikel bewirken zwar
auch eine Reduktion der longitudinalen (T1) Relaxation, jedoch sind sie in ihrer T1-
Kontrastverstarkung reinen T1-Kontrastmitteln wie z.B. Gadoliniumderivaten
unterlegen [19]. Die Dephasierung durch die superparamagnetischen Magnetite geht
in ihrer Wirkung raumlich weit Uber die direkt benachbarten Wasserprotonen hinaus.
Es kommt zu einem ,blooming effect, d.h. das Volumen der Signalausléschungen
Ubersteigt das tatsachliche Volumen der Eisenoxidnanopartikel bzw. der mit diesen
Partikeln markierten Zellen [14]. Die Dephasierung der Protonenspins wird von dem
Rephasierungspuls in einer T2-gewichteten Sequenz jedoch zum grofden Teil wieder
aufgehoben. Somit ist die Sensitivitat der T2*-gewichteten
Gradientenechobildgebung, bei der auf den Rephasierungspuls verzichtet wird,
insgesamt als wesentlich groRer anzusehen. Jedoch bietet die T2-gewichtete
Bildgebung den groRen Vorteil eines besseren morphologischen Kontrastes und
einer grofleren Unempfindlichkeit gegentber Bildartefakten, die zum groRRen Teil
ebenfalls durch Magnetfeldinhomogenitaten bedingt sind.

Die verschiedenen Typen von superparamagnetischen Eisenoxidnanopartikeln, seien
es USPIO (ultra small superparamagnetic iron-oxide-particles), MION

(monocrystalline iron oxide nanoparticles) [20] oder VSOP (very small
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superparamagnetic iron-oxide-particles) [21] unterscheiden sich zum einen in der
Grolle ihres Kerns, zum anderen in der Zusammensetzung ihrer Hulle, die zur
Abschirmung des Kerns vom umgebenden Medium bzw. Zytosol naotig ist. Mittels des
Ansatzes der magnetischen Markierung von Zellen mit Eisenoxidnanopartikeln
erfolgte die kernspintomographische Visualisierung der markierter Zellen zunachst in
vitro [22] sowie ex vivo [23, 24]. Es konnte mit dieser Methodik nicht-invasiv zellulare
Migration dargestellt werden [23]. In spateren in vivo Studien konnte z.B. in einem
Rattenmodell der cerebralen Ischamie mittels zellularer Magnetresonanztomographie
die Migration magnetisch markierter Stammzellen von der contralateralen
Hemisphare zum Ort der ischamischen Lasion gezeigt werden [25]. In das Gebiet
molekularer Magnetresonanztomographie fallt z.B. die kernspintomographische
Darstellung spezifischer Genexpression in vivo [26]. Auch die Anreicherung von
systemisch injizierten Stammzellen aus dem Knochenmark in einem Modell einer
corticalen Lasion [27] konnte kernspintomographisch dargestellt werden, sogar die
Messung der Migrationsgeschwindigkeit magnetisch markierter Zellen aus der
subventrukularen Zone war mittels zellularer Magnetresonanztomographie moglich
[28].

1.2 Morbus Parkinson und Stammzelltherapie

Das idiopathische Parkinson-Syndrom gehért mit einer Inzidenz von uber 1,8 %o in
der Gesamtbevolkerung und 10 %o in der Gruppe der uber 65-Jahrigen zu den
haufigsten chronischen neurologischen Erkrankungen [29]. Das Erkrankungsalter
liegt meist zwischen 40 und 60 Jahren, wobei das Alter selbst keinen ursachlichen
Faktor darstellt. Die Atiologie des Morbus Parkinson ist noch unbekannt, es gibt keine
Befunde fur eine immunologische oder virale Beteiligung. Eine genetische Ursache
(Parkin-Gen) und Erblichkeit ist nur bei einem kleinen Teil der Patienten festzustellen.
Als Klinische Leitsymptome zeigen sich Tremor, Akinese und Rigor, dazu kommen
depressive Verstimmungen und vegetative Begleitsymptome. Neuropathologisch
zeigt sich eine fortschreitende, symmetrische Degeneration vor allem der
dopaminergen Neuronen der Pars compacta der Substantia Nigra. Jedoch finden
sich daruber hinaus auch Zelluntergang und Gliose in dem noradrenergen Locus
coeruleus, im dorsalen Vaguskern, in der cholinergen Substantia innominata sowie

im serotonergen Raphekern. Gleichzeitig treten in den Uberlebenden Nervenzellen
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der betroffenen Regionen verstarkt sogenannte Lewy-Korperchen auf. Dies sind
eosinophile, konzentrische zytoplasmatische Einschlisse, die das Protein a-
Synuklein enthalten. Der Nachweis der Lewy-Kdérperchen in diesen Lokalisationen ist
Voraussetzung fur die histopathologische Diagnose dieser Krankheit. Da Lewy-
Kdrperchen jedoch auch in anderen Bereichen des Gehirns, wie dem Hirnstamm und
der Hirnrinde beschrieben wurden und sich auch bei ca. 10 % der gesunden alteren
Menschen finden lassen, bleibt ihre Bedeutung hinsichtlich der Atiologie des Morbus
Parkinson bislang ungeklart.

Das Striatum zahlt zu den Basalganglien. Es gehort zum extrapyramidalen System.
Striatum und Substantia nigra stellen ein wichtiges Bindeglied zwischen dem
assoziativen und dem motorischen Grof3hirn dar. Funktionell bilden sie mit den
anderen Basalganglien einen motorischen Regelkreis und sind fur die
Feinabstimmung der Bewegungen verantwortlich. Die dopaminergen Neurone der
Substantia nigra projizieren direkt in das Striatum. Durch ihren Untergang kommt es
dort zu einem Dopaminmangel, dies fuhrt zu einer fortschreitenden Dysfunktion des
motorischen Regelkreises und somit zu der motorischen Symptomatik. Der striatale
Dopaminmangel lasst sich durch medikamentdése Gabe des Dopaminprekursors L-
Dopa zu Beginn der Erkrankung ausgleichen. Der fortschreitende Zellverlust in der
Substantia nigra im spateren Verlauf der Krankheit kann jedoch von dieser
symptomatischen Therapie nur noch bedingt ausgeglichen werden, zusatzlich kommt
es bei hoheren Dosen von L-Dopa zu erheblichen Nebenwirkungen. Somit ist eine
groBe  Notwendigkeit eines  restaurativen  Ansatzes gegeben. Einen
vielversprechenden Therapieansatz stellt die Transplantation von
dopaminausschuttenden Zellen in das Striatum dar [2, 30]. Eine Wiederherstellung
des motorischen Regelkreises ist jedoch nur dann moglich, wenn es zu einer
funktionellen Integration der transplantierten Zellen kommt, d.h. zur Bildung von
axonalen Verbindungen zu den striatalen Neuronen des Empfangers. Nur
Stammzellen besitzen die dazu ndétige Plastizitat, sich in existierende neuronale
Strukturen zu integrieren und zu dopaminergen Neuronen zu differenzieren.
Experimentelle Studien an Tiermodellen des Morbus Parkinson zeigen, dass sowohl
embryonale Stammzellen [1, 2], adulte Stammzellen [31] als auch fétale
Mittelhirnzellen [32, 33] dazu in der Lage sind. Embryonale Stammzellen besitzen im
Vergleich zu anderen Stammzellpopulationen jedoch die grofdte Plastizitat [34]. Sie
werden aus der inneren Zellmasse der Blastozyste entnommen und verfugen in der

Zellkultur Uber eine nahezu unbegrenzte Teilungsfahigkeit. Sie sind pluripotent, d.h.
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sie konnen in alle somatischen Zelltypen mit Ausnahme der Keimzellen
differenzieren. Um embryonale Stammzellen in ihrem undifferenzierten Zustand zu
halten, sind in der Zellkultur die Zugabe von Differenzierungshemmern und die
Cokultur mit Fibroblasten noétig. Nach einer Transplantation von embryonalen
Stammzellen in ein Empfangergewebe kommt es aufgrund der Depletion der
Differenzierungshemmer zur Differenzierung. Anders als in der Vergangenheit
postuliert kommt es jedoch nicht zu einer nennenswerten Beeinflussung der
Differenzierung durch den Phanotyp der umgebenden Wirtszellen, jedoch zeigte sich
eine Anhangigkeit der neuronalen Differenzierung von der Zelldichte des
Transplantates [1]. Um den Anteil insbesondere der dopaminergen Neuronen zu
erhodhen, der bei der ungerichteten Differenzierung in vitro bei weniger als 2 % liegt
[35], ist es sinnvoll, die embryonalen Stammzellen vor der Transplantation in vitro bis
zum Stadium von neuronalen oder sogar dopaminergen Vorlauferzellen zu
differenzieren. Neben der Erhéhung der Rate an neuronalen bzw. dopaminergen
Zellen ist eine Vordifferenzierung jedoch insbesondere im Zusammenhang mit dem
erheblichen Risiko der Entstehung von Teratomen nach der Transplantation von
undifferenzierten  Stammzellen von hoher Wichtigkeit. Haufigkeiten der
Teratomentstehung in Tiermodellen von bis zu 20 % haben humane klinische
Transplantationsstudien bislang verhindert [36, 37]. Insbesondere ist zu bemerken,
dass bei den meisten Transplantationsstudien bei Tiermodellen des Morbus
Parkinson eine Xenotransplantation durchgefuhrt wurde, d.h. embryonale
Stammzellen der Maus wurden in das Striatum von Ratten transplantiert. Bei
Transplantationen allogener Zellen, wie selbstverstandlich in zukinftigen humanen
Studien, liegt das Risiko einer Teratomentstehung nochmals hoher [38]. In jlingsten
Studien konnte jedoch durch die neuronale Differenzierung der embryonalen
Stammzellen in Verbindung mit der Applikation von Mitosehemmern eine
Teratomentstehung verhindert werden [39]. Zur neuronalen Differenzierung
existieren eine Reihe von Differenzierungsprotokollen, die entweder auf der zeitlich
definierten Zugabe von Wachstumsfaktoren oder der Cokultivierung mit stromalen
Zellen beruhen. Hier wurde das funfschrittige Differenzierungsprotokoll von Lee et al.

verwendet [35].
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1.3 Cerebrale Ischamie und Stammzelitherapie

Schlaganfalle stellen die dritthaufigste Todesursache und die fuhrende Ursache
dauernder Invaliditat dar. 80 % der Schlaganfalle sind ischamische Infarkte, d.h.
Durchblutungsstérungen, die zur Ischamie in umschriebenen Gefalterritorien des
Gehirns fuhren. Das Gehirn ist auf eine kontinuierliche Sauerstoffversorgung
angewiesen, da sein Energiestoffwechsel ausschliel3lich auf aerober Glykolyse
basiert, es finden sich fast keine Sauerstoff und Glukosevorrate im Hirnparenchym.
Bei einem Unterschreiten der Ischamieschwelle der lokalen Hirndurchblutung kommt
es aufgrund der reduzierten Sauerstoffversorgung zu neurologischen
Funktionsstorungen. Der zellulare Funktionsstoffwechsel wird zunachst reversibel
eingestellt. Bei einer weiteren Reduktion des pO, und Unterschreitung der
Infarktschwelle kommt es zum Zusammenbrechen des Strukturstoffwechsels der
Hirnzelle. Die zellulare Integritat kann nicht mehr aufrechterhalten werden, die Zelle
stirbt. Zur Festlegung der Ischamie- bzw. Infarkschwelle dient der zerebrale Blutfluss
(CBF), dem Quotienten von Perfusionsdruck und Gefaldwiderstand. Der CBF-Bereich
zwischen Infarkt- und Ischamieschwelle wird als Penumbra bezeichnet. Die
Penumbra ist somit fur die Therapie des ischamischen Schlaganfalls von besonderer
Bedeutung, insbesondere auch fur die zellbasierte regenerative Therapie. Die
Ausdehnung der Penumbra kann durch diffusionsgewichtete MRT abgeschatzt
werden, eine Abgrenzung zum Infarktareal bleibt jedoch schwierig.

Die Lokalisation des Gebietes der Minderperfusion im ZNS ist durch das
Versorgungsgebiet der thrombosierten, das Hirngewebe penetrierenden Arterie
bestimmt. Besonders haufig von Thrombosen betroffen ist die Arterie cerebri media
(MCA), das Mediasymptom zeigt sich klinisch als armbetonte Hemiparese,
Hemipaesthesie und Aphasie. In der vorliegenden Studie wurde in einem
Mausmodell mittels einer transienten Okklusion der MCA mittels eines Fadens ein
Mediainfarkt induziert.

Auch bei der Therapie der cerebralen Ischamie wird einem zellbasierten Ansatz
grolRes Potential beigemessen. So konnte gezeigt werden, dass Progenitorzellen aus
dem Knochenmark sowohl nach direkter intracerebraler als auch nach systemischer
Injektion zum Randbereich des Infarkts migrieren. Dort fUhren sie zu einer
Aktivierung endogener Reparaturmechanismen, im speziellen zur Aktivierung der
Angiogenese, Neurogenese und Synaptogenese [40, 41]. Jungste Studien zeigen

daruber hinaus, dass transplantierte exogene Progenitorzellen aus dem
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Knochenmark zur Aktivierung und Migration endogener neuronalen Stammzellen
fuhren [42]. Neben Stammzellen haben auch mononukledre Zellen restauratives
Potential sowohl in experimentellen Modellen der cerebralen Ischamie [43], als auch -
nach ihrer Differenzierung zu endothelialen Progenitorzellen - in Modellen vaskularer

Lasionen [44].

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit sollte sein, sowohl die zellulare magnetische
Markierung zu optimieren, als auch den Einfluss dieser Markierung auf die Biologie
der Zelle zu evaluieren. Es muss ausgeschlossen werden, dass die Beladung der
Zellen mit Eisenoxidpartikeln die Viabilitdt und Differenzierungsfahigkeit der
Stammzellen negativ beeinflusst. Eisen bzw. Eisenoxid interagiert mit einer ganzen
Reihe von metabolen Stoffwechselwegen. Eine Erhdhung der zellularen
Eisenkonzentration kann zu einem Anstieg der oxidativen Belastung der Zelle flhren,
zum oxidativen Stress. Insbesondere die Genese neurodegenerativer Erkrankungen
wie z.B. Morbus Parkinson wird mit einer Erhohung der oxidativen Belastung der
Zellen in Zusammenhang gebracht [45, 46]. Bei einer intracerebralen Injektion
eisenoxidmarkierter Zellen kdnnten sowohl die markierten Zellen selbst als auch im
Falle der Lyse die Zellen des Empfangergewebes beeintrachtigt werden [47]. Um
einen direkten Kontakt mit dem Zytosol zu vermeiden, ist der Eisenoxidkern der
meisten Partikel mit polymerem Dextran oder monomerem Zitrat umhuillt, jedoch
kann eine Metabolisierung dieser Hulle nicht ausgeschlossen werden [48]. Daruber
hinaus muss im Falle der Transplantation embryonaler Stammzellen sichergestellt
sein, dass die Differenzierungsfahigkeit der Stammzellen und damit die funktionelle

Restaurierung neuronaler Strukturen im ZNS des Empfangers gewahrleistet bleiben.

In allen bisherigen bildgebenden Transplantationsstudien wurden eine grof3e Anzahl
(10°-10°%) magnetisch markierter Zellen transplantiert und visualisiert. Fir ein
besseres Verstandnis der Migrationsdynamiken und zur Visualisierung systemisch
injizierter Zellen ist es jedoch von grolRer Bedeutung, auch kleinere Zellzahlen (<
1000 Zellen) MR-tomographisch spezifisch zu erkennen. Die Sichtbarmachung
einzelner magnetisch markierter Zellen konnte in vitro bereits nachgewiesen werden

[15, 49]. Uber das Detektionslimit magnetisch markierter Zellen in vivo existieren
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jedoch nur Schatzungen. Die vorliegende Arbeit versucht im zweiten Abschnitt mittels
Hochstfeld-MR-Bildgebung bei 17,6 T in Verbindung mit einer effektiven
magnetischen Markierung die Grenzen der kernspintomographischen Bildgebung
magnetisch markierter Stammzellen im lebenden Gehirn der Ratte zu bestimmen.
Darliber hinaus wird auf die Feldstarkenabhangigkeit des Detektionslimits
eingegangen, dies ist insbesondere im Hinblick auf die klinische Umsetzbarkeit der

Methodik von Bedeutung.

Der dritte und vierte Teil der vorliegenden Studie soll zeigen, ob sich durch die
Anwendung der oben beschriebenen Methodik der zellularen MR-Bildgebung
biologisch bzw. therapeutisch wichtige Fragen der regenerativen Medizin
beantworten lassen. Dabei sollte der Schwerpunkt im Falle der intrastriatalen
Injektion magnetisch markierter embryonaler Stammzellen im Rattenmodell des
Morbus Parkinson in dem Versuch der kernspintomographischen Detektion der
exogenen Zellen Uber einen moglichst langen Zeitraum liegen. Es ist noch ungeklart,
wie lange sich magnetisch markierte Zellen in vivo visualisieren lassen. Erganzt
werden soll die Studie durch funktionelle Untersuchungen, um den restaurativen
Effekt der Stammzelltransplantation zu erfassen. Darlber hinaus soll eine
umfassende Histologie die Quelle von beobachteten kernspintomographischen
Signalveranderungen zweifelsfrei klaren und den Phanotyp der Stammzellen nach
eventueller Differenzierung im Wirtsgewebe bestimmen.

Im letzten Teil der vorliegenden Arbeit soll der Frage nachgegangen werden, ob
mittels Magnetresonanztomographie eine Visualisierung systemisch injizierter
mononuklearer Zellen in einem Mausmodell der cerebralen Ischamie maoglich ist.
Dabei ist der Ort der Anreicherung der Zellen unbekannt, die Zellen mussen von der
akuten Pathologie sicher abgegrenzt werden. Es soll versucht werden, mittels
Magnetresonanztomographie die Dynamik der Anreicherung der exogenen Zellen im

Bereich der ischamischen Lasion zu erfassen.
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2 Material und Methoden

21 Zelllinien und Methoden der Zellkultur

Embryonale Stammzellen (ESC). Murine embryonale Stammzellen (ESC) (CRL-
1934, ATCC, Manassas, USA) wurden in DMEM-Medium mit 30 % durch
Fibroblastenzellen (Feederzellen) (CRL-1503, ATCC) konditioniertem Medium, 15 %
fotalem Kalberserum (PAA, Pasching, Osterreich), 15 ng / ml Leucemia Inhibitory
Factor (LIF) (Sigma-Aldrich, Munchen), 0,1 mM 2-Mercaptoethanol und 1 %
Penizillin-Streptomyzin (Sigma-Aldrich) kultiviert. Die Zellen wurden in 75 cm?
Zellkulturflaschen in Zelldichten von 1,5 x 10° Zellen / 20 ml Medium bei 37° C und 5
% CO2 gehalten und alle zwei Tage passagiert. Fur die Experimente wurden nur
undifferenzierte und nicht adharente Zellen verwendet. Die Vitalitat der ESC wurde
wie auch bei allen folgenden Zelllinien durch Inkubation mit Trypan-Blau-Lésung (4
%) (Sigma-Aldrich) fur drei Minuten bestimmt, die vitalen Zellen wurden in einer
Neubauer-Kammer gezahlt. Die Differenzierung der embryonalen Stammzellen zu
neuronalen Vorlauferzellen wurde in einem funfschrittigen Protokoll nach Lee et al.
[35] durch die Depletion der Differenzierungshemmer und die Zugabe von
Wachstumsfaktoren induziert. Die Identifizierung des Differenzierungsstadiums
erfolgte Uber stadiumsspezifische primare Antikorper. Dies sind stammzellspezifische
Antikorper (Anti-SSEA1) (Sigma), Antikdrper gegen fruhe neuronale Marker (Anti-
Nestin, Anti B Ill-Tubulin) (beide von Sigma) und Antikdrper gegen dopaminerge
Marker (Anti-Tyrosin-Hydroxylase) (Sigma).

Makrophagen. Die Makrophagenzelllinie RAW 264.7 der Ratte wurde in RPMI-
Medium (PAA) mit 10 % fotalem Kalberserum (PAA) und 1 % Glutamax (Gibco,
Karlsruhe) bei 37° C und 5 % CO; kultiviert. Die Zellen wurden alle zwei Tage
passagiert, die eingesetzte Zelldichte betrug 4 x 10* Zellen / cm?.

Mononukleére Zellen der Milz (MNC). Adulten 129/SV Mausen (Bundesinstitut fur
Risikobewertung, BfR Berlin) bzw. C57/B6-GFP Mausen, die GFP (green fluorescent
protein) unter Kontrolle des chicken-B-actin-Promotors und des Cytomegalovirus
Enhancers exprimieren [50], wurde die Milz explantiet und mechanisch
aufgeschlossen. Die mononuklearen Zellen wurden mit einem Ficoll Gradienten
isoliert (Lympholite-M, Cedarlane). Die Zellen wurden von der AG Endres zur
Verflgung gestellt.

Humane mononukleédre Zellen aus der Nabelschnur (HUCB). Proben von HUCB

wurden aus verschiedenen Krankenhausern in Leipzig unter Einhaltung der
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ethischen  Richtlinien  erhalten.  Zusatzlich wurden Proben von der
Nabelschnurblutbank VITA34 im Rahmen einer Kooperation bezogen. Die
mononuklearen Zellen wurden mit einem Ficoll-Paque PLUS Gradienten (Amersham
Biosciences, Uppsala, Schweden) isoliert. Die Zellen wurden von Johannes Boltze,
AG Prof. Emmrich, Leipzig zur Verfugung gestellt.

Mononukleédre Zellen aus dem Knochenmark der Ratte (MBM). 11 mannliche
Wistar Ratten mit einem Koérpergewicht zwischen 275 und 320 g wurden in CO»
getotet. Der Femur und die Tibia wurden entnommen und an beiden Enden eroffnet.
Das Knochenmark wurde mit einer Spritze mit einer 21G Injektionsnadel
herausgespult und bis zur Separation in RPMI 1640 Medium (Biochrome, Berlin)
suspendiert. Die Separation der mononuklearen Zellen erfolgte wie bei den HUCB.
Die Zellen wurden von Johannes Boltze, AG Prof. Emmrich, Leipzig zur Verfligung
gestellt.

Primére Mittelhirnzellen der Ratte (E 14). Diese Zellen wurden im Rahmen einer
Kooperation von Herrn Peer Lorenz zur Verfigung gestellt und nur fir die initialen

Aufnahmestudien verwandt.

2.2 Magnetische Markierung von Zellen

Zur magnetischen Markierung der Zellen wurden die Eisenoxidnanopartikel very
small superparamagnetic iron oxide particles (VSOP C200, Ferropharm, Teltow)
benutzt [51]. Die VSOP C200 Eisenoxidnanopartikel bestehen aus einem
Eisenoxidkern mit einem Durchmesser von 5 nm, ahnlich den USPIO. VSOP sind mit
einer Hille aus monomerem Zitrat umgeben, der resultierende hydrodynamische
Durchmesser betragt 11 nm und sie tragen eine saure Oberflachenladung. Dieser
hydrodynamische Durchmesser ist wesentlich kleiner als der Durchmesser der
USPIO von 30-40 nm. Fur die Confokale Laser Scanning Mikroskopie wurde ein Teil
der Partikel mit dem fluoreszierenden Farbstoff Rhodamin-Succimidylester-

Hydrochlorid (Molecular Probes, Eugene, USA) konjugiert.
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Physikochemische Eigenschaften des Eisenoxidnanopartikels VSOP C200

Hullstruktur Zitrat Monomer

Kern Eisenoxid
Kerndurchmesser 5nm

Hydrodynamischer Durchmesser 11 nm

R1 22,5 I/mmol*s (bei 0.47 T)
R2 49,7 I/mmol*s (bei 0.47 T)
R1/R2 0,45

Die Inkubation der Zellen erfolgte direkt in den Zellkulturflaschen. Die
Eisenoxidnanopartikel VSOP wurden in unterschiedlichen Konzentrationen in das
Kulturmedium pipettiert Die Inkubation erfolgte Gber 90 min bei 37° C und 5 % COa..
Nach der Inkubation wurden die Zellen geerntet und bei 1500 UPM (bei embryonalen
Stammzellen 1000 UPM) zentrifugiert (Labofuge 400R, Heraeus-Sepatech,
Osterode) und zweimal in PBS gewaschen.

Zur confokalen Laser-Scanning Mikroskopie wurden 1 x 10° embryonale
Stammzellen in 3 ml Stammzellmedium ohne den Differenzierungshemmer LIF in 6-
Loch-Platten (Falcon, BD Biosciences) ausgesat. Nach 24 h waren die meisten
embryonalen Stammzellen adharent. Es wurden nun Rhodamin-Grun-markierte
VSOP Eisenoxidnanopartikel (Konjugation der Partikel siehe oben) in einer
Konzentration von 1,5 mM dazugegeben und 1,5 h bei 5 % CO;, und 37° C mit den
Zellen inkubiert. Nach 45 min Inkubationszeit wurde zusatzlich der
Fluoreszenzfarbstoff Di-8-ANEPPS (Molecular Probes), der spezifisch sowohl die
aullere Zellmembran als auch intrazellulare Membranen anfarbt, hinzupipettiert.
Nach 1,5 h wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen um nicht
aufgenommenen Eisenoxidnanopartikel und Uberschissigen Fluoreszenzfarbstoff zu

entfernen.
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2.3 NMR-Relaxometrie und Atom-Absorptions-Spectroskopie (AAS)

Die Zellen wurden wie oben beschrieben mit Eisenoxidnanopartikeln inkubiert und
gewaschen. Nach der Bestimmung der Zellzahl mit einer Neubauer-Zahlkammer
wurden die Zellen in PBS resuspendiert. Zwei Milliliter mit 0,6 x 10° Zellen wurden in
ventilierte 14-ml GefalRe (Falcon, BD Biosciences, San Jose, USA) auf Eis gestellt.
Die transversale Relaxationszeit (T2-Zeit) der Zellsuspension wurde durch den
exponentellen Fit des Signalabfalls einer Turbospin-Mulitechosequenz im
Relaxometer (Minispec, Bruker, Ettlingen) bei 0,49 T bestimmt. Nach der
Relaxometermessung wurde der Zellsuspension 1 ml HNO3; (Merck, Darmstadt) und
10 I H2O2 (Merck) zugegeben und die Zellen somit lysiert. Die lysierte
Zellsuspension wurde gefiltert und der Eisengehalt durch Atom-Absorptions-

Spektroskopie (AAS) (Solaar, Unicam, Cambridge, UK) quantifiziert.

2.4 Confocale Laser-Scanning Mikroskopie

Das wichtigste Charakteristikum des confocalen Laser-Scanning Mikroskops (CLSM)
(Leica) besteht im Gegensatz zu konventionellen Fluoreszenzmikroskopen in der
genauen Festlegung der Focusebene. Vom Laser generiertes Licht definierter
Wellenlange wird Uber zwei galvanometrische Spiegel als beugungsbegrenzter
Lichtpunkt durch das Objektiv sequentiell auf das Praparat fokussiert. Aus der
Focusebene emittiertes Licht gelangt Uber einen Scanner zu verschiedenen
Farbteilern, wo die Fluoreszenzemission wellenspezifisch diskriminiert und pixelweise
auf die Detektoren (Photomultiplier) verteilt wird. Bei der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie tragen neben dem emittierten Licht aus der Focusebene alle
Photonen, die ober- und unterhalb der focalen Ebene emittiert werden, zur
Bildentstehung bei. Beim CLSM ermoglicht eine variable Lochblende die
ausschlielRliche Detektion von Licht aus der focalen Ebene, wahrend alle Photonen,
die nicht aus der Ebene stammen, wirkungsvoll ausgeblendet werden. Somit ist eine
genaue raumliche Lokalisation subzellularer Strukturen in allen drei Raumrichtungen
moglich.

Zur intrazellularen Lokalisation der Rhodamin-Grun-markierten Eisenoxidnanopartikel
wurden die Stammzellen nach der Inkubation (siehe oben) mittels eines 20-fachen
Immersionsobjektiv (NA 0,5, Leica) untersucht. Es wurden zwei Frequenzkanale

simultan detektiert, der erste Kanal (510 - 560 nm) beinhaltet das
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Emissionsmaximum von Rhodamin-Green, der zweite Kanal (610 - 670 nm) das
Emissionsmaximum von Di-8-ANEPPS.

Zur Detektion der GFP-positiven exogenen Zellen in situ wurden ebenfalls zwei
Fluoreszenzkanale simultan aufgenommen. Der erste Kanal (500 - 550 nm)
beinhaltet das Emissionsmaximum des GFP bei 508 nm. Der zweite Kanal (610 - 670
nm) beinhaltet das Emissionsmaximum des rot fluoreszierenden

Sekundarantikérpers (Sigma) zur Phanotypisierung.

2.5 Praparation der Gelphantome

Zur Herstellung der Gelphantome flr die in vitro MRT-Studien wurde 1,5 g Agar
(Qbiogene, Heidelberg) in 100 ml TBE-Puffer (Qbiogene) geldst. Die Suspension
magnetisch markierter Zellen wurde entweder in das Gel injiziert (Injektionsphantom),
oder die Zellen wurden in dunnen Schichten in das Gel eingebracht
(Schichtphantom). Fir die Injektionsphantome wurden 12 ml des heiRen Gels in 15
ml Falcon Gefalle gegossen und unmittelbar danach bei 3000 UPM fir 5 min
zentrifugiert um Luftblasen zu entfernen. 2 pl der Zellsuspension mit definierter
Zellzahl (Bestimmung der Zellzahl siehe oben) wurden mittels einer Hamilton
Microspritze, ausgestattet mit einer 26iger Nadel in das Gel injiziert. Nach der
Injektion wurde die Nadel vorsichtig retrahiert. Pro Gel wurden vier Injektionen
durchgefiihrt. Die Gele wurden bei 800 UPM flr 4 min zentrifugiert, um Luftblasen
aus den Injektonskanalen zu entfernen.

Zur Herstellung der Schichtphantome wurden 20 ml der flissigen 1,5 %igen Agarose
in ein 50 ml Falcon gegossen und sofort bei 3000 UPM fir 4 Minuten zentrifugiert.
Nach dem Erharten der ersten Schicht wurde die bendtigte Zahl vitaler Zellen (100,
1.000 oder 10.000 Zellen) in 50 pl Medium aufgenommen und mit 50ul flissiger
Agarose vermischt. Dabei sollte die Agarose zwar flissig aber dennoch so kuhl wie
moglich sein, um eine sofortige Lyse der Zellen zu verhindern. Diese 0,75 % -ige
Agarose-Zellsuspension wurde auf die ausgekihlte Grundschicht pipettiert und sofort
fur 4 Minuten bei 3000 UPM zentrifugiert. Nach dem Abkuhlen folgte eine weitere
Agaroseschicht, auf die eine zweite Zellschicht wie oben beschrieben aufgebracht

wurde. Insgesamt wurden bis zu vier Zellschichten in ein Gelphantom eingebracht.
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2.6 Bestimmung der zellularen oxidativen Belastung

Als Mal} fur den zellularen oxidativen Stress wurden sowohl die Konzentrationen von
Malondialdehyd (MDA), einem Zwischenprodukt der Lipidperoxidation, und
Proteincarbonylen, den Produkten der Proteinoxidation gemessen [52].
Zusammengefasst wurden die Zellsuspensionen in Gegenwart von 2-
Thiobarbitursaure und butyliertem Hydroxytoluol fur 60 min gekocht. AnschlielRend
wurde die Reaktion durch Kuhlung der Proben in einem Eisbad gestoppt. Vor der
HPLC- (High Performance Liquid Chromatography) Analyse wurden die Proben
neutralisiert. Die Proben wurden in einem isokratischen RP-(Reversed Phase) HPLC-
System unter Verwendung eines Kaliumphosphat-Puffer / Methanol-Elutionsmittels
analysiert. Dafur wurde eine Supercosil 150 x 4 mm LC-18-S (5 um) Saule benutzt.
Der Nachweis erfolgte Uber Fluoreszenzmessung (Anregung: 525 nm, Emission: 550
nm). Die Bestimmung des oxidativen Stress erfolgte in Kooperation mit der AG PD

Dr. Grune, Universitat Dusseldorf.

2.7 6-OHDA-Lasion der Ratte

Es wurde eine linksseitige, unilaterale, MFB-(middle forebrain bundle) La&sion
durchgefuhrt.

Die Ratten wurden mit einem Gewicht von 180 bis 200 g ladiert. Die Narkotisierung
der Tiere erfolgte durch intraperitoneal appliziertes Pentobarbital (Dosis 32 mg / kg
KG, Substanz in 0,9 % NaCl-Lésung). Nach Rasur und Desinfektion der Kopfhaut
wurden die Tiere in einem stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instruments,
Tujunga, USA) platziert und durch die Interauralstifte und den Incisorstift fixiert.
AnschlieRend erfolgte die linksseitige, paramediane Inzision der Kopfhaut und die
Freilegung des Periostes. Entsprechend den nachfolgend aufgefuhrten
stereotaktischen Koordinaten flr die striatalen Lasionspunkte wurde der
Schadelknochen Uber der betreffenden Hirnregion, also gemal den anterioren (A)
und lateralen (L) Koordinaten, mittels eines Dentalbohrers trepaniert.

Koordinaten MFB in Bezug auf das Bregma nach Paxinos & Watson (1986):

TB:-2,4

AP: 41

ML: 1,1

DV:-7,7
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Nach Entfernung der Dura mater unter der Trepanationstelle wurde die an einem
stereotaktischen Arm fixierte Injektionskanlle (AulRendurchmesser 0,23 mm), die
Uber einen Polyethylenschlauch mit einer Hamilton-Mikroliterspritze des Typs CR
400-20 (Hamilton 21 Company, Reno, USA) verbunden war, langsam durch das
Bohrloch in das MFB (entsprechend den ventralen [ V ] Koordinaten) vorgeschoben.
AnschlieRend erfolgte die langsame Applikation (Volumen 2 pl, Applikations-
geschwindigkeit 1ul / min) der 6-OHDA-L6sung (3,5 pg / ul, Substanz in 0,9 % NaCl-
Losung mit 0,1 % Ascorbatanteil). Nach Injektion des o.g. Volumens verblieb die
Kanlle noch fur 2 min in entsprechender Position, bevor sie langsam retrahiert
wurde. Die insgesamt applizierte Dosis an 6-OHDA betrug 28 pg. Die Operation
endete mit dem Wundverschlul3 durch einreihige Naht. Postoperativ erhielten die
Ratten 50 pyl Novaminsulfon (Metamizol-Na, ratiopharm, Deutschland) zur Analgesie.

Die 6-OHDA-Lasion wurde von dem Tierarzt Peer Lorenz durchgefuhrt.

2.8 Stereotaktische Transplantation magnetisch markierter Stammazellen

Die jeweilige Anzahl magnetisch markierter embryonaler Stammzellen wurde in 2 pl
PBS gelost. Weibliche Wistar-Ratten (Charles River WIGA, Sulzfeld) wurden mit
einer Isofluran-Gasnarkose narkotisiert. In tiefer Narkose wurden die Ratten in einen
stereotaktischen Rahmen fixiert. Jede Ratte erhielt eine Injektion von 2 ul
Zellsuspension mittels einer Hamilton Mikrospritze (1 uyl / 2 min) in das Striatum der
linken Hemisphare (stereotaktische Koordinaten vom Bregma: AP -0,5; ML 4,0; DV -
5,0). Nach der Injektion wurde die Nadel fur 10 min am Injektionsort belassen,
anschlielend wurde sie langsam retrahiert. Die Operation endete mit dem
Wundverschlu durch einreihige Naht. Postoperativ erhielten die Ratten 50 pl

Novaminsulfon (Metamizol-Na, Ratiopharm, Deutschland) zur Analgesie.

2.9 Amphetamininduzierte Rotation

Zur Objektivierung der Lasionsstarke intra vitam wurden die Ratten auf ihr
substanzinduziertes Rotationsverhalten untersucht.

Die Prufung erfolgte 4 Wochen post lesionem sowie 10 Wochen nach der
Transplantation mit Amphetamin. Dazu wurden die Tiere einzeln in standardisierten,

mit einem Bewegungssensor ausgestatteten Rotameterhalbschalen (TSE, Bad
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Homburg, Deutschland) gesetzt. Die Verbindung der Ratte mit dem
Bewegungssensor wurde durch einen semiflexiblen, doppelt gewindelten Stahldraht
gewahrleistet. Uber ein Computerprogramm erfolgte die Berechnung des Netto-
Rotations-Asymmetrie (rechts/links)-Scores, ausgedruckt als Korperumdrehung mit
einem Drehwinkel = 180 Grad pro Minute. Die Aufzeichnung der Bewegungen /
Rotationen erfolgte nach einer 5- minttigen Anflutungsphase fur das Pharmakon und
wurde fur 60 Minuten gemessen. Die Applikation von Amphetamin (Dosis: 2,0 mg /
kg KG, Substanz geldst in 0,9 % NaCl-Losung, Injektionsvolumen 0,5 ml / kg KG)
erfolgte  intraperitoneal. @ Die  amphetamininduzierte = Rotation  wurde in

Zusammenarbeit mit dem Tierarzt Peer Lorenz durchgefuhrt.

210 Bildgebungsstudie an einem 6-OHDA-Modell der Ratte

Insgesamt wurden 13 weibliche Wistar-Ratten in die Studie aufgenommen. Alle Tiere
wurden mittels 6-OHDA unilateral lasioniert (siehe oben). 4 Wochen post lesionem
wurde das amphetamininduzierte Rotationsverhalten gemessen. Die Tiere wurden in
drei experimentelle Gruppen unterteilt. 6 Tieren wurden 1 x 10°, einem Tier 1 x 10*
magnetisch markierte murine embryonale Stammzellen (ESC) intrastriatal injiziert.
Die Stammzellen wurden zuvor stabil mit eGFP transfiziert (Zusammenarbeit mit dem
Institut fir Immunologie, Charité Campus Mitte). Die intrastriatale Injektion wurde wie
oben dargelegt durchgefihrt. 6 weitere Tiere dienten als Kontrollgruppe, sie erhielten
eine intrastriatale Injektion von physiologischer Kochsalzldsung. Die intrastriatalen
Injektionen wurden von dem Tierarzt Peer Lorenz wie oben dargelegt durchgefuhrt.
Die beiden Gruppen mit jeweils sechs Tieren wurden so zusammengestellt, dass die
Anzahl der amphetaminduzierten Rotationen / min, summiert Gber alle Tiere in jeder
Gruppe moglichst Ubereinstimmte.

Alle Tiere wurden insgesamt jeweils 4 Mal kernspintomographisch untersucht, in der
1., der 8., der 16. und der 24. Woche nach Transplantation. Eine
kernspintomographische Messung unmittelbar nach Transplantation war nicht
moglich, da die Tiere bereits durch den operativen Eingriff zur intrastriatalen Injektion
stark geschwacht waren, eine sich anschlielende zweistundige Narkose zur

kernspintomographischen Bildgebung war unter diesen Umstanden abzulehnen.
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Um eine funktionelle Restaurierung der dopaminergen Funktionalitat zu erfassen,
erfolgte 10 Wochen nach Transplantation eine zweite Messung des
amphetamininduzierten Rotationsverhaltens.

6 Monate (24 Wochen) nach Transplantation wurden die Tiere getdtet und es erfolgte

die histologische Aufarbeitung.

Abbildung 2: Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs der Visualisierungsstudie
magnetisch markierter embryonaler Stammzellen in einem Rattenmodell des Morbus Parkinson.

211 Bildgebungsstudie an einem Mausmodell der cerebralen Ischamie

Allen Empfangermausen wurde eine Woche vor Induktion der zerebralen Ischamie in
tiefer Narkose die Milz entfernt. Die Splenektomie ist noétig, um eine langere
vaskulare Passage der im spateren Verlauf der Studie injizierten exogenen
mononukledaren Zellen zu gewahrleisten. Die Mause wurden mittels Isofluran-
Gasnarkose anasthesiert. Mittels eines Fadens wurde bei insgesamt 45 Mausen die
linke Arteria cerebri media flr 30 min (n = 36 Mause) bzw. 60 min (n = 9) okkludiert.
Nach der Okklusion wurde der Faden wieder entfernt, es erfolgte eine Reperfusion.
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Eine Zellsuspension aus 1 x 10° mononukledren Zellen aus der Milz (MNC), geldst in
200 ul physiologischer Kochsalzlésung, wurde den Mausen in tiefer Narkose
intravends in die Schwanzvene injiziert. Die operativen Eingriffe wurden von
Mitarbeitern der AG Prof. Endres durchgefuhrt. Insgesamt wurden 45 Mause in die
Studie aufgenommen. Davon dienten 12 Tiere der histologischen Phanotypisierung
der injizierten Zellen. Kernspintomographische Untersuchungen wurden an 33 Tieren
durchgefiihrt. Davon erhielten 20 Mause VSOP-markierte MNC, in einer Teilgruppe
davon waren die Zellen zusatzlich GFP-transfiziert. 9 Mause erhielten nur NaCl ohne
Zellen (Kontrolle) und vier Mausen wurde freies VSOP injiziert. Von diesen wurde
zwei Tieren VSOP in der maximal tolerablen Konzentration von 100 uM Fe / kg
Korpergewicht injiziert, den anderen zwei Tieren wurde VSOP in einer Konzentration
injiziert, die der von 1 x 10° MNC intrazellular aufgenommenen Eisenmenge
entspricht (0,1 uM Fe / kg). Den Mausen wurden die Zellen 0,5 h, 8 h bzw. 24 h nach

der Induktion der cerebralen Ischamie injiziert (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematischer Uberblick iiber den zeitlichen Ablauf der Induktion der Ischdmie (MCAO),

der Injektion der mononukleéren Zellen (MNC) und der kernspintomographischen Bildgebung.

Beinahe alle Tiere wurden nach der Induktion der cerebralen Ischamie (MCAQ), aber
vor Injektion der Zellen kernspintomographisch untersucht, lediglich bei Tieren, die
bereits 0,5 h nach MCAO die Zellen erhielten, musste darauf verzichtet werden.

Darauf folgend wurden alle Tiere in den ersten drei Tagen taglich
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kernspintomographisch untersucht, gefolgt von 2 Untersuchungen in der Woche bis

zum Ende des Experiments nach bis zu 37 Tagen.

212 Magnetresonanztomographie bei 1,5 und 7 Tesla

Bildgebung der Ratte bei 1,5 T: Die Bildgebung erfolgte an einem klinischen 1,5 T
MR-Tomographen (Siemens Sonata). Die Tiere wurden mittels intraperitonealer
Injektion von Ketamin-Rompun narkotisiert. Fur die Messung wurde den Tieren die
small-loop-Spule (Fingerspule) mittels Klebeband flach auf dem Kopf befestigt. Zur
Bildgebung wurden 2D-steady-state-Gradientenechosequenzen verwendet (TR / TE
35,0 / 17,1 ms). Die Akquisitionszeit betrug ca. 20 min, die realisierte raumliche
Auflésung 300x300x500 pm.

Bildgebung der Ratte bei 7 T: Die Bildgebung erfolgte an einem 7 T
Kernspintomographen fur Kleintiere (Bruker Pharmascan, Ettlingen) mit einer 68 mm
Rattenkopfspule. Die Tiere wurden mittels Isofluran und 100 % O, als Tragergas
narkotisiert. Die Lagerung erfolgte auf einem Warmebett, dieses wurde mit 35°
warmem Wasser beheizt. Zur Uberwachung der Narkosetiefe wéahrend der
kernspintomographischen Messung wurde die Atmungsfrequenz der Tiere mittels
eines Brustpads (Bruker Bio-Trig) gemessen. Es wurden T2*-gewichtete 2D-
Gradientenechoaufnahmen (GRE) (TR / TE = 400,4 / 5,4 ms) mit einer raumlichen
Auflésung von 117x117x400 um und einer Messzeit von 22 min akquiriert. Zusatzlich
wurden T2*-gewichtete FLASH 3D steady-state Sequenzen (TR / TE = 15,0/ TE 6,0
ms; Flip Angle (FA) = 30°) mit einer im Vergleich zur 2D-Sequenz hdheren
raumlichen Aufldsung von 161x194x194 um, jedoch geringerem Signal-zu-Rausch
Verhaltnis (SNR) und einer Messzeit von 42 min aufgenommen. Zur Berechnung der
T2-Karten wurde eine T2-gewichtete Turbospin-Multiechosequenz (TR / TE = 5456 /
8,5 ms) mit acht Echos und einer Auflésung von 137x137x600 um verwendet.
Bildgebung der Maus bei 7 T: Fur die kernspintomographischen Untersuchungen
(Pharmascan, Bruker Biospin) wurden die Tiere mit ca. 1 % Isofluran mittels 100 %
O, als Tragergas narkotisiert. Die Mause wurden in das Zentrum einer 68 mm Spule
platziert. Die Atmung wurde mit einem Bio-Trig-Monitoring-System (Bruker)
Uberwacht. Fir die T2-gewichtete Bildgebung wurde eine 2D Turbo Spin-Echo-
Sequenz verwendet (TR / TE = 5109 / 65,2 ms). Es wurde eine 1282-Matrix mit einer
Auflésung in der Ebene von 156 ym und einer Schichtdicke von 0,4 mm realisiert. Es
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wurde das gesamte Gehirn exklusive des anterioren Bulbus olfactorius und des
Cerebellum erfasst. Fur die T2*-gewichtete Bildgebung wurde 2D-Gradientenecho
Sequenz (TR / TE = 468,1 / 5,4 ms) verwendet. Die Schichtgeometrie wurde von der
T2-gewichteten Sequenz importiert um eine direkte raumliche Korrelation zwischen
den beiden Bildgebungssequenzen zu ermoglichen. Lediglich die Matrix wurde
aufgrund des besseren Signal-zu-Rausch Verhaltnissen auf 1502 erhéht, dies flhrte
zu einer Auflésung in der Ebene von 133 um. Bei 8 Tieren wurden zusatzlich T2*-
gewichtete Bildgebungssequenzen mit langeren Echozeiten von 10,4 und 15,4 ms
akquiriert. Die 3D-Volumenrekonstruktion der T2-Hyperintensitaten und T2*-
Hypointensitaten wurde mit dem Visualisierungsprogramm AMIRA (T65, San Diego,
USA) durchgeflhrt.

213 MR-Bildgebung zum zellularen Detektionslimit bei 17,6 Tesla

Die kernspintomographische Studie wurde an gesunden weiblichen Wistar-Ratten
(130 — 150 g) (Charles River) durchgefluhrt. Die intrastriatale Injektion der magnetisch
markierten Stammzellen erfolgte wie oben dargelegt. 17 Tiere wurden transplantiert,
davon erhielten 6 Tiere 1000 unmarkierte Zellen und 11 Tiere magnetisch markierte
Zellen (1 Tier 120.000; 3 Tiere 1000; 3 Tiere 100 und 4 Tiere 20 Zellen).

Die kernspintomographische Bildgebung bei 17,6 T wurde mit einem 750 MHz MR-
Spektrometer  (Bruker, Rheinstetten) mit weiter Bohrung und einem
Bildgebungsgradientensystem mit einer maximalen Gradientenstarke von 200 mT / m
durchgefuhrt. Eine 38 mm birdcage-Spule wurde eingesetzt. Die Tiere wurden mittels
einer Isofluran-Gasnarkose anasthesiert, Atmung und Herzschlag wurden tUberwacht.
Es wurden mindestens zwei hochaufgeloste 3D-Gradientenecho-
Bildgebungsexperimente durchgefuhrt. Zunachst wurde ein 3D-Datensatz mit einer
isotropen Auflésung von 98 pm und einer 256° Matrix des gesamten Gehirns
aufgenommen (TE / TR = 3,0 / 20 ms, Akquisitionszeit 22 min). Nach der
Identifikation des Injektionskanals wurde ein zweiter 3D-Datensatz mit einer isotropen
Auflosung von 98 pym jedoch einem kleineren field-of-view aufgenommen (TE / TR =
4,6 / 15 ms, Akquisitionszeit 32 min). Das Signal-Rausch-Verhaltnis betrug in der
grauen Substanz circa 20-30:1. Alle Tiere wurden direkt nach der Transplantation
kernspintomographisch untersucht, einige erhielten wiederholte Untersuchungen bis

zu 4 Wochen nach der Transplantation.
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2.14 Histologie und Immunhistochemie

Detektion embryonaler Stammzellen nach intrastriataler Injektion bei der Ratte.
Direkt nach der letzten Bildgebungssequenz wurden die Ratten in tiefer Narkose mit
einer Uberdosis Pentobarbital getétet und fir die Paraffineinbettung perfundiert oder
fur den Gefrierschnitt prapariert. Fir die Gefrierschnitte wurde das Gehirn in
flissigem Stickstoff eingefroren und es wurden 15 ym bzw. 25 ym (Detektion des
Stammzellmarkers SSEA1) dicke serielle Schnitte auf einem Jung Kryostaten
angefertigt (Leica, Bensheim). Sechs Tiere mit Uberlebenszeiten von 3 Wochen
wurden mit 250 ml 10 % Phospat-gepuffertem Formalin transkardial perfundiert.
Nach Entnahme wurden die Gehirne in Formalin gelagert. Es wurden nach der
Einbettung in Paraffin 6 ym dicke serielle Schnitte in der Umgebung des Stichkanals
angefertigt. Die Schnitte wurden mit Hematoxylin/Eosin gefarbt, zusatzlich wurde
eine Berliner-Blau Farbung zum Eisennachweis durchgeflhrt. Immunhistochemie
wurde mittels der ABC-Methode und primarer Antikérpern gegen GFAP (Sigma), MIB
(Ki67) und dem Stammzellmarker SSEA1 (Sigma) durchgefuhrt. Die Praparation der
Schnitte erfolgte in Zusammenarbeit mit der AG Prof. Schober, Leipzig.

Detektion mononukleédrer Zellen aus der Milz nach Injektion in ein MCAO-
Mausmodell. Innerhalb von 24 h nach der letzten Bildgebung wurden die Mause in
tiefer Narkose mit einer Uberdosis Chlorhydrat getotet und mit 4 %
phospatgepuffertem Paraformaldehyd transkardial perfundiert. Mittels eines
Mikrotoms (Leica) wurden 40 pm dicke coronale Schnitte angefertigt. Zum
Eisennachweis wurde eine Berliner-Blau  Farbung  durchgefuhrt.  Zur
Immunhistochemischen Phanotypisierung der Berliner-Blau-positiven Zellen wurden
primare Antikoper gegen GFP (AdvancelmmunoChemical, Long Beach, USA) (Zur
Verstarkung des GFP-Signals), Maus-NeuN (Chemicon, Temecula, USA), GFAP
(AdvancedlmmunoChemical) und von Willebrand Faktor (Abcam, Cambridge, UK)
verwendet. Zur Detektion mittels Confokaler Laser-Scanning-Mikroskopie wurde ein
fluoreszierender Sekundarantikorper (Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA)
verwendet. Die Praparation der Schnitte erfolgte in Zusammenarbeit mit der AG Prof.

Endres.
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3 Untersuchungen zur magnetischen Markierung von Zellen in
vitro durch Eisenoxidnanopartikel

Fragestellung

Fir eine sensitive und spezifische kernspintomographische Visualisierung
transplantierter Zellen ist es notig, einen moglichst hohen Bildkontrast zwischen den
Zellen und dem umgebenden Hirnparenchym zu erreichen. Der effektive Bildkontrast
sollte sich proportional zur Menge an aufgenommenen Eisen verhalten. Hinsichtlich
dieser kernspintomographischen Visualisierbarkeit ware somit das Ziel, eine
mdglichst hohe Beladung der Zellen mit den Eisenoxidpartikeln VSOP zu erreichen.
Letztendlich soll jedoch dieser Ansatz zellularer MR-Bildgebung wie oben dargelegt
dazu dienen, biologisch bzw. medizinisch relevante Fragestellungen der
Transplantationsmedizin zu beantworten. Hierzu muss jedoch gewahrleistet sein,
dass die magnetische Markierung keinen signifikanten Einfluss auf die Biologie der
Zellen ausubt. Natlrlich kann nur eine Auswahl an Vitalitdts- und
Funktionsparametern Uberprtft werden. Die Auswahl der Parameter erfolgte jedoch
sowohl unter Berucksichtigung des Therapieziels als auch in dem Bewusstsein, dass
es am Ort der Transplantation durch die Lyse der transplantierten Zellen zu einer
Freisetzung der Eisenoxidnanopartikel und somit zur sekundaren Phagozytose durch
Wirtszellen kommen kann. Im Einzelnen wurde versucht folgenden Fragen durch in

vitro Untersuchungen zu beantworten:

- Wie ist die optimale Inkubationskonzentration und Inkubationszeit mit VSOP
fur die jeweilige Zellpopulation?

- Inwieweit ist die Reduktion der T2-Zeit proportional zur Menge des
inkorporierten Eisen?

- Kann die intrazellulare Eisenaufnahme durch Lipofektion erhéht werden?

- In welches intrazellulare Kompartiment werden die Eisenoxidnanopartikel
aufgenommen?

- Lassen sich aus der T2-Zeit weiterreichende Aussagen uber die Vitalitdt von
Zellen gewinnen?

- Beeinflusst die magnetische Markierung die Vitalitat oder Proliferationsrate der
markierten Zellen?

- Findet sich eine Erhdhung des oxidativen Stress in vitro?
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- Beeinflusst die magnetische Markierung die Differenzierungsfahigkeit

embryonaler Stammzellen?

3.1 Magnetische Markierung von Zellpopulationen mit
Eisenoxidnanopartikeln VSOP

Zu Beginn der Studie wurden zwei verschiedene VSOP Eisenoxidnanopartikel
hinsichtlich ihrer Eignung zur zelluldaren magnetischen Markierung miteinander
verglichen. VSOP C184 bestehen aus einem Eisenoxidkern mit einem Durchmesser
von 4 nm, mit der umgebenden monomeren Zitrathulle ergibt sich ein
hydrodynamischer Durchmesser von 7 nm. VSOP C200 hingegen sind bei gleicher
Zusammensetzung von Kern und Hulle deutlich gréer, der Kerndurchmesser betragt
5 nm, der hydrodynamische Durchmesser des Partikels inklusive Hulle 11 nm.

Es wurden embryonale Mittelhirnzellen der Ratten mit verschiedenen
Konzentrationen der Eisenoxidnanopartikel fur 90 min inkubiert. Die Inkubationszeit
von 90 min hatte sich in friheren Studien der Arbeitsgruppe als am besten geeignet
herausgestellt [51], somit wurden zu Beginn dieser Arbeit 90 min als Anfangswert
ausgewahlt. Um die Effektivitat der magnetischen Markierung zu quantifizieren,
wurde die charakteristische Zeitkonstante der transversalen Relaxationszeit (T2-Zeit)
der Zellsuspension mittels NMR-Relaxometrie gemessen. Als Kontrollwert dienten
unmarkierte Zellen in gleicher Zellzahl, dies wurde auch in den nachfolgenden
Zellaufnahmestudien beibehalten. Es zeigte sich sowohl nach Inkubation mit den
Partikeln VSOP C200 als auch mit den Partikeln C184 eine signifikante Reduktion
der T2-Zeit nach Inkubation mit 1,5 mM Substanz (Abbildung 4). Zwischen den
beiden Partikeln zeigten sich bei einer Inkubation mit 3 bzw. 6 mM ein signifikanter
Unterschied, die Partikel C200 fuhren zu wesentlich geringeren T2-Zeiten der
jeweiligen Zellsuspension, es findet sich eine inverse Proportionalitat zwischen der
Inkubationskonzentration und der transversalen Relaxationszeit, wohingegen bei den
Partikeln C184 Sattigung vorliegt. Fur die weiteren Studien wurden somit die
Eisenoxidnanopartikel VSOP C200 fur die magnetische Markierung der Zellen
ausgewahlt, zumal sich keine Unterschiede zwischen den Partikeln hinsichtlich der

Vitalitat der Zellen zeigten.
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Abbildung 4: Inkubation primérer embryonaler Mittelhirnzellen der Ratte (E 14) (2,5 % 10° Zellen pro
Ansatz) mit zwei verschiedenen zitratbeschichteten Eisenoxidnanopartikeln VSOP C184 und VSOP
C200. Die Inkubation erfolgte bei 37°C im Schiittelinkubator fliir 90 min. Es sind wie auch bei allen
folgenden NMR- und AAS-Messungen der Mittelwert und die Standardabweichung aus zwei

unabhéngigen Experimenten mit jeweils vier Einzelmessungen dargestellt.

Es wurde eine Vielzahl von Zellpopulationen hinsichtlich ihrer magnetischen
Markierungsfahigkeit untersucht. Dazu gehoren neben Primarzellen wie fotalen
Mittelhirnzellen auch immortalisierte Zellen, als Beispiel seien Makrophagen der
Ratte (Zelllinie RAW) genannt. Das Hauptaugenmerk dieser Studie liegt jedoch in
Untersuchungen zur magnetischen Markierbarkeit von Stammzellen und
mononuklaren Zellen. Dazu gehdéren murine embryonale Stammzellen (ESC),
humane mononukleare Zellen aus der Nabelschnur (HUCB), mononukleare Zellen
der murinen Milz (MNC), sowie mononukledre Zellen aus dem Knochenmark der
Ratte (MBM).

Murine embryonale Stammzellen (ESC) zeigen einen signifikanten Abfall der
transversalen Relaxationzeit (T2-Zeit) nach Inkubation mit den
Eisenoxidnanopartikeln VSOP C200 fir 90 min (Abb. 5 a, schwarze Balken). Der
Abfall der Relaxationszeit ist invers proportional zur Konzentration der Eisenoxid-
Partikel wahrend der Inkubation. Die gemittelte Relaxationszeit der Zellsuspension
verkurzt sich auf 34 % (1,5 mM VSOP) bzw. 25 % (3 mM VSOP) des Kontrollwertes

(unmarkierte embryonale Stammzellen).
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Mononukleare Zellen aus humanem Nabelschnurblut (HUCB) bzw. mononukleare
Zellen des Ruckenmarks der Ratte (MBM) zeigen im Vergleich zu embryonalen
Stammzellen eine wesentlich geringere Reduktion der T2-Zeit. Erst eine Erhdéhung
der Inkubationskonzentration auf 6 mM fuhrt zu einer deutlichen Reduktion der T2-
Zeit. Eine weitere Verdopplung der Inkubationskonzentration von 6 auf 12 mM VSOP
resultiert in keiner weiteren Reduktion der T2-Zeit, es liegt Sattigung vor (Abb. 5).
Mononukleare Zellen aus der Milz (MNC) zeigen eine nahezu identische

Aufnahmecharakteristik.
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Abbildung 5: Messungen der T2-Relaxationszeiten (a) bzw. der aufgenommenen Eisenmenge (b)
einer Zellsuspension von jeweils 0,6 x 10° muriner embryonaler Stammzellen (ESC), humaner
Nabelschnurblutzellen (HUCB) sowie Knochenmarkszellen der Ratte (MBM). Die Zellen wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Eisenoxidnanopartikels VSOP C200 fiir 90 Minuten inkubiert.
Die Messung der T2-Relaxationszeit erfolgte mittels NMR-Relaxometrie (a), die Messung der
aufgenommenen Eisenmenge erfolgte mittels Atom-Absorptions-Spektroskopie (AAS) (b), hier wurden
die Eisenmengen auf 1 x 1 0° Zellen normiert.
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Bei der Messung der Menge an aufgenommenem Eisen durch Atom-Absorptions-
Spektroskopie (AAS) zeigt sich eine signifikante konzentrationsabhangige
Eisenaufnahme durch die embryonalen Stammzellen (Abb. 5 b). Die mononuklearen
Zellen aus dem Knochenmark (MBM) bzw. aus der Nabelschnur (HUCB) zeigen
hingegen eine geringere Eisenaufnahme. Ein Vergleich der Messungen der
transversalen Relaxationszeit mittels NMR-Relaxometrie mit der direkten Messung
des intrazellularen Eisens mittels AAS legt einen inversen Zusammenhang nahe.

Mit immortalisierten Makrophagen der Ratte (RAW) wurden identische
Markierungsversuche durchgefihrt, die Aufnahmecharakteristik ist mit derer
embryonaler Stammzellen vergleichbar.

Zur Messung der Stabilitat der magnetischen Markierung wurden Versuche mit
Makrophagen der Ratte durchgefuhrt, da diese unter in vitro Bedingungen ein
stabileres Proliferationsverhalten zeigen.

In Abbildung 6 sind die T2-Relaxationszeiten magnetisch markierter Makrophagen
uber einen Zeitraum von vier Tagen dargestellt. An Tag O erfolgte die magnetsche
Markierung von jeweils 0,6 x 10° Makrophagen. Nach der magnetischen Markierung
wurden die Zellen wieder in Medium dberfihrt und im Brutschrank weiter kultiviert,
lediglich die Proben fir den Tag 0 wurden sofort gemessen.

In den darauf folgenden Tagen wurde jeweils die gesamte Zellpopulation mittels
NMR-Relaxometrie untersucht. Es zeigte sich, dass trotz Proliferation der Zellen
(siehe Abschnitt Proliferationsassays) die T2-Relaxationszeit nicht ansteigt. dies
weist darauf hin, dass die absolute Menge an aufgenommenen
Eisenoxidnanopartikeln in der gesamten Zellpopulation trotz Zunahme der Zellzahl

nahezu gleich bleibt.
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Abbildung 6: Stabilitdt der zelluldren magnetischen Markierung. Schwarze Balken stellen die
Relaxationszeiten der Kontrolle (unmarkierter Makrophagen) dar. Weille bzw. graue Balken zeigen
Relaxationszeiten von Zellsuspensionen magnetisch markierter Makrophagen (wei8 1,5 mM VSOP,
grau 3 mM VSOP Inkubationskonzentration). Die Einheit der x-Achse sind Tage. Es sind der Mittelwert
und die Standardabweichung von vier unabhédngigen Ansétzen pro Versuchstag und Konzentration

dargestellt.

3.2 Einfluss von Lipofektionsagenzien und Inkubationszeiten auf die
intrazellulare Aufnahme von Eisenoxidnanopartikeln

Um eine optimale magnetische Markierung muriner embryonaler Stammzellen zu
erreichen, denen im Rahmen dieser Studie die grofdte Bedeutung zukommt, wurde
der Einfluss der Inkubationszeit auf die Menge an aufgenommenen
Eisenoxidnanopartikeln untersucht. Des weiteren legten Studien anderer
Arbeitsgruppen die Moglichkeit der weiteren Erhdhung der Partikelinkorporation
durch die Verwendung von Lipofektionsreagenzien nahe [25, 53].

Die zellulare Eisenaufnahme wurde in Ubereinstimmung mit den obigen
Untersuchungen sowohl indirekt durch NMR-Relaxometrie als auch direkt durch
Atom-Absorptionsspektroskopie (AAS) bestimmt. Die Zellen wurden 1,5, 4 bzw. 24 h
mit 1,5 mM VSOP inkubiert. Die Inkubationskonzentration von 1,5 mM hat hinsichtlich
zellularer Viabilitat als am besten geeignet herausgestellt (siehe Abschnitt
Vitalitatsessays).

Die Lipofektion ist eine Methode zur Einschleusung von DNA, RNA und anderer

Partikel in eukaryotische Zellen mithilfe von Liposomen. Dabei kommt es zur Bildung
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eines lipophilen Komplexes aus Liposomen und Partikeln, der gesamte Komplex wird
von der Zelle durch Endozytose aufgenommen. Zur Formation dieser Komplexe
wurden die Eisenoxidnanopartikel 30 Minuten mit 6 pl der Transfektionsreagenz
FuGENE (Roche) coinkubiert. Anschliel3end erfolgt die Inkubation dieses Liposomen-
Eisen-Komplexes mit den Stammzellen fur 90 Minuten, 4 oder 24 Stunden bei 37°C
und 5 % CO..

1800

1.5 h 4h 24 h
a 1600 -

A A

o N b

o O O

o O O
. . .

800 -
600 -
400 -

T2 Relaxationszeit [ms]

200

Kontrolle 1,5mM 1,5mM Kontrolle 1,5mM 1,5mM Kontrolle 1,5mM 1,5mM
VSOP VSOP + VSOP VSOP + VSOP VSOP +
FuGENE FUGENE FuGENE

160
b 15h 4h 24 h
140

120 l

100

80
60

40

o1l @l [

Kontrolle 1,5mM 15mM Kontrolle 1,5mM 1,5mM Kontrolle 1,5mM 1,5mM
VSOP  VSOP + VSOP  VSOP + VSOP  VSOP +
FUGENE FUuGENE FuGENE

Fe [ug x 10 cells]

Abbildung 7: Abhéngigkeit der intrazelluldren Aufnahme des Eisenoxidnanopartikels VSOP C200 von
der Inkubationszeit und der Coinkubation mit dem Lipofektionsagenz FUGENE. 0,6 x 10° murine
embryonale Stammzellen wurden fiir 1,5, 4 bzw. 24 h mit 1,5 mM VSOP oder mit 1,5 mM VSOP und 6
ul FUGENE inkubiert. a) Messung der transversalen Relaxationszeit (T2-Zeit) mittels NMR-
Relaxometrie. b) Messung der aufgenommenen Eisenmenge durch Atom-Absorptionsspektroskopie,

normiert auf 1 x 10° Zellen.
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In Abbildung 7 stellt sich eine signifikant h6here Eisenaufnahme bei Verwendung des
Liposomen-VSOP-Komplexes im Vergleich zur Inkubation mit VSOP allein dar.
Besonders deutlich wird dies bei der Inkubationszeit von 1,5 h, hier konnte eine
Erhéhung der aufgenommenen Eisenmenge von 6,5 auf 41,3 pg / 1 x 10° Zellen
erreicht werden, dies entspricht einer Uber sechsfachen Erhdhung. Die inverse
Proportionalitat zwischen der Reduktion der T2-Zeiten und der aufgenommen
Eisenmenge konnte erneut bestatigt werden.

Weiterhin stellt sich eine signifikante Abhangigkeit der Eisenaufnahme — sei es nach
Inkubation mit VSOP allein oder mit dem Liposomen-VSOP-Komplex — von der
Inkubationszeit dar. Nach 24 h Inkubation ergaben sich fur VSOP allein bzw. VSOP-
FuGENE Werte von 27,8 bzw. 111,7 ug Fe / 1 x 10° Zellen.

Neben der Quantifizierung der intrazellularen Eisenmenge wurden Vitalitatsassays
durchgefuhrt (siehe unten), aulerdem wurde die Morphologie der Stammzellen

lichtmikroskopisch untersucht.

15h 24h

Kontrolle

VSOP
1,5mM

VSOP
1,5 mM
FuGene

Abbildung 8: Lichtmikroskopische Aufnahmen (100 x) muriner embryonaler Stammzellen. Es sind
unmarkierte (Kontrolle), mit VSOP inkubierte und mit VSOP-FuGene inkubierte Stammzellen bei drei

Inkubationszeiten dargestellt.
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In Abbildung 8 stellen sich die unmarkierten Zellen morphologisch normal dar, es
kommt nach 24 h zur Bildung von Embryoidkérperchen (embryoid bodies, EB), da im
Inkubationsmedium die Differenzierungshemmer depletiert wurden. Nach Inkubation
mit Eisenoxidnanopartikeln allein zeigt sich bereits nach 1,5 h eine homogene
braunliche Farbung der Zellen. Die Morphologie der Zellen ist unauffallig. Die
Erhéhung der Inkubationszeit fuhrt zu keiner weiteren signifikanten Veranderung der
zellularen Morphologie und Farbung.

Nach Inkubation mit den VSOP-FuUGENE-Komplexen stellt sich ein ganzlich anderes
Bild dar. Nach 1,5 h Inkubation sind die Liposomen deutlich sichtbar, sie scheinen
sich an die Zellmembaren der Stammzellen zu adharieren. Die Farbung der Zellen
stellt sich heterogen dar. Nach 4 h Inkubation finden sich deutlich mehr adharente
Liposomen. Ein besonderes Bild bietet sich 24 h nach Inkubation, es zeigen sich die
Liposomen rasenartig am Boden der Petrischale. Auch fallt eine heterogene Farbung
der embryonalen Stammzellen auf, weiterhin stellen sich Aggregate von zellular
adharierten Liposomen dar. Auch durch wiederholtes Waschen mit PBS und der
Erhohung der Umdrehungszahl bei der Zentrifugation auf fur die Zellen maximal
tolerable 1500 UPM konnte keine signifikante Reduktion der liposomalen Aggregate

erreicht werden.

3.3 Modellierung des Zusammenhanges der Reduktion der T2-Zeiten von
der Erhéhung der intazellularen Eisenmenge

Es konnte bei allen Markierungsversuchen ein Zusammenhang zwischen der
Reduktion der T2-Zeit und der intrazellularen Eisenmenge festgestellt werden. Diese
inverse Proportionalitat wurde mittels einer Regressionsanalyse (SPSS) quantifiziert.
Die Aufnahmecharakteristika dreier Zelllinien wurden untersucht: muriner
embryonaler Stammzellen (ESC), Knochenmarkszellen der Ratte (MBM) sowie
humaner Nabelschnurblutzellen (HUCB). Es zeigte sich bei allen drei
Regressionsanalysen eine Korrelation nahe -1, somit liegt eine inverse Korrelation
zwischen der Eisenaufnahme und der Reduktion der T2-Zeit vor. Dies beantwortet
jedoch noch nicht die Frage nach der Art der Korrelation. Der Angabe von
Relaxivitaten fur Kontrastmittel in der Literatur liegt ein linearer Zusammenhang
zwischen Eisenmenge T2-Zeit zugrunde [21]. Der lineare Fit ergab in allen drei Fallen

quadratische Korrelationskoeffizienten zwischen 0,87 und 0,96. Eine exponentielle
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Korrelation zeigt jedoch in allen drei Fallen einen nahezu ideale Kurvenanpassung
mit Korrelationskoeffizienten nahe 1. Es ergeben sich Exponentialfunktionen mit den
Parametern T2 [ms] und F [uM Fe] (Tabelle 2). Eine gleiche Menge an
aufgenommenem Eisenoxid fuhrt bei jedem Zelltyp zu unterschiedlichen T2-Zeiten.

Tabelle 2: Zellspezifischer Zusammenhang zwischen T2-Zeiten und absoluten

Eisenmengen

Zelltyp/Partikel Korrelation R2lin fit R2exp fit Gleichung

MBM -0,980* 0,961 0,987 105 x
T2=e"""F 11643 ms
HUCB -0,982* 0,964 0,965 13,9 x
T2=e"°*F 11793 ms
ESC -0,932 0,869 0,928 T2=e"%"*F 11895 ms
Korrelation T2-AAS ESC Korrelation T2-AAS HUCB
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Abbildung. 9: Exponentielle Kurvenanpassung der Abhéngigkeit der T2-Zeit von der Menge an
aufgenommenem Eisen. Die exponentielle Korrelation ist nur in uM-Fe Bereich méglich. Eine
Modellierung der Abhéngigkeit bis in den Bereich von Eisenmengen diagnostisch applizierter Dosen
(mM Fe) war nicht méglich.

3.4 Intrazellulare Lokalisation des fluoreszenzmarkierten
Eisenoxidnanopartikels VSOP C200

Zur Bestimmung der intrazellularen Lokalisation der Eisenoxidnanopartikel wurden
diese mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-Grin markiert und mit embryonalen
Stammzellen in vitro inkubiert. Mittels Confocaler Laser Scanning Mikroskopie
wurden zwei Fluoreszenzkanale simultan aufgenommen.

Im Uberblick (Abb. 10 a) stellen sich 10 adhdrente embryonale Stammzellen dar. Die
Uberlagerung von griinen (RhD-VSOP) und rotem (ANEPPS) Intensitaten ergibt ein
gelbes Summensignal im Falle einer Kolokalisation. In der linken mittigen Bildhalfte
schneidet die Focusebene eine Stammzelle in der Mitte. Die intrazellulare
Lokalisation des RhD-VSOP-Signals wird hier deutlich. Es findet sich daruber hinaus
eine homogene Aufnahme der RhD-VSOP in der gesamten beobachteten
Zellpopulation, bei allen Zellen zeigte sich je nach Focusebene entweder ein gelbes
Summensignal oder eine hohe Signalintensitat im grlinen Frequenzbereich. Zur
Visualisierung der intrazellularen Kompartimentierung ist in Abb. 10 b-d eine einzelne
embryonale Stammzelle dargestellt, die Focusebene schneidet die Zelle in der Mitte.
Im roten Kanal, dominiert durch die Fluoreszenz des Membranfarbstoffes ANEPPS,
stellen sich die Zellmembran, die nukleare Membran, sowie eine Vielzahl von
Vesikelmembranen dar (Abb. 10 b). Im grinen Kanal zeigen sich isolierte Aggregate
hoher Signalintensitat. Das Summensignal zeigt, dass eine Kolokalisation nur im
Bereich der Vesikel vorliegt. Das Zytoplasma sowie die nukledre und zellulare

Membran zeigen keine grine Signalintensitat.
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Abbildung 10: Confokale Fluoreszenzaufnahmen embryonaler Stammzellen nach Inkubation mit
fluoreszenzmarkierten Eisenoxidpartikeln. Zwei Fluoreszenzkanéle wurden simultan aufgenommen.
Der griine Kanal (510-560 nm) beeinhaltet das Emissionsmaximum der Rhodamin-Griin-VSOP-
Partikel. Der rote Kanal (610-670 nm) beeinhaltet das Emissionsmaximum des Membranmarkers
ANEPPS. Bild a zeigt einen Uberblick iiber eine Gruppe von adhdrenten Stammzellen, beide Kanéle
wurden (berlagert. Der Mal3stab sind 20 um. Die Bilder b-d zeigen eine einzelne embryonale
Stammzelle, der Mal3stab sind 5 um. Bilder b und ¢ zeigen den griinen bzw. roten Kanal, Bild d die

Uberlagerung beider Kanéle.

3.5 Magnetische Markierung von Zellen als Vitalitatsmarker in vitro und
in vivo
Die obigen Untersuchungen zeigen, dass die T2-Zeit und damit der
kernspintomographische Bildkontrast nicht nur abhangig ist von der Menge an
aufgenommenem Eisen, sondern auch vom Zelltyp und somit der raumlichen
Verteilung, Aggregation und Mikroumgebung der Eisenoxidnanopartikel. Dies schien

die Moglichkeit zu eroffnen, vitale und lysierte Zellen nichtinvasiv anhand ihrer

magnetischen Eigenschaften zu unterscheiden. Dazu wurden magnetisch markierte
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Makrophagen der Ratte (RAW) durch Zugabe von 1 M NaCl lysiert. Die Lyse der
Zellen wurde lichtmikroskopisch kontrolliert, es fanden sich nach Inkubation mit 1 M
NaCl lediglich Membranfragmente, nahezu keine intakten Zellen. Die Zellsuspension
wurde nun vor und nach der Lyse mittels NMR-Relaxometrie untersucht. Es ergeben
sich signifikante Unterschiede in den T2-Zeiten, die Lyse der Zellen zieht eine
signifikante Reduktion der T2-Zeit nach sich (Abb. 11 a).

400

100

350 4 [ 90
80 -
70 1
60 - w' T
50 -
40

30
100 -

{ 20 A
50 10
0 : : : : : 0-

300 -

250

200

150

Signalverdanderung [%)]

15mM 15mM 3,0mM 30mM 60mM 6,0 mM 1.,5mMVSOP  3mMVSOP 6 mMVSOP

VSOP- VSOP- VSOP- VSOP- VSOP- VSOP-
vital lysiert vital lysiert vital lysiert

Abbildung 11: a) Messung der T2 Relaxationszeit von Makrophagen der Ratte (Zelllinie RAW; 0,8 x
10° Zellen pro Ansatz). Zellen wurden nach der Inkubation mit VSOP C200 fiir 90 min entweder vital
oder lysiert gemessen. Zelllyse durch osmotischen Schock wurde durch Zugabe von 1M NaCl
induziert. b) Prozentuale Anderung der T2-Relaxationszeiten magnetisch markierter Makrophagen
nach Lyse der Zellen bei verschiedenen VSOP Konzentrationen.

Die Reduktion der T2-Zeiten nach der Lyse der Zellen zeigte sich nicht abhangig von
der VSOP-Konzentration wahrend der Inkubation (1,5; 3 oder 6 mM). Die Reduktion
der T2-Zeiten betragt bei allen Inkubationskonzentrationen ca. 50 % (Abb. 11 b).

Zur Ubertragung der in vitro Untersuchungen auf die in vivo Situation war es notig,
kernspintomographische Bildgebungssequenzen zu etablieren, die eine raumlich
aufgeldste Quantifizierung der charakteristischen Zeitkonstante der transversalen
Relaxation (T2-Zeit) erlauben. Konventionelle T2-gewichtete Sequenzen erlauben
diese Quantifizierung nicht. Anhand von Gelphantomen, in die schichtweise
magnetisch markierte Zellen aus dem Knochenmark eingebracht wurden, konnten
T2-gewichtete Multiechosequenzen evaluiert werden (Abb. 12). Dabei wurde bei 8

verschiedenen Echozeiten, beginnend bei der minimalen Echozeit von 3 ms
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kernspintomographische Bildgebung durchgefuhrt. Die jeweilige Signalintensitat
jedes Voxels lasst sich durch approximieren. Durch monoexponentielle
Kurvenanpassung an die experimentellen Signalintensitaten kann ein Parameterbild
der absoluten T2-Zeiten berechnet werden (Abb. 12 b).

Abbildung 12: a) T2-gewichtete axiale MR-Aufnahme bei 7T. Schichtphantom mit 10.000 Zellen aus
dem Knochenmark, magnetisch markiert mit 1,5 mM VSOP, eingebettet in 100 ul Gelmatrix.
Réumliche Auflésung 137%137x600 um.

b) T2-Karte berechnet durch monoexponentielle Anpassung von T2-gewichteten Multiechoaufnahmen
mit 8 Echos (Matlab).

In der single-echo Turbospinaufnahme stellen sich die magnetisch markierten
Stammzellen als hypointenses Areal dar (Abb. 12 a). Dieses Areal korrespondiert zu
Bereichen geringer T2-Zeiten im Parameterbild. Ein Vergleich vitaler und lysierter
Zellen vergleichbar zu der NMR-Relaxometrie in vitro liel} sich in den Gelphantome
nicht verwirklichen, da die Zellen das Einbetten in die heiRe Gelmatrix nicht

Uberlebten.

Der nachste Schritt zur nicht-invasiven Detektion der Vitalitat transplantierter Zellen
bestand in der Akquirierung der T2-Karten im Rahmen der Studie zur Detektion
embryonaler Stammzellen im Parkinson-Modell der Ratte (siehe unten). Neben T2-
und T2*-gewichteten Sequenzen wurden die oben dargelegten T2-
Multiechosequenzen bei nahezu jeder kernspintomographischen Untersuchung
gemessen. Abbildung 13 zeigt axiale in vivo T2-Karten nach monoexponentieller

Kurvenanpassung eine bzw. acht Wochen nach der Transplantation. Es finden sich
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Bereiche niedriger T2-Zeiten im Bereich des Stichkanals. Diese korrespondieren zu
den Signalausléschungen in der T2*-gewichteten morphologischen Bildgebung
(siehe unten). Im Vergleich der Zeitpunkte zeigt sich 8 Wochen nach der
Transplantation (Abb. 13 b) ein signifikant reduzierter Bereich niedriger T2-Zeiten.
Jedoch konnte keine ausreichende raumliche Auflosung realisiert werden, um
weitergehende Aussagen zu treffen. Das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von Multi-
Echosequenzen ist  signifikant  geringer  verglichen mit  single-echo

Turbospinechosequenzen, da die Repetitionszeit TR sehr grol3 gewahlt werden

muss, und somit eine geringere Zahl an Mittellungen moglich ist.

Abbildung 13: T2 Karten in vivo nach der Transplantation von 100.000 magnetisch markierten
embryonalen Stammzellen in das Striatum von 6-OHDA-l4sionierten Ratten. T2-Karten berechnet
durch monoexponentielle Anpassung von T2-gewichteten Multiechoaufnahmen mit 8 Echos (Matlab).
a) Eine Woche nach Transplantation, b) 8 Wochen nach Transplantation. Rdumliche Auflésung
137%137%600 um.

3.6 Vitalitats- und Proliferationsassays

Untersuchungen zu moglichen Einflissen der magnetischen Markierung auf die
Biologie der Zellen wurden bei allen magnetisch markierten Zellen durchgefihrt. Es
seien hier drei Ansatze der Vitalitdtsbestimmung an verschiedenen Zellpopulationen
vorgestellt.

Primare fotale Mittelhirnzellen der Ratte wurden direkt nach der Praparation mit 8 mM
VSOP inkubiert, dies entspricht mehr als der doppelten Dosis, die fur eine effiziente
magnetische Markierung ausreicht (sieche Abb. 4). 24 h nach der Inkubation wurden

die inzwischen adharenten Zellen mit den fluoreszierenden Vitaliatsmarkern Akridin-
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Orange und Ethidium-Bromid inkubiert. Bei dieser Farbung stellen sich vitale Zellen
grun fluoreszierend dar, tote Zellen stellen sich durch die Interkalierung des roten
Fluoreszenzfarbstoffes mit der zellularen DNA, der nur durch eine ruptierte
Zellmembran in den Nukleus diffundieren kann, rot dar. Zwischen den unbehandelten
und VSOP-markierten Zellen zeigen sich nach visueller Inspektion keine
Unterschiede (Abb. 14). Auch die zellulare Morphologie der unreifen Neuronen und

Glia stellte sich normal dar.

Abbildung 14: a) Vitalitdtsfarbung unmarkierter embryonaler Mittelhirnzellen (Kontrolle). b)
Vitalitdtsfarbung embryonaler Mittelhirnzellen 24h nach Inkubation mit 8 mM VSOP C200 fir 90 min.
Inkubation mit den Fluoreszenzmarkern Akridin-Orange und Ethidiumbromid. Fluoreszenzmikroskopie
(100x)

Eine Quantifizierung der Vitalitatsrate ist durch den Trypanblautest méglich. Drei
Zellpopulationen wurden mit unterschiedlichen VSOP-Konzentrationen fur 90
Minuten inkubiert. Humane Nabelschnurblutzellen (HUCB) und Knochenmarkszellen
der Ratte (MBM) zeigten bis zur héchsten Inkubationskonzentration von 12 mM, die
wie oben dargestellt hinsichtlich der Eisenaufnahme bereits im Bereich der Sattigung
liegt, keine signifikante Reduktion der Vitalitatsrate (Abb. 15). Embryonale
Stammzellen hingegen zeigen einen konzentrationsabhangigen Abfall der Vitalitat,
die unmarkierten Zellen sind zu 93 % vital, nach Inkubation mit 1,5 mM zu 90 % und
nach Inkubation mit 3 mM VSOP zu 87 % (Abb. 15; schwarze Balken).
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Abbildung 15: Vitalitdtsbestimmung dreier Zellpopulationen mittels Trypanblautest: humaner
Nabelschnurzellen (HUCB), Knochenmarkszellen der Ratte (MBM) sowie muriner embryonaler
Stammzellen (ESC). Zellen wurden mithilfe einer Neubauer Z&hlkammer quantifiziert, tote Zellen

erscheinen durch das Eindringen des Trypans in die Zelle blau.

Die Untersuchungen zu einem moglichen Einfluss der magnetischen Markierung auf
die zellulare Proliferationsrate wurden an Makrophagen der Ratte (RAW)
durchgefuhrt, da diese als immortalisierte Zellen ein stabiles Proliferationsverhalten
zeigen. Die Zellen wurden mit 1,5 mM VSOP markiert und Uber einen Zeitraum von 4
Tagen wurde die Anzahl der vitalen Zellen bestimmt. Die Proliferationsrate wurde
mittels der Anpassung einer exponentiellen Wachstumskurve an die experimentellen
. K= In(n)-In(n,)

Daten modelliert um diese zu skalieren: "= '¢ < t . Far die
Kontrollzellen und fir die mit 1,5 mM VSOP magnetisch markierten Zellen ergeben
sich die folgenden, nahezu identischen Wachstumskonstanten: kx=1.06 + 0.11 [1/d]
bzw. kq5=1.07 £ 0.10 [1/d].

Wie in Abbildung 16 visualisiert ergeben sich keine Unterschiede zwischen

markierten und unmarkierten Zellen hinsichtlich inres Proliferationsverhaltens.
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Abbildung 16: Proliferationskurven magnetisch markierter (griin) bzw. unmarkierter Makrophagen in
den ersten drei Tagen nach der Inkubation. Die Einheiten der y-Achse stellen die normierten

Zellzahlen dar, die Einheiten der x-Achse sind Tage.

3.7 Untersuchungen zum oxidativen Stress in vitro

Zur Bestimmung der oxidativen Belastungen der Zelle nach Inkubation mit
Eisenoxidpartikeln wurden die Konzentrationen des Markers der Lipidperoxidation,
Malondialdehyd und den Produkten der Proteinoxidation, Proteincarbonylen, mittels
HPLC bestimmt. Die Konzentration von Malondialdehyd (MDA) steigt unmittelbar
nach Ende der Inkubation von RAW-Zellen mit Eisenoxidnanopartikeln signifikant an
(Abb. 17, weille Balken). Proteincarbonyle zeigen die gleiche Tendenz, auch wenn
aufgrund der groRen Streuung der Messwerte keine Signifikanz festgestellt werden
konnte. Der Anstieg der MDA-Konzentration ist abhangig von der VSOP-
Konzentration wahrend der Inkubation. Um festzustellen, ob es sich um einen
permanenten Anstieg oder nur um einen transienten Effekt handelt, wurden
zusatzlich die MDA-Konzentrationen 24 h nach Inkubation bestimmt (Abb. 17, graue
Balken). Es zeigte sich eine Reduktion des oxidativen Stresses der magnetisch

markierten Zellen auf Kontrollniveau.
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Abbildung 17: Messung der Malondialdehydkonzentration direkt bzw. 24 h nach der Inkubation von
Makrophagen (RAW) mit Eisenoxidnanopartikeln.

Um festzustellen, ob freies intrazellulares Eisenoxid die transiente Erhohung des
oxidativen Stress verursacht, wurde wahrend der Inkubation das Antioxidanz PBN
und der Eisenchelator Desferal zugesetzt. Beide Substanzen vermdgen die

gesteigerte oxidative Belastung auf Kontrollniveau zu senken (Abb. 18).

1.00 0.040
_ 0.90 0.035 -
(=
T 0.80 | T =
5 £ 0.030
& 070 | °
= & 0.025 |
g 0.60 g
£ 0.50 A g 0.020 -
3 T s
£ 0.40 ;:' 0.015 -
-] c
s 0.30 5
'g £ 0.010
S 020 S
©
2 o410 0.005 -
0.00 - : : T 0.000 + : . T
Kontrolle 1,5 mM 1,5mM 1,5mM Kontrolle 1,5mM 15mM 1,5mM
VSOP VSOP+3 VSOP+1,5 VSOP VSOP+3 VSOP+
mM mM PBN mM 1,5 mM
Desferal Desferal PBN

Abbildung 18: Applikation von Anti-Oxidantien wéhrend der Inkubation von Makrophagen mit

Eisenoxidnanopatrtikeln.
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3.8 Einfluss der magnetischen Markierung auf die
Differenzierungsfahigkeit embryonaler Stammzellen

Um eine Beeintrachtigung der Differenzierungsfahigkeit embryonaler Stammzellen
auszuschliefen, wurden diese mit 1,5 bzw. 3 mM VSOP fur 90 Minuten inkubiert und
anschlieBend in normalem Stammzellmedium weiter kultiviert. Als Indikator fur die
Totipotenz diente der Nachweis des Stammzellantigens surface specific embryonic
antigen 1 (SSEA 1) durch Immunfluoreszenz. Direkt nach der Inkubation und an den
darauf folgenden zwei Tagen wurde der Anteil der SSEA positiven Zellen mittels
FACS-Analyse quantifiziert. Es zeigte sich kein signifikanter Einfluss der
magnetischen Markierung auf den Anteil der undifferenzierten Stammzellen (Abb.
19).
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Abbildung 19: FACS-Messungen muriner embryonaler Stammzellen nach Inkubation mit VSOP.
Undifferenzierte Zellen tragen das Oberflichenantigen SSEA1. Mittels eines Antikérpers gegen
SSEA1 und einem fluoreszierenden Sekundérantikbrper konnte der Anteil fluoreszierender und somit

undifferenzierter Zellen bestimmt werden.

Neben der Frage einer ungewollten Induktion der Differenzierung ist auch die Frage
zu klaren, ob die Eisenoxidnanopartikel einen Einfluss auf eine gerichtete
Differenzierung nehmen, die durch die Applikation von Wachstumsfaktoren und die
Depletion von Differenzierungshemmern erreicht wird. Embryonale Stammzellen
lassen sich per definitionem in alle Korperzellen exklusive der Keimzellen
differenzieren. Naturgemal® konnen nicht alle Differenzierungswege untersucht

werden. Hier wurde die Differenzierung zu neuronalen Vorlauferzellen untersucht, da
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sie in der stammzellbasierten Therapie neuronaler ZNS-Krankheiten die grofite Rolle

spielen.

Abbildung 20: Murine embryonale Stammzellen in der ersten Phase der Differenzierung, in der
Bildmitte ist ein embrioid-Kérper (embryoid body, EB) zu sehen. Durchlichtmikroskopie 100 x.

Mittels Immunfluoreszenz wurden wie oben methodisch bereits dargelegt die Anzahl
der Zellen quantifiziert, die sich in einem bestimmten Differenzierungsstadium
befinden. Es wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Anteil der
Intermediarfilamente Nestin und B-3-Tubulin bestimmt. Zusatzlich wurde der Anteil
der dopaminergen Neuronen durch Nachweis des flr die Dopaminsynthese
spezifischen Enzyms Tyrosinhydroxilase bestimmt, um Einflisse auf die
Neurogenese ausschlieBen zu koénnen. Es fanden sich keine signifikanten
quantitativen Unterschiede zwischen markierten und unmarkierten Zellen. Abbildung
21 zeigt die mikroskopische Darstellung von Zellaggregaten unterschiedlicher
Differenzierungsstadien in Uberlagerung von Durchlicht und antigenspezifischer
Fluoreszenz. Auch bei visueller Inspektion stellt sich die zellulare Morphologie

markierter Zellen normal dar.
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Abbildung 21. Uberlagerung durchlicht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen vordifferenzierter
embryonaler Stammzellen. Die Stammzellen wurden im undifferenzierten Stadium magnetisch
markiert und anschlieBend nach Protokollen von Lee et al. [35] in die Richtung dopaminerger
Neuronen differenziert.
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4 Detektionslimit magnetisch markierter embryonaler
Stammzellen in vitro und in vivo — MR-Tomographie bei 1,5 T,
7Tund17,6 T

Fragestellung

Die Ermittlung des Detektionslimits magnetisch markierter Zellen ist von groller
Wichtigkeit hinsichtlich der Grenzen der zellularen Kernspintomographie. Ein
Nachweis von einigen 10.000 Zellen mag flr die reine Lokalisation des Transplantats
zum Beispiel bei der direkten intracerebralen Zelltransplantation bei Morbus
Parkinson ausreichend sein. Geht es jedoch um Fragen der Migration von Zellen
oder soll eine Anreicherung von Zellen nach systemischer Injektion visualisiert
werden, wie hier spater folgend am Beispiel der cerebralen Ischamie, so sind wenige
hundert Zellen spezifisch zu erkennen. Gerade bei einer systemischen Injektion ist
der Ort des Eintritts der Zellen in das Hirnparenchym aus dem vaskularen System
nicht bekannt. Neben einer maximalen Sensitivitat muss somit auch eine hohe
Spezifitat gewahrt bleiben. Eisenoxidmarkierte Zellen verursachen keine direkte
Signalanderung, sie sind nur durch mittelbare Effekte auf die Phasenkoharenz der
umgebenden Wasserprotonen sowie durch ihr lokales Magnetfeld zu detektieren.
Dies ist insbesondere bei der Verwendung von T2*-gewichteten Sequenzen von
entscheidender Bedeutung, da diese Sequenzen neben ihrer hohen Sensitivitat fur
eisenoxidmarkierte Zellen auch eine hohe Empfindlichkeit gegenlber Bildartefakten
besitzen. Daruber hinaus stellt sich die Frage, inwieweit das Detektionslimit
magnetisch markierter Zellen von der Feldstarke des Kernspintomographen abhangt.
Dies ist insbesondere im Hinblick auf die klinische Anwendung der Methodik von

Wichtigkeit. In diesem Problemkreis wurden die folgenden Fragen beantwortet:

- Ist eine T2*-gewichtete Bildgebungssequenz auch bei Hochstfeldstarken fur
die Visualisierung von eisenoxidmarkierten Zellen am besten geeignet?

- Wieviele Zellen lassen sich nach Einbettung in eine Gelmatrix
kernspintomographisch visualisieren?

- Kann eine spezifische Detektion eisenoxid-markierter Stammzellen nach
intrastriataler Injektion bei 17,6 T erreicht werden?

- In welchem Bereich liegt die Nachweisbarkeitsgrenze embryonaler
Stammzellen bei 17,6 T in vivo?
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- Inwieweit ist das Detektionslimit magnetisch  markierter Zellen
feldstarkenabhangig?
- Lassen sich die kernspintomographischen Signalanderungen histologisch mit

eisenoxid-markierten Zellen korrelieren?

41 Kernspintomographische Bildgebung VSOP-markierter Zellen in
einer Gelmatrix

Zur in vitro Visualisierung eisenoxidmarkierter Zellen wurden diese auf zwei
unterschiedlichen Wegen in die Gelmatrix eingebracht. Zum einen wurden sie direkt
in das Gel injiziert (Injektionsphantom). Dies simuliert eine direkte intrazerebrale
Injektion. Zum anderen wurden die Zellen mit dem Gel vermischt, somit entstanden
Gelphantome mit Schichten unterschiedlicher Zellzahl (Schichtphantom). Diese
Phantome simulieren eine Anreicherung von Zellen nach systemischer Injektion.

Die Injektionsgele wurden bei einer Feldstarke von 17,6 T kernspintomographisch
untersucht, die Schichtgele bei 7 T.

In Ubereinstimmung mit dem in vivo Transplantationsprotokoll wurden 2 pl einer
NaCl-Suspension mit  VSOP-markierten = embryonalen = Stammzellen  in
unterschiedlichen Zellzahlen in ein Agarosegel injiziert. Pro Gel wurden vier
Injektionen durchgefuhrt. In T2*-gewichteter Bildgebung stellt sich die Gelmatrix
homogen und frei von Luftblasen dar. Die Injektionskanale kdnnen durch den etwas
helleren Bildkontrast im Vergleich zum Gel identifiziert werden. Abbildung 22 zeigt
longitudinale Schnittebenen durch die Injektionskanale. Die markierten Stammzellen
stellen sich als Signalausldschungen dar. Bei der Injektion von 500 Zellen / pl sind
ausgedehnte hypointense Bereiche im gesamten Bereich des Stichkanals zu sehen
(Abb. 22 b). Die Injektion von 50 Zellen / pl hingegen fiuhrt zu raumlich separierten
Signalausléschungen geringerer Intensitat (Abb. 22 c). Unmarkierte Zellen zeigen

keine signifikanten Hypointensitaten (Abb. 22 a).
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Abbildung 22: T2* gewichtete MR-Aufnahmen bei 17,6 T von Gelphantomen mit injizierten magnetisch
markierten embryonalen Stammzellen. ESC wurden in 2ul NaCl injiziert. a) Injektion von 1000
unmarkierten Stammzellen. Zwei Injektionskanéle sind als hyperintense Bereiche zu sehen. b)
Injektion von 1000 magnetisch markierten Stammzellen. Drei Injektionskanéle sind zu sehen. Die
Zellen sind als hypointense Areale visualisiert. c¢) Injektion von 100 magnetisch markierten
Stammzellen. Aggregate von 10 oder weniger Zellen sind deutlich abzugrenzen. Die rdumliche

Auflbésung betragt 98 um.

Die Schichtgele stellen sich in der T2*-gewichteten Bildgebung bei 7 T ebenfalls
homogen und Iluftblasenfrei dar. Schichten unmarkierter Zellen zeigen keinen
Kontrast, lediglich die Grenzschichten der Gele verursachen vereinzelte
Suszeptibilitatsartefakte. Schichten mit im Gel gelésten magnetisch markierten Zellen
zeigen in der axialen Schnittfihrung (Abb. 23 a) deutliche hypointense
Signalveranderungen. Diese stellen sich im Vergleich zu den Injektionsgelen jedoch
weitgehend homogen dar. Die Zellen verteilen sich auf einer Flache von ca. 1 cm?,
die Dicke der Zellschichten betragt weniger als 1 mm. Auch 1000 Zellen sind deutlich
abzugrenzen, 100 Zellen zeigen lediglich in der axialen Schichtfihrung kleinere
hypointense Signalveranderungen, eine sichere Abgrenzung von
Grenzflachenartefakten ist jedoch nicht moglich. Im Vergleich zum Injektionsgel kann

jedoch von einer wesentlich geringeren lokalen Zelldichte ausgegangen werden.
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Abbildung 23:T2*-gewichtete Aufnahmen bei 7 T von einem Schichtphantom. Es wurden drei
Schichten von 10.000, 1000 und 100 humanen mononukleéren Zellen aus der Nabelschnur (HUCB) in
das Gel eingebracht. Die Zellen wurden mit 6 mM VSOP magnetisch markiert und in jeweils 100 ul
Gel gelést. a) Axiale Aufnahme der obersten Schicht mit 10.000 Zellen. b) Sagittale Aufnahme, alle
drei Zellschichten sind zu sehen. Die Auflésung betragt bei beiden Schnittebenen 194 x 172 x 189 um.

4.2 Detektionslimit von magnetisch markierten embryonalen
Stammzellen bei 17,6 Tesla in vivo

Zur Bestimmung der minimalen Anzahl an Zellen, die mittels Kernspintomographie im
Hochstfeld zu erfassen sind, wurden sowohl magnetisch markierte als auch
unmarkierte embryonale Stammzellen in das Striatum von insgesamt 17 weiblichen
Wistar Ratten transplantiert. Der intrinsische Bildkontrast der T2*-gewichteten 3D-
Flash Sequenz erlaubte die Unterscheidung zwischen grauer und weil3er Substanz
sowie die Darstellung des Corpus Callosum, des Fornix sowie der anterioren
Kommissur. Daruber hinaus konnten Teile der Ventrikel sowie Gefale identifiziert
werden. Der Bildkontrast der GefaRe war in groRem MalRe abhangig von der
Richtung des Blutflusses im Verhaltnis zur Bildgebungsebene. 120.000 magnetisch
markierte embryonale Stammzellen stellten sich nach der intrastriatalen Injektion
kernspintomographisch als ausgedehnte Hypointensitaten dar (Abb. 24). Diese
verteilten sich Uber einen grolken Teil der linken Hemisphare. Neben dem
Injektionskanal fanden sich Hypointensitaten hauptsachlich entlang des linken
Ventrikels. In der contralateralen Hemisphare sind keine Signalanderungen
festzustellen. Bei der erneuten kernspintomographischen Untersuchung drei Tage
nach der Injektion lassen sich hinsichtlich der raumlichen Verteilung der

Hypointensitaten nur minimale Unterschiede feststellen. Die Signalausloschungen
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entlang des Injektionskanals zeigten sich weniger stark ausgepragt, jedoch stellte
sich eine etwas ausgedehntere Verteilung entlang des linken Ventrikels dar.
Zuséatzlich fanden sich Hypointensitaten im linken Teil des dritten Ventrikels. Uber die
nachsten 22 Tage ergaben sich keine signifikanten Veranderungen in der raumlichen

Verteilung der Zellen.
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Abbildung 24: a) T2* gewichtete MR Aufnahme bei 17,6 T nach Injektion von 120.000 magnetisch
markierten embryonalen Stammzellen. b) Die 3D-Rekonstruktion der Hypointensitédten (rot) zeigt die

Verteilung der Zellen im Injektionskanal und im Ventrikel. Die rdumliche Auflésung betrégt 98 um.

Nach der intrastriatalen Transplantation von 1000 magnetisch markierten Zellen
zeigte sich bei allen drei transplantierten Tieren im Bereich des Injektionskanals eine
deutlich ausgepragte Signalausldoschung (Abb. 25 a). Im Gegensatz dazu zeigte sich
bei der Transplantation von unmarkierten Stammzellen keine vergleichbare
Signalanderung in den sechs transplantierten Tieren (Abb. 25 c). Nichtsdestotrotz
zeigten sich bei zwei dieser Kontrolltiere Signalanderungen im oberen Teil des
Injektionskanals. Diese konnten histologisch einer Mikroblutung zugeordnet werden.
Transplantation von 100 Zellen fuhrte zu kleineren Signalausléschungen, die sich
jedoch noch immer Uber mehrere 3D Schichten erstreckten (Abb. 25 b). Nach der
Transplantation von 20 Zellen zeigten sich nur kleiner Signalausléschungen. Eine
eindeutige Zuordnung der Hypointensitaten zu den markierten Zellen konnte nicht
erreicht werden, da Infiltration der Cerebrospinalflissigkeit oder Mikroblutungen als

Ursache der Signalanderungen nicht ausgeschlossen werden konnten.
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Abbildung 25: T2*-gewichtete MR-Aufnahmen bei 17,6 T in vivo nach intrastriataler injektion von a)

1000, b) 100 magnetisch markierten bzw. c¢) 1000 unmarkierten Stammzellen. Die magnetisch
markierten Zellen sind deutlich als abgegrenzte Hypointensitdten sichtbar. Unmarkierte Zellen
verursachen nur leichte Signalénderungen. In b) sind die lateralen Ventrikel als Signalausléschungen
abzugrenzen (kurze Pfeile).

Eine absolute Quantifizierung der T2*-Zeit der hypointensen Bereichen war nicht
mdglich, da nach der kirzesten realisierbaren Echozeit von 3,0 ms das MR-Signal
bereits im Bereich des Rauschens lag. Somit kann keine quantitative Abhangigkeit
der Reduktion der T2*-Zeit von der Anzahl der transplantierten Zellen berechnet
werden. Durch die Quantifizierung der hypointensen Voxel konnte jedoch ein
empirischer Zusammenhang hergestellt werden. Es zeigte sich eine GréRenzunahme
des hypointensen Areals sowohl bei der Erhohung der Zahl der transplantierten
Zellen als auch bei der Verlangerung der Echozeit. Nach der Transplantation von 100
Zellen fanden sich Signalausléschungen in 183 £ 86 (3,0 ms Echozeit) bzw. 204 *
132 Voxel (4,6 ms Echozeit). Die Transplantation von 1000 Zellen flhrte zu 492 +
135 (3,0 ms) bzw. 654 + 86 (4,6 ms) hypointensen Voxel. Diese empirische
Quantifizierung zeigt, dass bei einer Erhdhung der Zellzahl um den Faktor 10 der T2*
Effekt um etwa den Faktor drei zunimmt. Die groRe Standardabweichung begrindet
sich in der grof3en interindividuellen Variabilitat durch eine heterogene lokale
Zelldichte.

4.3 Histologische Korrelation und Quantifizierung

In der Histologie konnte nach genauer Prifung der seriellen coronalen Schnitte in
allen transplantierten Tieren der Injektionskanal gefunden werden. Es zeigte sich

eine kleine gliose Narbe, teilweise verbunden mit einem zentralen Defekt. Die
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Abbildungen 26 a - ¢ zeigen coronale Schnitte eines Tieres, welches drei Wochen
nach der Transplantation von 1000 magnetisch markierten Stammzellen transkardial
perfundiert wurde. Der Stichkanal (Pfeil) verlauft beginnend vom parietalen Cortex
durch den Corpus Callosum. Im Bereich der Basalganglien stellt sich eine
Mikroblutung dar. Ahnliche Mikroblutungen fanden sich bei mehreren Tieren,
inklusive der zwei Kontrolltiere mit homogenen Signalausléschungen in der
kernspintomographischen Bildgebung. Bei Tieren denen 20 oder 100 Zellen
transplantiert wurden fanden sich nur vereinzelte Berliner Blau oder SSEA positive
Zellen. Nach der Transplantation von 1000 Zellen fanden sich jedoch eine grole
Anzahl von Berliner Blau positiven Zellen im unteren Bereich des Stichkanals.
Abbildung 26 b zeigt die quantitative histologische Evaluierung Berliner Blau positiver
Zellen aus insgesamt 14 seriellen Schnitten. Die raumliche Verteilung der insgesamt
832 Stammzellen im Stichkanal oder in der unmittelbaren Umgebung ist schematisch
dargestellt. Eine groRere Anzahl Stammzellen fand sich in den unmittelbar
benachbarten Bahnen des Corpus Callosum. Abbildung 26 d zeigt einen coronalen
Schnitt mit einer Dicke von 25 um eines Tieres welches direkt nach der
Transplantation von 1000 Stammzellen und der MRT-Untersuchung getotet wurde.
Es konnten in diesem Schnitt insgesamt 60 SSEA positive Zellen bestimmt werden.
Die Quantifizierung der SSEA-positiven Zellen der 10 Schichten im Bereich des
Transplantationskanals und der unmittelbaren Umgebung ergab insgesamt 746
Stammzellen. In anderen Bereichen des Gehirns wurden keine SSEA-positiven

Zellen gefunden.
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Abbildung 26: Histologische Untersuchung einer Ratte nach der intrastriatalen Injektion von 1000
magnetisch markierten Stammzellen. a) Ubersichtsaufnahme in coronaler Schnittebene.
Hématotoxylin / Eosin-Férbung. b) Schematische Abbildung der histologischen Quantifizierung
Berliner-Blau-positiver Zellen. Insgesamt wurden 832 Zellen gefunden. c) Serieller Schnitt geférbt mit
Berliner Blau fiir den Nachweis von Eisen. d) Serieller Schnitt eines weiteren Tieres, ebenfalls nach
Transplantation 1000 magnetisch markierter Stammzellen. Immunhistochemischer Nachweis des
Stammzellmarkers SSEA1. Insgesamt 60 SSEA-positive Zellen konnten in diesem Schnitt

nachgewiesen werden.

4.4 Abhangigkeit des Detektionslimits magnetisch markierter Zellen von
der Feldstarke

Bei einer Erhéhung der Starke des Hauptmagnetfeldes By kommt es zu einer
Erhéhung der Grundmagnetisierung, eine gréllere Anzahl von Protonen richten sich
in Feldrichtung aus. Die kernspintomographische Signalstarke S steigt proportional

—R2
im Quadrat an, S~By

SNR~B,

. Das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis verhalt sich dazu direkt

proportional, . So kann durch das héhere Signal-zu-Rausch-Verhaltnis bei

hoéheren Feldstarken im Allgemeinen eine héhere Ortsauflésung realisiert werden.
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Des weiteren steigt bei einer Erhdhung der Feldstarke jedoch auch die Leistung des

Anregungspulses RF, da die Resonanzfrequenz steigt: Wo =7’B°, mit 7 als dem
gyromagnetischen Verhaltnis und wp als der Resonanzfrequenz. Daraus folgend
kommt es bei schnellen Bildgebungssequenzen zur Problematik einer
Uberschreitung der SAR-Grenzwerte.

Zur Ortskodierung sind bei einer hoheren Feldstarke starkere Gradientenfelder nétig,
die Empfindlichkeit gegegenuber Magnetfeldinhomogenitaten steigt. Da
eisenoxidmarkierte Zellen ebendiese Magnetfeldinhomogenitaten verursachen, ist
von einer hoheren Empfindlichkeit der Detektion bei hodheren Feldstarken
auszugehen, jedoch steigt parallel dazu die Artefaktanfalligkeit.

Zur Evaluierung der Auswirkungen dieser Abhangigkeiten auf das Detektionslimit
magnetisch markierter Zellen wurde kernspintomographische Bildgebung an
gesunden weiblichen Wistar-Ratten bei Feldstarken von 1,5 und 7 T durchgefuhrt.
Des weitern wurde untersucht, inwieweit sich unterschiedliche
Stammzellpopulationen hinsichtlich ihrer kernspintomographischen Visualisierbarkeit
unterscheiden.

Die kernspintomographische Bildgebung bei 1,5 T wurde an einem klinischen
Scanner (Siemens Sonata) durchgefuhrt. Die Injektion von 50.000 magnetisch
markierten embryonalen Stammzellen flhrte zu signifikanten Signalausléschungen in
der T2*-gewichteten Bildgebung (Abb. 27 a). Auch eine Injektion von 2000 Zellen
fuhrte noch zu signifikanten Signalausléschungen (Abb. 27 b). Bei einer Injektion von
unmarkierten Zellen kam es zu keinen vergleichbaren Signalausléschungen, lediglich

der Injektionskanal konnte vom umgebenden Hirnparenchym diskriminiert werden.

Abbildung 27: In vivo MRT 1h nach intrastriataler Injektion von a) 50.000 bzw. b) 2.000 magnetisch
markierten embryonalen Stammzellen bei 1,5 T. Rdumliche Auflésung 300x300%500 um.
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Die Bildgebung bei 7 T wurde an einem Kleintier-Kernspintomographen durchgefuhrt
(Bruker Pharmascan). Im Vergleich zu klinischen Feldstarken stellten sich die T2*-
gewichteten Bilder wesentlich kontrastreicher dar, anatomische Strukturen wie
Ventrikel und der Corpus Callosum konnten deutlich vom Hirnparenchym abgegrenzt
werden. Es konnte eine wesentlich groere raumliche Aufldsung realisiert werden.
Nach Transplantation von 10.000 magnetisch markierten embryonalen Stammzellen
stellten sich deutliche Hypointensitdten im Bereich des Stichkanals dar. In
Vorbereitung zur Langzeitstudie bei einem Rattenmodell des Morbus Parkinson
(siehe unten), wurden die Tiere nach vier Monaten erneut kernspintomographisch
untersucht. Neben Signalausléschungen im Bereich des Stichkanals zeigte sich bei
einem Tier deutliche Signalausléschungen im Bereich des Corpus Callosum,
raumlich direkt an den Stichkanal angrenzend (Abb. 28 a). Ca. 1,6 mm anterior
konnte ein hypointenses Depot abgegrenzt werden (Abb. 28 b). In der Histologie
konnten in raumlicher Korrelation Berliner-Blau-positive Zellen detektiert werden. Ein
eindeutiger Nachweis, dass es sich bei diesen Zellen um die transplantierten
magnetisch markierten embryonalen Stammzellen handelt, konnte jedoch nicht
erbracht werden. Im Gegensatz zur spateren Parkinson-Studie waren die

embryonalen Stammzellen nicht GFP-markiert.
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Abbildung 28: a), b), In vivo MRT bei 7 T 4 Monate nach der Transplantation von 10.000 magnetisch
markierten embryonalen Stammzellen in das Striatum einer gesunden Ratte. Das Injektionsvolumen
betrug 2 ul, Zellen gelést in NaCl. a) Schicht im Bereich des Injektionskanals. b) Schicht 1,6 mm
anterior von a). Die rdumliche Auflsung betrédgt 117x117x400 um. c), d) Histologischer Schnitt im
Bereich des Corpus Callosum in rdumlicher Kolokalisation von b). HE und Berliner Blau Farbung. c)

Ubersichtsaufnahme (100 %), d) AusschnittsvergréRerung.

Neben embryonalen Stammzellen wurden auch mononukledre Zellen aus der
Nabelschnur (HUCB) und mononukledre Zellen aus dem Knochenmark der Ratte
(MBM) intrastriatal injiziert, um Unterschiede in der kernspintomographischen
Visualisierbarkeit zwischen den verschiedenen Zellpopulationen zu evaluieren.

Beide mononukleare Zellpopulationen (HUCB und MBM) konnten in einer Zellzahl
von 10.000 als ausgepragte Hypointensitat visualisiert werden (Abb. 29 b).
Signifikante Unterschiede zwischen den drei Zellpopulationen (ESC, HUCB bzw.
MBM) hinsichtlich der Ausdehnung der Hypointensitaten konnten nicht festgestellt
werden, obgleich zu bemerken ist, dass zur vergleichbaren magnetischen Markierung
der mononuklearen Zellen wesentlich hdhere VSOP-Inkubationskonzentrationen
bendtigt wurden (siehe oben).

Das kernspintomographische Detektionslimit aller drei Zellpopulationen liegt bei 7 T
bei ca. 300 Zellen, in Abbildung 29 a stellen sich 500 magnetisch markierte

mononukleare Zellen als deutliches hypointenses Depot dar.

Abbildung 29: T2*-gewichtete Bildgebung bei 7 T in vivo 1 h nach intrastriataler Transplantation von
magnetisch markierten mononukledren Zellen. a) Transplantation von 500 magnetisch markierten
Knochenmarkszellen der Ratte (MBM), gelést in 2 ul NaCl und inkubiert mit 6 mM VSOP. b) Injektion
von 10.000 magnetisch markierten Knochenmarkszellen der Ratte (MBM) (solider Pfeil) bzw. 10.000
magnetisch markierter humaner Zellen aus der Nabelschnur (HUCB)(gepunkteter Pfeil), inkubiert mit 6
mM VSOP.
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Zusammenfassend zeigen die Versuche bei einer Feldstarke von 7 T (Bruker
Pharmascan) ein Detektionslimit intracerebral injizierter Zellen von ca. 300, bei
klinischen Feldstarken von 1,5 T (Siemens Sonata) von ca. 1000. Bei
Hochstfeldstarken von 17,6 T liegt das Detektionslimit wie oben dargelegt bei unter
100 Zellen.

Bei der Modellierung dieser Abhangigkeit konnte bei einer monoexponentiellen
Kurvenanpassung ein quadratischer Korrelationskoeffizient von 0,98 erreicht werden
(Abb. 30), dieser lag bei der Annahme eines linearen Zusammenhanges lediglich bei
0,77.
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Abbildung 30: Modellierung des Zusammenhanges des Detektionslimits magnetisch markierter Zellen
in vivo von der magnetischen Feldstérke. Die experimentellen Daten (griin) wurden mit einer

monoexponentiellen Funktion approximiert (rot).
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5 Transplantation von magnetisch markierten embryonalen
Stammazellen im Parkinson Modell der Ratte

Fragestellung

Das Ziel jeder intrastriatalen Transplantation von Stammzellen bei Morbus Parkinson
ist die Restaurierung dopaminerger Funktionalitdt. Es ist zurzeit Gegenstand
intensiver Forschung, welche Stammzellpopulation — embryonale Stammzellen,
fotale Progenitorzellen oder adulte Stammzellen — dazu am besten in der Lage ist.
Tierexperimentelle Studien zeigen, dass alle drei Zellpopulationen nach intrastriataler
Injektion in unterschiedlichen Graden zu dopaminergen Neuronen differenzieren und
sich funktionell in der neuronalen Umgebung des Wirtsorganismus integrieren. Eine
Differenzierung embryonaler Stammzellen zu neuronalen Vorlauferzellen vor der
Transplantation fuhrt wie oben dargelegt sowohl zu einer deutlichen Verminderung
des Risikos einer Teratomentstehung, als auch zu einer signifikanten Erhéhung des
Anteils dopaminerger Neuronen. Dennoch wurden hier undifferenzierte embryonale
Stammzellen transplantiert. Dies begrindet sich darin, dass dopaminerge
Vorlauferzellen, obgleich aus der Differenzierung embryonaler Stammzellen
entstanden, eine neue Zellpopulation mit ggf. deutlich differenten Eigenschaften
hinsichtlich der Aufnahme von Eisenoxidnanopartikeln darstellen. Zur Evaluierung
des optimalen Markierungsprotokolles sind hohe Zellzahlen nétig (siehe oben). Diese
waren jedoch nach der sechswochigen Differenzierung von embryonalen
Stammzellen mit den vorhandenen Laborkapazitaten nicht zu erreichen. Demzufolge
wurden in der folgenden Studie undifferenzierte Stammzellen transplantiert, da der
Schwerpunkt dieser Arbeit in der Visualisierung der Lokalisation und Migration der
transplantierten Zellen zu sehen ist.

Die Studie sollte die folgenden Fragen beantworten:

- Kdénnen magnetisch markierte Stammzellen nach intrastriataler Injektion Gber
eine Studiendauer von 6 Monaten spezifisch visualisiert werden?

- Inwieweit lasst sich eine eventuelle Migration der transplantierten Stammzellen
kernspintomographisch erfassen?

- Findet sich eine Restaurierung dopaminerger Funktionalitat, reflektiert in einer

Verbesserung des amphetamininduzierten Rotationsverhaltens?
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- Wie beeinflusst die eventuelle Degeneration der transplantierten Zellen das
MR-Signal?

- Haben die beobachteten Hypointensitaten in der MRT auch nach sechs
Monaten ein zellulares Korrelat?

- Tritt nach eventueller Lyse der transplantierten eisenoxidmarkierten Zellen
eine sekundare Phagozytose durch ortsstandige Makrophagen auf?

- Wie stellt sich histologisch der Phanotyp der transplantierten embryonalen

Stammzellen nach sechs Monaten dar?

5.1 Kernspintomographische Studie liber 6 Monate bei 7 T in vivo

Die kernspintomographischen Aufnahmen eines Kontrolltieres, das eine intrastriatale
Injektion von 1 x 10° unmarkierten embryonalen Stammzellen 4 Wochen nach der
Lasion des MFB durch 6-OHDA erhalten hatte, zeigte keine Signalausloschungen,
von einer leichten Demarkation des Stichkanals und anatomischen Strukturen
abgesehen (Abb. 31 a). Die durch 6-OHDA vermittelte Lasion der Substantia Nigra
scheint zu keinen weiteren kernspintomographischen Signalveranderungen zu
fuhren, zumindest nicht in T2 und T2*-gewichteter Bildgebung. Auch die weiteren 5
Kontrolltiere zeigten sich unauffallig, Mikroblutungen traten nicht auf. 1 x 10*
magnetisch markierten Zellen lassen sich als deutliche Hypointensitat abgrenzen. Es
zeigt sich eine homogene Signalausléschung entlang des Stichkanals (Abb. 31 b).
Nach der Injektion von 1 x 10° Zellen stellen sich ausgepragte Hypointensitaten dar
(Abb. 31 c), besonders zu beachten ist die deutliche Verbreiterung der

Signalausléschungen im Bereich des Corpus Callosum.

Abbildung 31: In vivo MRT 4 Wochen nach Transplantation von NaCl (a), 10.000 (b) bzw. 100.000 (c)

magnetisch markierten embryonalen Stammzellen in das Striatum von 6-OHDA-ldsionierten Ratten.

Das Injektionsvolumen betrug 2 ul, Zellen gelést in NaCl. Die rdumliche Auflésung betrdgt
137%137%420 um.
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An der Grenzschicht der Signalausléschungen zum umgebenden Hirnparenchym ist
eine hyperintense Grenzschicht sichtbar. Diese hyperintensen Artefakte sind typisch
fir Bereiche in denen es zu sprunghaften Anderungen der magnetischen
Suszeptibilitat kommt.

Abbildung 32 zeigt die T2*-gewichtete kernspintomographische Visualisierung von
100.000 magnetisch markierten Zellen zwei Tage, acht Wochen und 16 Wochen
nach Transplantation. Die untere Bildreihe zeigt die auf Schwellenwerten der
normierten Signalintensitaten basierte 3D Volumenrekonstruktion mittels des
Visualisierungs- und Analysesoftware Amira. Es zeigte sich zwei Tage nach
Transplantation eine ausgepragte Hypointensitat entlang des Stichkanals, wobei sich
im Bereich des Corpus Callosum eine signifikante Verbreiterung der hypointensen
Struktur darstellt. Es ergeben sich nach der 3D Volumenkonstruktion eine Anzahl von

976 hypointensen Voxeln (7,7 mm?®). Das injizierte Volumen der Zellsuspension

betrug 2 pl bzw. 2 mm?®.

Abbildung 32: In vivo MRT bei 7T nach Transplantation von 100.000 magnetisch markierten
embryonalen Stammzellen in das Striatum einer 6-OHDA-ldsionierten Ratte. Das Injektionsvolumen
betrug 2 ul, Zellen gelést in NaCl. a) Zwei Tage nach Transplantation, b) 8 Wochen n.T., c) 16
Wochen n.T. Die rdumliche Auflésung betrdgt 137x137x420 um, 3D-Volumenrekonstruktion mit
Amira.
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Acht Wochen nach Transplantation zeigt sich eine Volumenvergrofderung der
Hypointensitat, es ergeben sich 1467 hypointense Voxel (11,6 mm?®), dies entspricht
einer Volumenzunahme von 50 %. Die hypointense Struktur hat sich deutlich
verbreitert. 16 Wochen nach Transplantation hingegen zeigt sich eine signifikante
Verringerung des hypointensen Volumens, es ergeben sich nur noch 671
hypointense Voxel (5,4 mm?®), deutlich unterhalb des Volumens zwei Tage nach der
Injektion. Die Volumenmessungen nach 24 Wochen zeigen keine signifikanten
Volumenanderungen im Vergleich zur Situation nach 16 Wochen. Die Analyse der
weiteren 5 experimentellen Tiere ergibt ein vergleichbares Bild, eine deutliche
Volumenzunahme der beobachteten Hypointensitaten in der zweiten und dritten
kernspintomographischen Studie nach Transplantation, und eine darauf folgende
Reduktion nach 16 Wochen, keine signifikante Veranderung nach 24 Wochen.
Daruber hinaus zeigen sich weder bei dem unten dargestellten Tier noch bei den
Ubrigen Tieren signifikante Anderungen der rdumlichen Verteilung der

Hypointensitaten.

Jedoch zeigten sich signifikante interindividuelle Unterschiede. So zeigt Abb. 33 drei
verschiedene Tiere zum gleichen Zeitpunkt nach Transplantation, die Transplantation
erfolgte zu den gleichen stereotaktischen Koordinaten. Im Tier a (d) stellt sich eine
Verteilung der Hypointensitaten entlang des Stichkanals dar, ahnlich des obigen
Tieres, jedoch findet sich eine deutliche Verteilung entlang des Corpus Callosum.

Tier b (e) zeigte hingegen praktisch keine Signalausléschungen im Bereich des
Striatums, beinahe die gesamte Hypointensitat ist im Bereich des Balkens lokalisiert.
Besonders deutlich wird dies in der Volumenrekonstruktion (e), hier zeigt sich
daruber hinaus ein kleineres abgegrenztes Depot am lateralen Ende des Corpus
Callosum (Pfeil). Das Tier ¢ (f) hingegen zeigt die raumlich am weitesten
ausgedehnte Verteilung, neben Verteilungen entlang des Balkens findet sich eine

flachige Struktur im Bereich des gesamten Stichkanals.
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Abbildung 33: a — c: In vivo MRT 8 Wochen nach Transplantation von 100.000 magnetisch markierten

embryonalen Stammzellen in das Striatum von 6-OHDA-ldsionierten Ratten. d - f:

Volumenrekonstruktion der hypointensen Struktur als farbiges 3D-Objekt (Amira)

5.2 Funktionelle Korrelation

Um eine funktionelle Restauration der motorischen Funktionen durch die
Transplantation der magnetisch markierten Stammzellen zu erfassen, wurde das
amphetamininduzierte Rotationsverhalten der Tiere vor und nach Transplantation
gemessen. Vor Transplantation zeigten beide experimentelle Gruppen eine
durchschnittliche Zahl von ca. 11 Rotationen / min. Bei einer funktionellen
Dopaminausschuttung ist eine Reduktion der Rotationszahl zu erwarten. Dahingegen
zeigen beide Gruppen nach der Transplantation von magnetisch markierten
Stammzellen bzw. NaCl eine weitere Verschlechterung der motorischen Storung, im
Durchschnitt ergaben sich 15 Rotationen / min, wobei sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen feststellen lie® (Abb. 34). Die Transplantation
von 1 x 10° magnetisch markierten Stammzellen vermochte somit keine

Verbesserung der motorischen Funktionalitat zu erreichen.
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Abbildung 34: Amphetamininduzierte Rotation vor bzw. nach Transplantation von 100.000 magnetisch

markierten embryonalen Stammzellen bzw. NaCl (Kontrollen).

5.3 Histologische Korrelation und Charakterisierung

Zur Klarung der Frage, inwieweit die beobachteten Hypointensitaten in der
kernspintomographischen Bildgebung auch nach einer Studiendauer von sechs
Monaten noch ein zellulares Korrelat besitzen, wurde eine umfangreiche Analyse des
histologischen Materials durchgefuhrt. Dabei wurden sowohl horizontale als auch
frontale Gefrierschnitte in einer Dicke von 20 ym angefertigt. Da die embryonalen
Stammzellen neben ihrer magnetischen Markierung auch stabil GFP (green
fluorescent protein) exprimieren, wurde zunachst mittels confocaler Laser Scanning
Mikroskopie nach nativer GFP-Fluoreszenz gesucht, um das Transplantat zu

lokalisieren.
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Abbildung 35: Histologische Korrelation der kernspintomographischen Hypointensitdten mit GFP-
positiven Zellen. a), c): In vivo MRT 8 Wochen nach Transplantation von 100.000 magnetisch
markierten embryonalen Stammzellen. b), d): Confocale Laser-Scanning Aufnahme der nativen GFP-
Fluoreszenz. b) Frontale Schnittebene, wie in a) schematisch gezeigt. d) Horizontale Schnittebene,

wie in ¢ schematisch gezeigt. Der Mal3stab sind 100 um.

Es zeigte sich, dass auch 6 Monate nach Transplantation in allen sieben Tieren die
Injektionen magnetisch markierter GFP exprimierender Stammzellen erhielten (1 Tier
1 x 104, 6 Tiere 1 x 10° Zellen) zellulare Strukturen hoher Fluoreszenzemission im fir
GFP charakteristischen Wellenlangenbereich (500 - 550 nm) gefunden werden
konnten.

Abbildung 35 b zeigt eine native confokale Laser Scanning Aufnahme in frontaler
Schnittfihrung. Der Stichkanal ist deutlich als vertikaler Defekt demarkiert. Im
Stichkanal sind ca. 30 Zellen mit hoher Fluoreszenzemission abzugrenzen. Im
umgebenden Parenchym finden sich vereinzelte Zellen mit vergleichbarer
Signalintensitat. Auch in horizontaler Schnittfhrung (Abbildung 35 c) ist der
Stichkanal als kleiner zentraler Defekt abzugrenzen. Auch hier finden sich Zellen
hoher Fluoreszenzintensitat, sowohl direkt im Stichkanal als auch lateral verteilt. Es
findet sich jedoch nur in seltenen Fallen eine radiale Dispersion der Zellen, meist ist

wie in Abbildung 35 c ersichtlich eine streifenféormige Verteilung der Zellen
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vorhanden. Dies legt eine Verteilung entlang Bahnstrukturen nahe. Es fanden sich
nur vereinzelte fluoreszenzintense Zellen, die nicht in direkter raumlicher
Nachbarschaft zum Stichkanal standen. Dabei handelte es sich stets nur um
punktuelle Fluoreszenzintensitaten, so dass Artefakte oder Autofluoreszenz in diesen
Fallen nicht ausgeschlossen werden konnten. Die maximale Entfernung vom
Stichkanal, in der eindeutige zellulare Signale gefunden wurden, betrug ca. 1 mm.
Nach der confokalen Laser Scanning Mikroskopie wurden die Schnitte, in denen
GFP-Fluoreszenz detektiert wurde, mittels der konventionellen histochemischen
Berliner Blau Farbung behandelt. Diese Farbung stellt eine spezifische und seit
langem etablierte Detektionsmethode von sowohl freiem als auch biologisch
gebundenem Eisen dar. Es fanden sich klar abgegrenzte zellulare Strukturen starker
blauer Farbintensitat (Abbildung 36 a). Eine diffuse blauliche Farbung, die bei einer
extrazellularen Verteilung der Eisenoxidnanopartikel in der extrazellularen Matrix zu
erwarten gewesen ware, konnte nicht festgestellt werden. Das lichtmikroskopische
Bild (Abb. 36 a) wurde mit den korrelierenden CLSM-Aufnahmen (Abb. 36 b)
Uberlagert. Diese Uberlagerung der beiden voneinander methodisch unabhéngigen
Bildgebungsmodalitaten zeigt eine Colokalisation der fluoreszenzintensen mit den
Berliner Blau positiven Zellen (Abb. 36 c). Es fanden sich nur vereinzelte
fluoreszenzintensitaten, die nicht Berliner Blau positiven Signalen zugeordent werden
konnten. Es konnten im Umkehrschluss allen Berliner Blau positiven Zellen raumlich

korrelierende GFP-Signale zugeordnet werden.

Abbildung 36: Réumliche Korrelation GFP-positiver mit Eisen-positiver Zellen. a) Histochemische

Berliner Blau Féarbung. b) GFP-positive Stammzellen, detektiert mittels CLSM. ¢) Uberlagerung beider
Bilder.

Zur histologischen Abschatzung der Uberlebensrate der transplantierten

embryonalen Stammzellen, wurde an einem Tier, dass 1 x 10° Zellen erhielt, eine
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Quantifizierung anhand der nativen GFP-Fluoreszenz durchgeflhrt. Eine zellulare
Struktur mit hoher Fluoreszenzintensitdt im Bereich der GFP-Emission stellt den
wahrscheinlichsten Hinweis dar, dass es sich um eine transplantierte, exogene Zelle
handelt. Bei der Berliner Blau Farbung kann eine andere Quelle eines positiven
Signals, wie z.B. Hamoglobin oder durch sekundare Phagozytose aufgenommene
Eisenoxidpartikel nicht ausgeschlossen werden.

Abbildung 37 stellt die schematische Ubersicht der Quantifizierung der GFP-positiven
Zellen dar. Es kann sich dabei nur um eine Abschatzung der Zellzahl handeln, eine
Auszahlung aller 130 verfugbaren Schnitte war nicht zu realisieren. Abbildung 37 a
zeigt die Volumenrekonstruktion der T2*-gewichteten Hypointensitaten. Die anhand
von anatomischen Strukturen approximierte Position des ersten und letzten
untersuchten Schnittes ist dargestellt. Insgesamt konnten in den 130 Schnitten, die
mit einer individuellen Schnittdicke von 20 ym somit 2,6 mm des insgesamt 5 mm
langen Stichkanals abbilden, 5300 positive Zellen gefunden werden. In den
fehlenden 2,4 mm des Stichkanals ist eine Zellzahl gleicher GréRenordnung
anzunehmen, ausgehend von der raumlichen Verteilung der Hypointensitaten in
Abbildung 37 a. Insgesamt ergibt sich somit eine Zellzahl von ca. 10.000, wobei
aufgrund der vielen notwendigen Schatzungen und Vereinfachungen von einer

Streuung von mindestens 50 % auszugehen ist.
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Abbildung 37: Quantifizierung der GFP-positiven Zellen zur Abschétzung der Uberlebensrate der
transplantierten Stammzellen. a) In vivo MRT 6 Monate nach Transplantation von 100.000 magnetisch
markierten Stammzellen. Sagittale Schichtfiihrung, T2*-gewichtete Hypointensitéten sind als farbiges
3D-Objekt visualisiert. Die rédumliche Korrelation zu den histologischen horizontalen Schnitten ist
anhand des ersten untersuchten Schnittes (slice 20) und des letzten untersuchten Schnittes (slice
150) schematisch dargestellt. b) Grafische Darstellung der Anzahl der GFP-positiver Zellen pro
histologischem Schnitt von 20 um Dicke. Aus praktischen Griinden (Die Untersuchungszeit pro Schnitt
betrug ca. 2 h) konnten nicht alle 130 histologischen Schnitte untersucht werden. Die eingeférbten
Balken stellen untersuchte Schnitte dar, die hellen Balken stellen die Mittelwerte der Zellzahl des
davor bzw. danach liegenden untersuchten Schnittes dar. c), d), e) Exemplarische Darstellung der

CLSM-Aufnahmen, die korrespondieren Schnittnummern sind in b) rot eingeférbt (c) 23, d) 81, e) 147).

Zur phanotypischen Charakterisierung wurden die Gefrierschnitte mit primaren
Antikdrpern spezifisch fur embryonale Stammzellen (SSEA1), Makrophagen (CD
11b) und frihe neuronale Marker (Nestin und B-3-Tubulin) inkubiert. Mittels CLSM,
einem rot fluoreszierenden sekundaren Antikérper und der simultanen Detektion
zweier unabhangiger Fluoreszenzbandbreiten, konnte sowohl die native GFP-

Fluoreszenz als auch die Fluoreszenz des Sekundarantikorpers detektiert werden.
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Abbildung 38: CLSM-Aufnahme eines horizontalen Gefrierschnittes, es ist die Uberlagerung beider
simultan aufgenommener Fluoreszenzkanéle dargestellt. Der griine Kanal ist von der Emission der
nativen GFP-Fluoreszenz dominiert, der rote Kanal von der Emission des fluoreszierenden
Sekundérantikérpers, gebunden an den Primérantikérper gegen den Makrophagenmarker CD11b. Der
MaLstab sind 20 um.

In Abbildung 38 stellt sich in horizontaler Schnittebene der Stichkanal als zentraler
Defekt dar. Zellen hoher roter Fluoreszenzintensitat finden sich kreisformig um den
Stichkanal aggregiert. Es zeigt sich keine Uberlagerung der nativen GFP-
Fluoreszenz mit der Fluoreszenz des Sekundarantikdrpers des Makrophagenmarkers
CD11b.

Zur Feststellung des Phanotyps der GFP-positiven Zellen wurde zunachst Antikorper
gegen den Stammzellmarker SSEA1 verwendet. Die confokale Analyse zeigte nur
sehr vereinzelte SSEA1-Fluoreszenz der GFP-positiven Zellen. Auch eine
Colokalisation mit frihen neuronalen Markern wie Nestin und (-3-Tubulin konnte

nicht nachgewiesen werden.
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6 MRT von systemisch injizierten Vorlauferzellen im
Schlaganfallmodell der Maus bei 7 T in vivo

Fragesstellung

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten, dass eine nicht-invasive Bildgebung
magnetisch markierter Zellen mdglich ist, ohne die Zellen bzw. das Wirtsgewebe
nennenswert zu belasten. Des Weiteren konnten bereits geringe Zellzahlen sicher
nachgewiesen werden, auch die Darstellung von eisenoxidmarkierten Zellen tUber
einen Zeitraum von sechs Monaten konnte gelingen. Diese beiden
Grundvoraussetzungen sollten auch eine Bildgebung systemisch injizierter Zellen
mdglich machen. Hierbei ergeben sich eine Reihe von neuen Schwierigkeiten, so ist
im Gegensatz zur direkten intracerebralen Injektion der Ort der Zellaggregation nicht
bekannt und die Zellen mussen sicher von pathologischen Veranderungen
abgegrenzt werden. Auf der anderen Seite erdffnet eine nicht-invasive Methodik die
Maoglichkeit, Aussagen Uber die Dynamik einer Zellaggregation bzw. —migration zu
treffen. Bei der experimentellen zellbasierten Therapie der cerebralen Ischamie sind
insbesondere Fragen der Dynamik des Einwanderns der injizierten Stamm- bzw.
Progenitorzellen von grofter Bedeutung. Im Einzelnen stellten sich die folgenden

Fragen:

- Lassen sich eisenoxidmarkierte Zellen auch nach systemischer Injektion
nachweisen oder findet durch die vaskulare Passage eine zu grol3e
Verdlinnung der Zellen statt?

- Ist die T2*-gewichtete MR-Bildgebung auch in einer akuten Pathologie in der
Lage, eisenoxidmarkierte Zellen spezifisch zu erfassen?

- Lassen sich verschiedene Transplantationsprotokolle hinsichtlich ihrer
Effektivitat miteinander vergleichen?

- Ist es moglich die Dynamik der Anreicherung der exogenen Zellen zu

erfassen?
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6.1 T2-gewichtete Bildgebung

Nach 30 bzw. 60 minutiger Okklusion der Arteria cerebri media (MCAQ) gefolgt von
Reperfusion wurden den Mausen zu unterschiedlichen Zeitpunkten entweder
magnetisch markierte mononukleare Zellen (MNC) oder NaCl in die Schwanzvene
injiziert (siehe Abb. 3). 12 Stunden nach MCAO stellten sich bei allen Tieren in der
T2-gewichteten Bildgebung Hyperintensitaten dar, die ihr Maximum nach ca. 48
Stunden erreichten (Abb. 39). Nach 30 minatiger MCAO waren die hyperintensen
Signalveranderungen auf das ipsilaterale caudale Putamen beschrankt, wohingegen
nach 60 minttiger MCAO zusatzlich Teile des Cortex und der Hippocampus betroffen
waren. 4 Tage nach MCAO begannen die Hyperintensitaten zu verblassen, nach 7
bis 10 Tagen zeigten sich an gleicher Lokalisation in den meisten Fallen hypointense

Signalveranderungen.

Abbildung 39. T2 und T2*-gewichtete Bildgebung einer Kontrollmaus im Zeitverlauf nach 30 minditiger
MCAOQO. 24 h nach MCAO stellt sich das ischdmische Areal als T2-Hyperintensitét dar. Nach 4 Tagen
kommt es zu einem Verblassen dieser Hyperintensitdt und zum Auftreten einer Hypointensitat nach
ca. 7 - 10 Tagen, diese bleibt bis zum Ende des Experiments konstant. In der T2*-gewichteten
Bildgebung ist die Ischdmie nicht sicher zu erkennen. Weitere Signalverdnderungen abgesehen vom

anatomischen Kontrast treten nicht auf.

Hinsichtlich dieser Dynamik der Lasionsentwicklung fanden sich keine Unterschiede
zwischen Tieren, denen magnetisch markierten Zellen oder NaCl injiziert wurden.
Neben der beschriebenen Lasionsdynamik fanden sich keine weiteren

Signalveranderungen in der T2-gewichteten Bildgebung.
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6.2 T2*-gewichtete MR-Bildgebung

Bei den Hochstfelduntersuchungen bei 17,6 T zeigte sich, dass bei langeren
Echozeiten das Volumen der hypointensen Signalverdanderungen in der T2*-
gewichteten Bildgebung nach einer lokalen Injektion von magnetisch markierten
Zellen ansteigt (siehe oben). Da bei dieser Studie einer hohen Sensitivitat eine
entscheidende Bedeutung zukommt, wurden zu Beginn der Studie zusatzliche
kernspintomographische Messungen bei langeren Echozeiten durchgefuhrt. Die
evaluierten langeren Echozeiten von 10,4 und 15,4 ms fuhrten jedoch zu signifikant
niedrigeren Signal-zu-Rausch-Verhaltnissen. Daruber hinaus zeigte sich eine hohe
Artefaktanfalligkeit, auch in Kontrolltieren stellten sich in der grauen Substanz
erhebliche hypointense Signalveranderungen dar. Im Gegensatz dazu zeigte die T2*-
gewichtete Bildgebung bei 5,4 ms Echozeit ein signifikant besseres Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis. Darlber hinaus zeigten sich bei 6 von 9 Kontrolltieren in keinem
Bereich des Gehirns zu keinem Zeitpunkt hypointense Signalveranderungen, von
anatomischen Strukturen abgesehen. Lediglich in zwei Kontrolltieren stellten sich
einige ellipsoide, schattierte, hypointense Signalveranderungen in einer Flache von
ca. 100 Voxeln (ca. 1,8 mm?) dar, ohne rdumliche Préferenz (iber das Gehirn verteilt.
Diese Hypointensitaten erstreckten sich nicht weiter als Uber eine Schichtdicke (0,4
mm). Die numerische Analyse bestatigte die fluktuierende Natur dieser
Hypointensitaten der Kontrollmduse. Ein weiteres Kontrolltier zeigte scharf
abgegrenzte stark hypointense Signalveranderungen im Kernbereich des
ischamischen  Areals. Diese Signalveranderungen  konnten histologisch

Mikroblutungen zugeordnet werden (siehe unten).
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Abbildung 40: T2 und T2*-gewichtete Bildgebung einer Maus nach systemischer Injektion von
magnetisch markierten MNC 8 h nach Okklusion der MCA. Die T2-gewichteten Aufnahmen (obere
Reihe) zeigen die typische zeitliche Entwicklung einer ischdmischen Lésion. Es treten keine
zusétzlichen Signalverdnderungen auf. In den T2*-gewichteten Aufnahmen (untere Reihe) stellen sich
am Tag 1 nach Transfusion hypointense Signalverdnderungen in réumlicher Ndhe zur ischdmischen

Lésion dar. Am Tag 2 erreichen sie ihre maximale Intensitét.

Im Gegensatz dazu zeigten sich ca. 48 h nach der Injektion der magnetischen
markierten Vorlauferzellen bei 13 der 20 Tiere hypointense Signalveranderungen
(Abb. 40). Diese stellten sich im Randbereich der ischamischen Lasion dar, und zwar
sowohl striatal (30 und 60 min MCAO) als auch cortical (60 min MCAQ). Die
durchschnittliche Flache der runden bis ellipsoiden Signalausléschungen betrug 80-
100 Voxel (0,18 bis 1,4 mm2) in der Bildebene, sie erstreckten sich Uber zwei
Schichtdicken (ca. 0,8 mm). In Abgrenzung zu den beobachteten
Signalveranderungen der Kontrolltiere (siehe oben); i) entwickelten sie sich nur nach
der Injektion der Zellen; ii) blieben in Lokalisation und Intensitat konstant Gber alle

kernspintomographischen Untersuchungen.
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Abbildung 41: Numerische Analyse der normierten Signalintensitédten in definierten hypointensen
regions-of-interest. a) Dynamik der mittleren Signalintensitét bei einer Maus nach Injektion magnetisch
markierter MNC: Es stellt sich ein deutlicher Signalabfall in der ersten drei Tagen dar, die
Hypointensitét bleibt iiber den gesamten Untersuchungszeitraum konstant. b) Dynamik der mittleren
Signalintensitét einer Hypointensitéat in einer Kontrollmaus. Es stellt sich keine vergleichbare Dynamik

dar.

Um die Dynamik der Entwicklung der oben beschriebenen hypointensen
Signalverlaufe zu erfassen, wurden die T2*-gewichteten Aufnahmen aller
Messzeitpunkte normiert und coregistriert. Hypointense Signalveranderungen am
Tag vier nach Transplantation wurden visuell identifiziert und regions-of-interest
(ROI) definiert. Die ROl wurde nun auf die friheren und spateren Messungen
ubertragen. Somit ist der zeitliche Verlauf der mittleren Signalintensitat zu erfassen.
In Abbildung 41 zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den vereinzelten
Hypointensitaten, die in drei Kontrollmausen beobachtet wurden (Abb. 41 b) und den
Hypointensitaten die sich nach 24 - 48 h bei den Tieren entwickelten, denen
magnetisch markierte Zellen injiziert wurden (Abb. 41 a). Die numerische Analyse
dieser Signalveranderungen zeigt einen signifikanten Abfall der T2*-Signalintensitat,

die ihr Minimum nach 96 h erreicht und Uber alle folgenden Messungen stabil bleibt.
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Abbildung 42: T2- bzw. T2*-gewichtete Bildgebung 4 Tage nach 30 miniitiger MCAQO und Injektion
magnetisch markierter Vorlduferzellen (Gruppe3, Kategorie ++). Im T2-gewichtetem Bild (a) stellt sich
die Léasion als hyperintenses Areal in der linken Hemispére dar (Pfeil). Die T2*-gewichtete Bidgebung
(b) zeigt hypointense Signalverédnderungen in der linken Hemisphére. Die Volumenrekonstruktion der
T2-gewichteten Hyperintensitdten grenzt das ischdmische Areal als rotes 3D-Objekt ab. Die T2*-
Hypointensitédten sind als graues 3D-Objekt dargestellt. Die Zusammenfiihrung beide Objekte im
gleichen Bildraum (c, d) zeigt, dass die T2*-Hypointensitdten rdumlich direkt dem ischdmischen Areal

anliegen, eine Colokalisation liegt jedoch nicht vor.

Interessanterweise erstreckten sich die beobachteten Hypointensitaten niemals bis in
den Kernbereich des ischamischen Areals (Abb. 42). Bei 3 der 13 Tiere entwickelten
sich zusatzlich Hypointensitaten um den dritten Ventrikel und um den kontralateralen
lateralen Ventrikel herum. Injektion von freiem VSOP flhrte in einer Dosis

vergleichbar zu der zellular aufgenommenen Menge zu keinen Signalveranderungen.
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6.3 Histologische Korrelation

Innerhalb von 24 h nach der letzten kernspintomographischen Untersuchung wurden
die Tiere getdtet und die Gehirne histologisch aufgearbeitet. Es wurden coronale
Schnitte in einer Dicke von 40 pym angefertigt und jeder 5. Schnitt wurde zur
Detektion eisenoxidmarkierter Zellen mit der Berliner Blau Farbung behandelt.
Zusatzlich wurden bei dem Vorhandensein Berlin Blau positiver Zellen die jeweils
benachbarten Schnitte gefarbt.

Bei 8 der 9 Kontrolltiere wurden keine Berliner Blau positive Zellen gefunden, dies
beinhaltet auch die beiden Tiere, die transiente Hypointensitaten aufwiesen. Im
Gegensatz dazu zeigte das Kontrolltier mit den stark abgegrenzten

Signalausléschungen eine Nekrose im Bereich der MCA Okklusion, multiple

Mikroblutungen und eine signifikante Anzahl Berliner Blau positiver Zellen.

Abbildung 43. T2*-Hypointensitdten nach MCAO und Injektion magnetisch markierter Zellen (Gruppe

g

4, Kategorie +++) mit korrespondierender Histologie. a) T2*-gewichtete Bildgebung 4 Tage nach
Injektion der Zellen. Es sind mehrere hypointense Areale in der linken ischdmischen Hemisphére zu
sehen. Berliner Blau positive Zellen finden sich in rdumlicher Korrelation zu den T2*-gewichteten
Hypointensitéten. b) Uberblick, ¢) 100 x, d) 400 x.
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In allen 20 Tieren denen VSOP-markierte MNC injiziert wurden, fanden sich
zumindest vereinzelte Berliner Blau positive Zellen. Jedoch zeigte sich eine grole
interindividuelle Variabilitdt, neben einzelnen positiven Zellen fanden sich auch
Zellaggregate mit 50-100 Zellen pro histologischem Schnitt. Diese Zellaggregate
fanden sich jedoch nur in jenen 13 Tieren, in denen sich auch deutliche T2*-
gewichtete Hypointensitaten darstellten. Alle Aggregate von 10 oder mehr Zellen pro
histologischem Schnitt konnten zu T2*-Signalausléschungen raumlich Kkorreliert
werden. In der Gruppe der 7 Tiere, die nach der Injektion von VSOP-markierten MNC
keine T2* Signalveranderungen aufwiesen, fanden sich auch nur einzelne Berliner
Blau positiven Zellen. Nichtsdestotrotz konnten lediglich ca. 80 % aller
Hypointensitaten eindeutig mit Berliner Blau positiven Zellen raumlich korreliert

werden.

a

Abbildung 44: Multimodale Korrelation des T2*-gewichteten hypointensen kernspintomographischen
Signals. a) Kernspintomographsche Bildgebung 4 Tage nach Injektion magnetisch markierter MNC, es
stellt sich eine kleine hypointense Struktur dar (Pfeil). b) Histologisch finden sich Berliner-Blau positive
Zellen in rédumlicher Korrelation zum MR-Signal (100 x). ¢) CLSM-Aufnahme nativer GFP Fluoreszenz
des benachbarten histologischen Schnittes. Der Mal3stab sind 30 um. d) CLSM-Aufnahme nach
Inkubation mit Iba 1 Antikérper, die GFP-positiven Zellen zeigen keine Doppelfdrbung. Der Mal3stab
sind 15 um.
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6.4 Vergleich der Transplantationsprotokolle

Zwischen den verschiedenen Transplantationsprotokollen fanden sich signifikante
Unterschiede hinsichtlich der Anzahl, der Ausdehnung und der Signalintensitat der
T2*-gewichteten Hypointensitaten. Demzufolge wurde ein semiquantitatives
Bewertungssystem entwickelt (Kategorien 0, +, ++, +++) um fir jedes Tier das
Ausmald der T2*-Hypointensitaten bzw. der damit korrelierenden Anzahl Berliner Blau

positiver Zellen festzulegen.

Tabelle 3: Semiquantitativer Vergleich der Effektivitat der verschiedenen

Zeitpunkte der Injektion mononuklearer Zellen nach Induktion der cerebralen

Ischamie.
Gruppe Kat. 0 Kat. + Kat. ++ Kat. +++ >
1 (30 min, 0,5 h) 1 2 1 - 4
2 (30 min, 8h) 1 - 4 - 5
3 (30 min 24h) 4 1 1 - 6
4 (60 min, 8h) 1 - 1 3 5
> 7 3 7 3 20

Wie in Tabelle 3 ersichtlich finden sich die héchsten Bewertungen (Kategorien ++
und +++) bei Tieren der Gruppen 1 und 4, sie erhielten die Zellen 8 h nach Okklusion
der MCA. Innerhalb dieser beiden Gruppen zeigten die Tiere mit einer 60 minutigen
Okklusion der MCA (Gruppe 4) die weitaus besten Ergebnisse (Kategorie +++). Im
Gegensatz zeigten die Tiere der Gruppe 3 (30 min. MCAO, Injektion der Zellen nach
24 h) die niedrigsten Bewertungen.

81



7 Diskussion

7.1 Zellulare magnetische Markierung

Die magnetische Markierung von Zellen mit Eisenoxidnanopartikeln ist seit mehr als
10 Jahren Gegenstand intensiver Forschung. Hinsichtlich der optimalen GroRRe der
Partikel und der besten Zusammensetzung der Hullstruktur fur die zellulare MR-
Bildgebung existieren eine Vielzahl von Studien [51, 54, 55]. Wenn die GroRRe der
Partikel bzw. die Ladung der Hullstruktur keine Inkorporation via unspezifischer
Endozytose zulie3, wurde versucht die intrazellulare Aufnahme durch die Kopplung
der Partikel mit Translokationspeptiden [54] oder durch Lipofektion [25, 53] zu
ermoglichen bzw. weiter zu erhdhen. Hinsichtlich ihrer magnetischen Eigenschaften
scheinen grofl3e Partikel aufgrund ihrer hoheren Relaxivitat prinzipiell von Vorteil zu
sein [56], obgleich jedoch sichergestellt werden muss, dass die magnetische
Markierung die Viabilitat der markierten Zellen nicht beeinflusst [57].

In der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass die etwas groleren
Eisenoxidnanopartikel VSOP C200 von den Zellen wesentlich besser aufgenommen
werden als die kleineren Partikel C184 gleicher Hullstruktur. Jedoch scheint der
Zusammensetzung der Hulle und insbesondere ihrer elektrischen Oberflachenladung
eine mindestens ebensogrofe Bedeutung zuzukommen, fruhere Studien der
Arbeitgruppe zeigen eine wesentlich hohere zelluldare Aufnahme der
zitratbeschichteten VSOP mit saurer Oberflachenladung im Vergleich zu den
grélkeren neutralen Dextran-ummantelten USPIO [51].

Hinsichtlich der Menge an aufgenommenen magnetischen Nanopartikeln stellten sich
erhebliche Unterschiede zwischen den hier untersuchten Zellpopulationen dar.
Murine embryonale Stammzellen zeigen eine sehr hohe Eisenaufnahme schon bei
geringen Inkubationskonzentrationen, vergleichbar mit Makrophagen (RAW).
Primarzellen hingegen, seien es mononukledre Zellen oder fetale Mittelhirnzellen,
bendtigen hohe Inkubationskonzentrationen fur eine signifikante Eisenaufnahme. Die
hohe Endozytoserate der Makrophagenzellinie verwundert nicht, jedoch kann der
Grund der ebenso hohen Endozytoserate der embryonalen Stammzellen nicht
geklart werden, ggf. ist sie mit der hohen Stoffwechselrate aufgrund der hohen

Proliferationsrate in Verbindung zu setzen.

Neben einer moglichst hohen Beladung der Zellen mit Eisenoxidnanopartikeln kommt

der Stabilitat dieser Markierung eine entscheidende Bedeutung zu. Uber die
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Biodegradation von zellular aufgenommenen Eisenoxidnanopartikeln existieren
bislang nur vereinzelte in vitro Studien [48, 58]. Diese Studien zeigen eine
Degradation der Partikel innerhalb von 3-15 Tagen, verursacht durch das saure
Milieu innerhalb der Endosomen bzw. Lysosomen. Die Biodegradation sollte jedoch
in hohem MalRe von der Zusammensetzung der Hiulle abhangen, fur die
zitratbeschichteten VSOP existieren noch keine Untersuchungen. Die innerhalb
dieser Studie durchgeflihrten Stabilitatsuntersuchungen an magnetisch markierten,
proliferierenden Makrophagen zeigen eine Stabilitat der magnetischen Markierung
zumindest innerhalb der ersten vier Tage nach Inkubation. Trotz erheblicher
Zunahme der Zellzahl, d.h. nach mehreren Zellteilungen, bleibt die T2-Zeit der
gesamten Zellpopulation konstant. Die intrazellular ~ aufgenommenen
Eisenoxidnanopartikel scheinen bei der Zellteilung auf die Tochterzellen
weitergegeben zu werden. Eine Evaluierung langerer Zeitrdume war aufgrund der
hohen Teilungsrate nicht moglich, die Applikation von Mitosehemmern wie Mitomycin
C wurde aufgrund unklarer Auswirkungen auf die zellulare Viabilitat verworfen.

Eine Coinkubation der VSOP mit dem Lipofektionsreagenz FUGENE zeigte zunachst
eindrucksvolle Ergebnisse, sowohl hinsichtlich der Reduktion der T2-Zeit als auch
hinsichtlich der absoluten Eisenmenge, quantifiziert mittels AAS. Lichtmikroskopisch
zeigten sich jedoch signifikante Unterschiede in der Aufnahmecharakteristik. Die
Inkubation mit VSOP allein fUhrte zu einer homogenen Inkorporation durch die
gesamte Zellpopulation, im Falle der Coinkubation mit FUGENE zeigte sich eine
aullerst heterogene Aufnahme. Darlber hinaus stellte sich eine Vielzahl von
Liposomen adharent an der aulleren Zellmembran dar. Insofern ist stark zu
bezweifeln, dass die hohen Messwerte der Atom-Absorptions-Spektroskopie (AAS)
im Falle der mittels FUGENE-VSOP inkubierten Stammzellen tatsachlich die Menge
an intrazellular  aufgenommenen Eisenoxidpartikeln ~ widerspiegeln. Im
Zusammenhang mit den ungewissen Auswirkungen nicht-inkorporierter Liposomen
auf den Wirtsorganismus musste eine Verwendung der Lipofektion fur die folgenden
Transplantationsstudien abgelehnt werden.

Die Messung der T2-Zeit mittels MNR-Relaxometrie stellt eine einfache, reliable
Methode dar, die Menge an aufgenommenen Eisenoxidnanopartikeln durch ihren
mittelbaren Einfluss auf die transversale Relaxationszeit (T2-Zeit) zu bestimmen. Die
T2-Relaxationzeit einer Suspension aus magnetisch markierten Zellen weist nicht nur
eine inverse exponentielle Proportionalitdt zur Menge an zellular aufgenommenem

Eisen auf, sondern erlaubt darlber hinaus Aussagen, die mit der direkten Messung
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der Eisenmenge mittels AAS nicht mdglich sind. So ergeben sich bei gleicher
aufgenommener Eisenmenge je nach Zelltyp unterschiedliche T2-Zeiten. Ob die
bestimmenden Faktoren dieser Zellspezifitat eher in der unterschiedliche Grolde der
Zellen oder in einer verschiedenartigen intrazellularen Kompartimentierung
begrindet sind, lasst sich aufgrund der vorliegenden Daten nicht sicher feststellen,

jedoch erscheinen ganzlich verschiedene Aufnahmemechanismen unwahrscheinlich.

Mittels confokaler Laser Scanning Mikroskopie sollte die intrazellulare
Kompartimentierung der fluoreszenzmarkierten Eisenoxidnanopartikel nachgewiesen
werden. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Partikel nicht mit den Zellen
assoziieren, sondern vielmehr eine intrazellulare Aufnahme der Partikel in Vesikeln
vorliegt, frihere Untersuchungen legen nahe, dass es sich dabei um Lysosomen
handelt [59]. Durch die Kompartimentierung kommt es zu einer Bildung von raumlich
separierten Aggregaten von Eisenoxidnanopartikeln. In der erzwungenen
Aggregation der Eisenoxidnanopartikel begrindet sich auch die Abhangigkeit der T2-
Relaxationszeit von der Vitalitat der magnetisch markierten Zellen. Die Reduktion der
T2 Zeit nach Lyse der Zellen lasst sich mit der Freisetzung der in den Lysosomen
raumlich aggregierten Eisenoxidnanopartikeln erklaren. Die kompartimentierten
Partikel sind von den Wasserprotonen abgeschirmt, die Desaggregation bewirkt eine
grolkere Oberflache und eine grélkeren Hydrathllle, es kommt somit zu einer
Wechselwirkung mit einer groReren Anzahl Protonen. Die kernspintomographischen
Untersuchungen an Zellphantomen zeigen die Mdoglichkeit der Akquisition
hochauflosender  quantitativer = T2-Karten mithilfe ~ von  T2-gewichteten
Multiechosequenzen. Die Ubertragung auf Transplantationsstudien sollte eine nicht-
invasive Darstellung der Uberlebensrate erlauben. Jedoch konnte in vivo keine
ausreichende Ortsauflosung und Signalintensitat ereicht werden, um quantitative
Vergleiche zu erlauben. Es zeigte sich zwar eine Abnahme der T2-Zeiten im Verlauf
der Studie, unter der Bericksichtigung der Vielzahl von hinsichtlich ihres Einflusses
auf die T2-Zeit gegensatzliche Effekte, wie Abwanderung der Zellen, Lyse der Zellen,
Mikroblutungen etc, ist eine Abschatzung der Uberlebensrate mit den derzeitigen
Sequenzen jedoch nicht moglich. Es bleibt der Entwicklung signalstarkerer
Sequenzen vorbehalten, eine nicht-invasive Vitaliatsdetektion zu ermdglichen.

Nach der Untersuchung der magnetischen Markierbarkeit wurden die Auswirkungen
dieser Markierung auf zellulare Viabilitat und Proliferation untersucht. Bei

embryonalen Stammzellen konnte keine signifikante Beeinflussung der zellularen
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Viabilitat nach Inkubation mit VSOP-Konzentrationen von 1,5 mM fur 90 Minuten
festgestellt werden, die fur eine hochst effektive magnetische Markierung ausreicht.
Jedoch scheinen embryonale Stammzellen von allen bisher untersuchten
Zellpopulationen am empfindlichsten auf eine Inkubation mit Eisenoxidnanopartikeln
zu reagieren. Langere Inkubationszeiten von 4 bzw. 24 h sind vor diesem
Hintergrund trotz erhdhter Eisenaufnahme abzulehnen. Primarzellen zeigen ebenso
wie Makrophagen bis zu einer VSOP-Konzentration von 12 mM keine Beeinflussung
der zellularen Viabilitat und Proliferation. Die Untersuchungen machen jedoch
deutlich, dass es unbedingt erforderlich ist, fur jede Zellpopulation die optimale
Inkubationskonzentration hinsichtlich Markierungseffizienz und zellularer Vitalitat zu
bestimmen.

Um Auswirkungen der magnetischen Markierung auf die Biologie der Zelle besser zu
verstehen und eine Schadigung der Zelle auszuschliel3en, die ggf. erst bei einer
weiteren Belastung der Zelle, z.B. nach Transplantation in das Wirtsgewebe, zum
Zelltod flhren, wurde erstmals der Grad der zellularen oxidativen Belastung nach
Inkubation mit VSOP bestimmt. Es zeigte sich nach Inkubation mit den
Eisenoxidnanopartikeln VSOP ein signifikanter Anstieg sowohl der Konzentration von
Malondialdehyd (MDA) als auch von Proteincarbonylen. Jedoch scheint nur die hohe
VSOP-Konzentration wahrend der Inkubation die Zelle oxidativ zu belasten. Die
Messung der MDA-Konzentraton 24 h nach Inkubation zeigte eine Reduktion auf
Kontrollwerte. Durch die Inkorporation der Partikel in Membranvesikeln scheint das
Zytosol von den Eisenoxidnanopartikeln abgeschirmt zu sein. Ein negativer Einfluss
von durch die Lyse im Empfangergewebe freigesetztem VSOP auf benachbarte
Zellen ist somit nicht wahrscheinlich, die effektive lokale Konzentration bewegt sich
um mehrere Groflenordnungen unter der Inkubationskonzentration. Da die Zugabe
von Antioxidantien den transienten Anstieg der oxidativen Belastung nahezu
vollstandig aufhebt, sollte die Zugabe dieser Substanzen bei besonders
empfindlichen Zellen erwogen werden.

Die Quantifizierung undifferenzierter unmarkierter bzw. markierter embryonaler
Stammzellen mit Hilfe des Stammzellantigens SSEA zeigt keine ungewollte Induktion
der Differenzierung durch VSOP. Auch bei der Differenzierung embryonaler
Stammzellen zu neuronalen Vorlauferzellen nach anerkannten Protokollen [35]
zeigten sich keine Unterschiede zwischen markierten und unmarkierten Zellen. Eine

Beeinflussung anderer Differenzierungswege durch Eisenoxidnanopartikel kann
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jedoch nicht ausgeschlossen werden, da diese sich hinsichtlich des

Differenzierungsmechanismus fundamental unterscheiden.

7.2 Kernspintomographische Visualisierung magnetisch markierter
Zellen

Der zweite Schritt nach der Entwicklung eines sowohl effektiven als auch die Biologie
der Zelle nicht signifikant beeinflussenden magnetischen Markierungsprotokolles ist
die Exploration der  Grenzen und Maglichkeiten der  zellularen
kernspintomographischen Visualisierbarkeit. Die in vitro Untersuchungen an
Gelphantomen zeigen, dass eine Visualisierung von 10 oder weniger magnetisch
markierten embryonalen Stammzellen mittels T2*-gewichteten Sequenzen bei 17,6 T
mdglich ist. Es kommt zu zellularen Signalausléschungen, die sowohl von der
Gelmatrix als auch von unmarkierten Zellen sicher abgrenzbar sind.

Nach intrastriataler Injektion fuhren 1000 magnetisch markierte embryonale
Stammzellen zu deutlichen Signalausloschungen am Ort der Transplantation sowie
im Injektionskanal. Die Injektion von unmarkierten Zellen fuhrt zu keinen
vergleichbaren Signalausléschungen. In zwei Kontrolltieren konnten jedoch starke
homogene Signalausléschungen im oberen Teil des Injektionskanals beobachtet
werden, histologisch konnten diese Signalausléschungen Mikroblutungen zugeordnet
werden.

Die Grolle der hypointensen Areale stellte sich nach der Transplantation von 100
markierten Zellen wesentlich kleiner dar, dennoch war eine deutliche Abgrenzung
zum Hirnparenchym gegeben. Auch eine Injektion von nur 20 markierten Zellen
fuhrte zu Signalausldoschungen im unteren Teil des Injektionskanals. Es konnte
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass Liquor, z.B. durchmischt mit
Hamosiderophagen oder Mikroblutungen Ursachen der Signalausléschungen waren.
Die histologische Quantifizierung und Phanotypisierung zeigte: i) die
Signalhypointensitaten werden von eisenoxidmarkierten Stammzellen verursacht, es
finden sich keine weiteren Eisen-positiven Zellen (von den zwei Tieren mit
Mikroblutungen abgesehen); ii) die injizierte Zellzahl wurde eher Uberschatzt, somit
ist das kenspintomographische Detektionslimit bei 17,6 T bei unter 100 Zellen
anzusetzen; iii) es konnte keine sekundaren Phagozytose der eisenoxidmarkierten
Stammzellen durch Makrophagen des Empfangergewebes beobachtet werden, die

Spezifitat der magnetischen Markierung scheint gewahrt zu bleiben.
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Das Detektionslimit magnetisch markierter Zellen stellte sich als exponentiell von der
magnetischen Feldstarke abhangig heraus. Bei einer Feldstarke von 7 T konnten
noch 300 Zellen sicher nachgewiesen werden, bei einer Feldstarke von 1,5 T noch
1000 Zellen. Jedoch =zeigen die Untersuchungen, dass auch bei klinischen

Feldstarken die Detektion von immer noch geringen Zellzahlen maoglich ist.

7.3  Zellulare Magnetresonanztomograpie an Kleintiermodellen des
Morbus Parkinson sowie der cerebralen Ischamie

Nun schienen die Voraussetzungen gegeben, mittels der Methodik der zellularen
Magnetresonanztomographie auch biologisch relevante Fragestellungen der
regenerativen Medizin zu beantworten. Zunachst wurden die nichtinvasive
Visualisierung von eisenoxidmarkierten embryonalen Stammzellen in einem
Rattenmodell des Morbus Parkinson untersucht. Nach intrastriataler Injektion von 1 x
10° magnetisch markierten Zellen fanden sich ausgedehnte hypointense
Signalausléschungen im Bereich des Stichkanals. Eine Veranderung der raumlichen
Verteilung dieser Hypointensitaten im Laufe der Studiendauer von 6 Monaten, die auf
eine Migration der transplantierten Zellen hindeuten wurden, stellte sich nicht dar.
Eine Migration konnte jedoch in diesem Krankheitsmodell nicht notwendigerweise
erwartet werden, da die exogenen Zellen direkt an den Ort der Lasion transplantiert
wurden. Dartber hinaus handelte es sich nicht um eine akute Lasion, sondern um
einen mittels 6-OHDA induzierten neurodegenerativen Prozess, der zum Zeitpunkt
der Lasion schon viele Wochen abgeschlossen war. Dies steht im Gegensatz zu
Transplantationsstudien bei Tiermodellen der cererbalen Ischamie, in denen
Migration kernspintomographisch detektiert wurde [25, 27, 60]. Interessanterweise
fanden sich jedoch gravierende Unterschiede hinsichtlich der interindividuellen
Verteilung der Hypointensitaten. Dies macht deutlich, dass trotz hochstmdglicher
Sorgfalt bei der stereotaktischen Transplantation, kleine Variationen des
Injektionsortes bzw. anatomische Variabilitat signifikant unterschiedliche Verteilungen
der Zellen zur Folge haben kdnnen.

In der Histologie konnten im Bereich des Stichkanals Zellen hoher
Fluoreszenzintensitat im Wellenlangenbereich der GFP-Emission gefunden werden.
Aufgrund der Lokalisation dieser Zellen, ihrer Morphologie und der geringen
Fluoreszenzintensitat in anderen Bereichen des Gehirns kann davon ausgegangen

werden, dass es sich dabei um die exogenen GFP-positiven Stammzellen handelt.
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Dariber hinaus konnten die T2*-gewichteten Hypointensitaten in der
Magnetresonanztomographie mit dem Verteilungsmuster der fluoreszenz-
hyperintensen Zellen raumlich korreliert werden. Die histochemische Berliner-Blau
Farbung fur Eisen zeigte ebenfalls im Bereich des Stichkanals Eisen-positive Zellen.
Eine Uberlagerung mit den CLSM-Aufnahmen resultierte in einer Colokalisation GFP-
positiver mit Eisen-positiven Zellen. Somit scheinen im Stichkanal auch nach sechs
Monaten eisenoxidmarkierte exogene Zellen vorhanden zu sein. Dieser lange
Zeitraum der Stabilitat der magnetischen Markierung konnte bislang nicht mit den in
vitro Stabilitatsuntersuchungen korreliert ~ werden, dort betrug der
Untersuchungszeitraum nur wenige Tage. Die Berliner-Blau Farbung erlaubt jedoch
keine Quantifizierung der intrazellularen Eisenmenge. Es muss somit unklar bleiben,
wie groly die in der Zelle verbliebene Eisenmenge nach sechs Monaten noch ist.
Andererseits scheint sie auszureichen, auch nach sechs Monaten deutliche
Signalausléschungen in der kernspintomographischen Bildgebung zu verursachen.
Andere Arbeitsgruppen konnten eisenoxidmarkierte Zellen kernspintomographisch
und histologisch noch nach ca. 8 Wochen nachweisen [27], wobei eine
Vergleichbarkeit schwierig ist, da es sich sowohl um andere Eisenoxidpartikel als
auch um ein anderes Transplantationsmodell handelt. Eine sekundare Phagozytose
der Eisenoxidpartikel durch ortsstandige Makrophagen wird in der Literatur viel
diskutiert [61], hier finden sich keine Anzeichen daflr, in der Colokalisation zeigten
sich nur sehr vereinzelt Zellen, die sich histochemisch Eisen-positiv und gleichzeitig
GFP-negativ darstellten, jedoch konnte aufgrund der hohen Anzahl nur ein Bruchteil
aller histologischen Schnitte im Bereich des Stichkanals (ca. 150 pro Tier) untersucht

werden.

Die Quantifizierung der GFP-positiven Zellen im Bereich des Stichkanals in einem
exemplarischen Tier zeigt eine Uberlebensrate von ca. 10 % 6 Monate nach der
Transplantation. Kernspintomographisch zeigte sich lediglich eine Reduktion des
Volumens der hypointensen Signalveranderungen im Vergleich der Messungen in
der ersten bzw. 24. Woche von ca. 40 %. Jedoch ist aufgrund des blooming effects
ein linearer Zusammenhang zwischen der Zellzahl und des hypointensen
Signalvolumens auch nicht zu erwarten.

In Zusammenfassung der obigen Untersuchung hat sich somit gezeigt, dass trotz

dessen, dass eine Signalausloschung in der MRT kein spezifisches Signal per se
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darstellt, es dennoch bei bekannter Injektionsstelle ein Uber einen langen Zeitraum

reliables zellulares Signal bietet.

Im zweiten Krankheitsmodell, der cerebralen Ischamie der Maus, wurden magnetisch
markierte mononukleare Zellen systemisch injiziert und kernspintomographisch
detektiert.

Durch hochaufgeléste T2-gewichtete Sequenzen konnte die ischamische Lasion im
lebenden Gehirn der Maus mit einem hohen anatomischen Kontrast visualisiert
werden. Milde Lasionen ausgeldst durch eine 30 minutige Okklusion der MCA fuhrten
zu T2-Hyperintensitaten im Striatum innerhalb der ersten 48 h, dies korreliert mit der
Dynamik der Ischamieentwicklung im lateralen caudalen Putamen [62, 63].

Im Gegensatz zu einer direkten intracerebralen Injektion sind bei einer systemischen
Injektion der Ort und das Ausmal der zellularen Anreicherung unbekannt. Es ist von
einer kleinen Zahl von Zellen pro Volumeneinheit auszugehen. T2*-gewichtete
Bildgebung an VSOP-markierten Zellen hat den Vorteil der Ausnutzung des
,blooming effect”. Dies bedeutet, dass das inharente magnetische Moment der
Eisenoxidnanopartikel zu Suszeptibilitatsanderungen fuhrt, deren Auswirkungen weit
Uber die Grole der magnetisch markierten Zellen hinausgehen. Dies kann am
Beispiel der Hypointensitaten in der Transplantationsstudie magnetisch markierter
embryonaler Stammzellen bei 17,6 T erklart werden. Das Volumen der beobachteten
Hypointensitaten nach der Injektion von 100 Zellen betrug ca. ein Kubikmillimeter,
obgleich eine embryonale Stammzelle lediglich einen Durchmesser von ca. 15 ym
besitzt, 100 Zellen somit lediglich ein kumulatives Volumen von ca. 1 x 10-3 mm?.
Auf der anderen Seite fuhrt auch Hamoglobin, sei es in intakten Gefalken oder
intraparenchymal nach Blutungen zu Signalausléschungen. Zur Erhohung der
Spezifitat der Sequenz flr eisenoxid-markierte Zellen wurden relative kurze
Echozeiten gewahlt, zusatzlich wurde durch Gabe von reinem Sauerstoff wahrend
der kernspintomographsichen Untersuchung der BOLD-Effekt, der ebenfalls zu
Hypointensitaten fuhren kann, gemildert [64].

T2*-gewichtete Hypointensitaten traten bei 13 von 20 Mausen ungefahr 48 h nach
Injektion VSOP-markierter Vorlauferzellen auf und blieben bis zum Ende des
jeweiligen Experimentes bestehen. Histologisch wurden bei allen 20 injizierten
Mausen Berliner-Blau positive Zellen gefunden, jedoch wurden Zellaggregate von 50
und mehr Zellen nur in den 13 Tieren gefunden, die auch T2*-Hypointensitaten

zeigten. So konnten ab einer Zellzahl von ca. 10 Zellen pro histologischem Schnitt
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alle Zellaggregate mit T2*-Hypointensitaten raumlich korreliert werden. Vergleicht
man die Dicke der histologischen Schnitte von 40 pym mit der Schichtdicke der
kernspintomographischen Bildgebung von 400 pum, und setzt man eine
Normalverteilung Zellen in benachbarten Schichten voraus, so ergibt sich ein
Detektionslimit systemisch injizierter Zellen bei 7 T von einigen hundert Zellen.
Jedoch konnten nur 80 % der beobachteten T2*-Hypointensitaten zweifelsfrei mit
Berliner-Blau positiven Zellen korreliert werden. Dies lasst sich mit den oben
diskutierten nicht-zelluldaren Ursachen von T2*-Hypointensitaten erklaren, in diesem
Zusammenhang mussen auch die fluktuierenden Hypointensitaten in zwei
Kontrolltieren gesehen werden, obgleich diese von zellularen Signalen klar
abgegrenzt werden konnten.

Eine sekundare Phagozytose konnte auch in dieser Studie nicht beobachtet werden.
In der Gruppe der Tiere, denen GFP-positive VSOP markierte Zellen injiziert wurden,
konnte mittels confokaler Laser Scanning Mikroskopie eine Colokalisation zwischen
Berliner-Blau positiven und GFP-positiven Zellen an exemplarischen Hirnschnitten

gezeigt werden.

Der Vergleich der Zeitpunkte der Injektion der magnetisch markierten mononuklearen
Zellen sollte Hinweise auf den Mechanismus der Anreicherung der exogenen Zellen
im Bereich der Ischamie geben. Eine Injektion der mononuklearen Zellen 8 h nach 30
bzw. 60 min MCAO flhrte sowohl zu der gré3ten Anzahl und Intensitat der T2*-
Hypointensitaten als auch zu der grof3ten Anzahl Berliner Blau positiver Zellen. Der
Vergleich der Dauer der MCAO zeigt bei gleichem Zeitpunkt der Injektion der Zellen
deutlich bessere Ergebnisse bei 60 minutiger Okklusion. Jedoch muss einschrankend
angemerkt werden, dass die Tiere nach 60 minutiger Okklusion aufgrund der
Schwere der Ischamie nur eine Woche am Leben gelassen wurden [65].
Zusammengefasst hangt das Ausmal} der Anreicherung der mononuklearen Zellen
sowohl vom Zeitpunkt der Injektion als auch von dem Ausmal der ischamischen
Lasion ab. Bedenkt man zusatzlich die Lokalisation der visualisierten Zellen im
Randbereich/Penumbra der Ischamie, so erscheint eine aktive Migration der Zellen
zur akuten Pathologie, ausgeldst durch spezifische Signale wahrscheinlich. Bei einer
passiven Diffusion der Zellen durch eine ruptierte Blut-Hirn-Schranke am Ort des
Infarkts waren frihe Zeitpunkte der Injektion der Zellen vorteilhaft, dies ist jedoch
nicht der Fall. Daruber hinaus fuhrte eine Injektion von freiem VSOP in einer

Konzentration, die der Menge an von 1 x 10° Zellen inkorporiertem Eisen
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vergleichbar ist, weder zu kernspintomographischen Signalausléschungen noch zu
Berliner-Blau positiven Zellen. Dies macht eine unspezifische Diffusion von freiem
VSOP, das nach einer Lyse der markierten Zellen in den Blutstrom freigesetzt wurde
oder eine sekundare Phagozytose durch Makrophagen des Empfangers
unwahrscheinlich.

Es konnte somit gezeigt werden, dass eine nicht-invasive Visualisierung der aktiven
Migration magnetisch markierter mononuklearer Zellen in den Bereich einer
ischamischen Lasion nach systemischer Injektion moglich ist, und medizinisch
relevante Informationen Uber die Dynamik dieser Zellmigration und den besten

Zeitpunkt einer Injektion von Stammzellen zu gewinnen sind.

7.4 Ausblick

Es bleibt zusammenfassend zu bemerken, dass trotz aller Fortschritte eine
zweifelsfreie Identifikation eines zellularen Signals allein durch
Magnetresonanztomographie noch nicht maéglich ist. Es bedarf zurzeit immer noch
zusatzlicher histologischer Methoden, um die Quelle einer kernspintomographischen
Signalveranderung vermutlich zellularen Ursprungs zweifelsfrei zu klaren. Die
Entwicklung von noch spezifischeren Sequenzen, die andere Ursachen einer
Signalanderung ausschlief3en, ist somit von groRter Wichtigkeit. Dennoch kann die
zellulare MR-Bildgebung schon jetzt, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, einen
wertvollen Beitrag zum Fortschritt der zellbasierten regenerativen Medizin leisten.
Gerade hinsichtlich der Schwere und hohen Inzidenz der durch Stammzelltherapie
potentiell therapierbaren ZNS-Erkrankungen erscheint eine intensive Forschung auf

dem Gebiet der zellularen MR-Bildgebung von hoher Relevanz.
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Abkirzungsverzeichnis

AAS

BMC
CBF
CLSM

DMEM
EB
ESC
FA
FACS

FCS
GFP
HPLC

LIF
MCA
MDA
MION
MNC
MRT

NMR

6-OHDA
PBS
PBN

Pl
RF-Puls
ROI

RPMI

Atomabsorptionsspektroskopie, engl. atomic absorption
spectroscopy

Knochenmark-Zelle, engl. bone-marrow cell

Zerebraler Blutfluss, engl. cerebral blood flow

Confokale Laser-Scanning-Mikroskopie, engl. confocal laser
scanning microscopy

Dublecco’s Modified Eagle’s Medium

Embryoidkorper, engl. Embryoid Body

embryonale Stammzelle, engl. embryonic stem cell
Anregungswinkel, engl. flip angle

Fluoreszenz-aktivierter Zell-Sortierer, engl. Fluorescence Activted
Cell Sorter

fotales Kalberserum, engl. Fetal Calf Serum
Grun-fluoreszierendes Protein, engl. green fluorescent protein
Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie, engl. High-
Performance-Liquid-Chromatography

Leukemia Inhibitory Factor

Arterie cerebri media

Malondialdehyd

Monocrystalline iron oxide nanoparticles

Mononukleare Zelle, engl. Mononuclear cell
Magnetresonanztomographie, engl. magnetic resonance imaging
(MRI)

Kernspinresonanzspektroskopie, engl. nuklear magnetic
resonance

6-Hydroxydopamin

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
alpha-Phenyl-N-Tert-Butyl-Nitron

Propidium Jodid, engl. Propidium lodid

Anregungspuls, engl. radio frequency-pulse

Definierte Region im kernspintomographischen Bild, engl. region
of interest

Roswell Park Memorial Institute (Medium nach dem
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SAR
SNR
SPIO

SSEA

TBE - Puffer
TE

TR

uCB

UPM

USPIO
VSOP

Entwicklungsort benannt)

Spezifische Absorptionsrate

Signal-zu-Rausch Verhaltnis, engl. signal-to-noise-ratio

Superparamagnetischer Eisenoxidpartikel,
Superparamagnetic Iron Oxide Particles
Surface-specific-embryonic-antigen
Tris-Borate-EDTA - Puffer

Echozeit, engl. time of echo

Repetitionszeit, engl. time of repetition
Nabelschnurblutzelle, engl. umbilical cord blood cell
Umdrehungen pro Minute

Ultra Small Superparamagnetic Iron Oxide Particles

Very Small Superparamagnetic Iron Oxide Particles

engl.
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