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Einleitung

1 Einleitung

Die Regeneration von biologischen Geweben, insbesondere von Nervengewebe, ist auch mit
den Mitteln der modernen Medizin nur sehr eingeschrankt moglich. Aus diesem Grund wird
in der Biomedizin intensiv an der Ausweitung der Madoglichkeiten zur reparativen
Zelltherapien geforscht. Untersuchungen an embryonalen Stammzellen werden aufgrund
moralischer Bedenken und der Angst vor mdglichen Gefahren in der Humanmedizin mit
grolRer Vorsicht begegnet. Sie erfiillen derzeit noch nicht alle Kriterien der Vermehrbarkeit,
Entwicklungsfahigkeit, Gewebevertraglichkeit nach Transplantation und vor allen Dingen
ethischer Unbedenklichkeit bei ihrer Gewinnung. Adulte Stammzellen dienen im
erwachsenen Organismus der Regeneration spezifischer Gewebe. Sie verfligen noch Uber ein
hohes Mal} an Plastizitdt und kénnen sich unter bestimmten Bedingungen in verschiedene
Arten von Gewebe differenzieren. Als noch relativ junges Forschungsgebiet hat sich die
gezielte Erzeugung und der Einsatz von Geweben auf der Basis von Stammzellen (,, Tissue
Engineering®) als Teilgebiet der regenerativen Medizin in den letzten Jahren zu einer
Disziplin mit enormem Potenzial entwickelt.

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) bieten aus mehreren Griinden einen vielversprechenden
Ansatz fur die reparative Zelltherapie. Sie sind vielseitig differenzierbar und im Vergleich zu
anderen adulten Stammzellen einfach zu gewinnen. Vor dem Einsatz solcher Zellen, missen
der zu erwartende Erfolg und die mdglichen Risiken fur den lebenden Organismus
einschétzbar sein. Hierbei existieren wichtige Fragestellungen hinsichtlich der Auffindung,
Einwanderung und des Uberlebens der Zellen im Wirtsorganismus.

Eine Mdoglichkeit Stammzellen nach einer Implantation in einem Organismus auf nicht
invasive Art und Weise zu beobachten stellt eine Untersuchung mit Hilfe der Magnet-
Resonanz-Tomographie (MRT) dar. Zur Darstellung der Stammzellen mittels MRT mussen
diese mit einem MRT-Kontrastmittel markiert werden. Hierbei ist bisher nur unzureichend
geklart, ob eine Markierung mit MRT-Kontrastmittel zu einer Beeinflussung der Funktion,
Migration oder des Differenzierungspotenzials der MSCs flhrt. In dieser Arbeit soll geklart
werden, welche Dosis Kontrastmittel einerseits die Markierung der Zellen erhalt und dartber

hinaus die ungestorte Funktion der MSCs ermdglicht.
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2 Literaturubersicht

2.1 Stammzellen

2.1.1 Geschichte der Stammzellen

Die erste Beschreibung der Entwicklung vom Knochengewebe aus isolierten Zellen des
Knochenmarks erfolgt bereits 1869 von GOUJON. Er zeigt, dass Knochentransplantate in
einem anderen Gewebe eine Knochenneubildung aufweisen. Im Jahr 1906 postuliert
MAXIMOV die Existenz von adulten multipotenten Stammzellen, die in die Hamatopoese
involviert sind. TAVASSOLI und CROSBY (1968) koénnen im Folgenden zeigen, dass
»knochenfreies® Knochenmark nach Implantation in ein anderes Gewebe, eine ektopische
Knochenbildung induziert. Es werden zur dieser Zeit aber noch keine fiir die Differenzierung
verantwortlichen Zellen identifiziert.

FRIEDENSTEIN und Kollegen (1976) isolieren als erste spindelférmige, nicht
hamatopetische Zellen aus dem Knochenmark, und beweisen, dass diese sich in Adipozyten,
Chondrozyten und Osteoblasten differenzieren konnen. Die ersten Anwendungen von
Stammzellen beschreibt YOUNG (1998) bei Kaninchen mit Sehnenverletzungen. Eine
perkutane Injektion mit Knochenmarkaspirat verbessert die Sehnenheilung.

Spéater beweisen PITTENGER und Mitarbeiter (1999), dass aus humanem Knochenmark
isolierte  Zellen in vitro undifferenziert bleiben koénnen aber unter entsprechenden

Voraussetzungen eine mesenchymale Entwicklungsrichtung vollziehen kdnnen.

2.1.2  Einteilung der Stammzellen

Stammzellen sind unreife, undifferenzierte Gewebevorlauferzellen, die sich standig teilen und
in adulte Stadien und in verschiedene Gewebetypen differenzieren kénnen (BREHM et al.
2002). Sie werden in toti-, pluri- und multipotente Zellen unterteilt (VON ROTH 2009).
Totipotente Stammzellen kdénnen sich in jede Zelle eines Organismus und zu
extraembryonalem Gewebe (z. B. Placenta) entwickeln. Sie sind in der Lage einen kompletten
neuen Organismus zu bilden. Pluripotente Zellen haben die Fahigkeit sich zu jeder Zellart zu

differenzieren. Sie konnen kein extraembryonales Gewebe und keinen neuen Organismus
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bilden. Multipotente Stammzellen sind weiter in der Entwicklung differenziert und kénnen nur
begrenzt neue Zellarten bilden (MASON et al. 2009).

Aufgrund des Ursprungs unterscheidet man embryonale und adulte Stammzellen.

Embryonale Stammzellen werden als pluripotent bezeichnet und aus der inneren Zellmasse
der Blastozyste gewonnen (MASON et al. 2009). Sie konnen sich in jedes Gewebe des
Organismus entwickeln (THOMSON et al. 1998).

Adulte Stammzellen werden aus frihen Embryonenstadien (aufler im Stadium der
Blastozyste), dem Fetus oder aus einem reifen Organismus gewonnen. Adulte Stammzellen
zeigen mehr multipotente als pluripotente Eigenschaften (MASON et al. 2009). Zu der
Gruppe gehdren unter anderem h&dmatopoetische Stammzellen aus dem Knochenmark, die fir
die Regeneration der Blutkdrperchen und Immunzellen zusténdig sind (ZANDER et al. 2001).
AuBer den hdmatopoetischen Stammzellen werden adulte multipotente Stammzellen im
Knochenmark, Fettegewebe (GRONTHOS et al. 2001), Amnionflussigkeit (TSAI et al.
2004), peripherem Blut (ZVAIFLER et al. 2000), Nabelschnurblut (IGURA et al. 2004),
fetaler Leber (CAMPAGNOLLI et al. 2001), Leber (STRAIN et al. 2000), Pankreas (SERUP et
al. 2001), Muskel (SEALE et al. 2001), Knochen und Knorpel (JORGENSEN et al. 2001),
Zahnpulpa (GRONTHOS et al. 2000), Cornea (TSENG 1996) und Gehirn (SOHUR et al.
2006 ) nachgewiesen.

Adulte neurale Stammzellen gehdren zu einer weiteren Gruppe von Stammzellen. Diese
Zellen kommen in Zentralnervensystem vor allem in der ventrikularen und subventrikuléren
Zone sowie in der subgranuléren Zone des Gyrus dentatus im Hippocampus vor (VESCOVI
et al. 2001).

Die Vor- und Nachteile der adulten und embryonalen Stammzellen in Bezug auf potenziellen

Einsatz zur Therapie stellt Tabelle 1 dar.
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Tabelle 1: Vor- und Nachteile der embryonalen vs. der adulten Stammzellen nach BREHM et al. 2002:

Embryonale Stammzellen Adulte Stammzellen
Vorteile Hoch expandierbar Einfach zu gewinnen
Pluripotenz Keine ethischen Aspekte

Uni-, bi-, multi- oder pluripotent

Hoch kompatibel

Autologe Transplantation
Keine immunsuppressive Therapie

notig

Nachteile: Ethische Aspekte

Schwer zu isolieren
Gefahr der AbstoRung

Immuntherapie notwendig
Hohes Risiko der

Teratokarzinombildung

2.1.2.1 Mesenchymale Stammzellen

Im Jahr 1991 verwenden CAPLAN und Mitarbeiter als erste den Begriff ,,mesenchymale
Stammzellen (MSCs)“. , Als mesenchymale Stammzellen beschreibt man klonale,
plastikadherente, nicht hamatopoetische Zellen, die der Ursprung fir mesodermale Zelllinien
wie Osteoblasten, Chondroblasten und Adipozyten sind“ (FRIEDENSTEIN et al. 1976).
MSCs besitzen zusétzlich ein endodermales und neuroektodermales Potenzial, was bis jetzt
nur in vitro nachgewiesen wurde (TAKASHIMA et al. 2007). Diese multipotenten
Fahigkeiten machen die MSCs zu einem interessanten und vielversprechendem
Therapieeinsatz in der reparativen Zelltherapie. Ihre Eigenschaften sind in Abb. 1 genauer

dargestellt.
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Abbildung 1: Multipotenz von MSCs nach Ucelli 2008

HAZEL und Mitarbeiter (2008) schlagen drei Kriterien zur Definierung der MSCs vor:
1) Adhdrenz an Plastik
2) Multipotentes Differenzierungspotenzial in Osteoblasten, Adipozyten, Chondroblasten
3) Expression der spezifischen Oberflacheantigene

MSCs zeigen in Zellkultur eine so genannte fibroblastische Morphologie, die durch
unregelmaRig geformte Zellauslaufer charakterisiert ist (DE BARRY et al. 2004; LIEBICH
1999). Sie werden auBer im Knochenmark und Fett (ZUK et al. 2001), im peripheren
Nabelschnurrblut, in der Gelenksynovia (DE BARI et al. 2001), im Periost (FUKUMOTO et
al. 2003), in der Skelettmuskulatur (JANKOWSKI et al. 2002), in der Lunge (NOORT et al.
2002), in Zahnen (MIURA et al. 2003), in der Haut (YOUNG et al. 2001), in Pericyten
(REILLY et al. 1998) und Blut (ZVAIFLER et al. 2000) nachgewiesen. Wie auch andere
Stammzellen sind MSCs lebenslang im Gewebe vorhanden. Ihre Gesamtzahl ist jedoch mit
dem Alter und Gesundheitszustand des Patienten invers Kkorreliert und héngt vom
Ursprungsgewebe ab (MAJORS et al. 1997). MSCs bilden innerhalb aller Zellen eine kleine
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Population, z. B. im Knochenmark betragt die Zahl zwischen 0,001 - 0,01 % der kernhaltigen
Zellen (PITTENGER et al. 1999).

2.1.2.2 Rolle von mesenchymalen Stammzellen (MSCs) im Organismus

Mesenchymale Stammzellen spielen eine wichtige Rolle in allen reifen Geweben. Es wird
vermutet, dass MSCs ein Reservoir von Reparaturzellen bilden, die schnell als Antwort auf
Verletzungs- oder Krankheitssignal mobilisiert werden, und in verschiedene Zelllinien
differenzieren konnen (DE BARRY et al. 2004).

Mesenchymale Stammzellen produzieren ein breites Spektrum von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen, die Einfluss auf die Zellen in der Umgebung haben (HAYNESWORTH et al.
1996). Die von MSCs sekretierten bioaktiven Substanzen kdnnen eine autokrine oder eine
parakrine Wirkung auf die lokale Umgebung haben (CAPLAN & DENNIS 2006). Sie werden
beispielweise im Fall einer hochgradigen Ischdmie oder einer anderen Schadigung des
Gewebes MSCs von der geschadigten Stelle im Korper durch Entziindungsmediatoren
angelockt. Dort setzten die Stammzellen verschiedene bioaktive Substanzen frei, die
Reparatur- und Regenerationsprozesse unterstiitzen. Die Apoptose wird gehemmt,
wohingegen die Angiogenese und Zellteilung stimuliert werden (CAPLAN & DENNIS
2006). Dadurch entsteht u. a. weniger Narbengewebe.

Des Weiteren weisen MSCs eine antiinflammatorische und immunregulatorische Wirkung
auf, indem sie antigenspezifische T-Zellproliferation und Zytotoxizitat inhibieren. Diese
Eigenschaft ermdglicht den Einsatz in der Therapie von immunbedingten Erkrankungen
(UCCELLLI et al. 2008).

Aus diesen Grunden gewinnen MSCs immer gréRere Bedeutung in der regenerativen Medizin
und im so genannten ,, Tissue Engineering . Diverse Studien beschreiben einen potenziellen
Einsatz von Stammzellen zur Therapie von Erkrankungen wie z. B. Rickenmarkstrauma,
Herzinfarkt, Lungenfibrose, Knochen- und Knorpeldefekte sowohl in préklinischen Studien
mit Tiermodellen als auch in der Human- und in Tiermedizin (FORTIER & TRAVIS 2011,
SHAKE et al. 2002; WANG et al. 2002). Die Stammzelltransplantation stellt potenziell eine
der besten Therapiemdglichkeiten bei Rickenmarkstraumata dar (OHTA et al. 2003).
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2.1.2.3 Mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe

ZUK und Mitarbeiter (2001) stellen fest, dass Fettgewebe eine zusétzliche Quelle von
mesenchymalen Stammzellen ist. Es konnten aus humanen Lipoaspiraten Zellen isoliert
werden, die in vitro ein osteogenes, adipogenes, myogenes und chondrogenes
Differenzierungspotenzial zeigen. Es wird durch molekulare und biochemische
Untersuchungen bestatigt, dass diese Zellen zur Stammzellenpopulation gehoren.

Fir aus dem Fettgewebe isolierte Stammzellen werden in der Fachliteratur unterschiedliche
Bezeichnungen ausgegeben. Zur Beschreibung der aus dem Fettgewebe isolierten,
plastikadherenten, multipotenten Zellpopulation finden sich Begriffe wie: ,,stromal cells“,
,,adipose endothelial cells“, ,,adipose derived adult stromal cells (ADSC)“, ,,adipose stromal
cells (ASCs)“, ,,adipose mesenchymal stem cells (AdMSC)*, ,,processed lipoaspirate (PLA)
cells*, ,,adipos -derived adult stem cells (ADAS)“ oder ,,adipose-derived stem/stromal cells
(ASCs)“. Die internationale ,, Fat Applied Technology Society* schlagt den Begriff “adipose-
derived stem cells (ASCs) (BUNNEL et al. 2008) vor, der im Folgendem verwendet wird.
Die aus dem kaninen Fett isolierten plastikadhertenten Zellen kénnen auch als multipotente
MSCs angesehen werden, weil sie sich mindestens in vier verschiedene Richtungen (Knorpel,
Knochen, Fett, Muskel) differenzieren. ASCs kdnnen fur einen klinischen Einsatz einfach in
vitro vermehrt werden und zeigen keine Chromosomenénderungen. Die aus dem Fettgewebe
isolierten Stammzellen kénnen im fliissigem Stickstoff gelagert werden (VIEIRA et al. 2010).
ASCs erfiullen die wichtigsten Herausforderungen als Material fir Tissue engineering. Sie
kdnnen in groBen Mengen einfach und nicht invasiv isoliert und in Kultur vermehrt werden.
ASCs konnen autolog transplantiert werden und eine immunsuppressive Therapie ist in
diesem Fall nicht notig. Da es sich um adulte Stammzellen handelt, stellt der Einsatz keine
ethischen und logistischen Probleme dar (NOHROUDI et al. 2010).

2.1.3 Stammzelltherapie: Art der Stammzellen und Applikation

Bei der Stammzelltherapie werden autologe oder allogene MSCs angewendet. Bei autologen
Transplantation stammen die Zellen aus dem gleichen Organismus. Im Gegensatz dazu sind
allogene Transplantate korperfremd und kommen von einem Spender derselben Art (DE
BARRY et al. 2004).
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Zur Therapie in der Humanmedizin werden aus ethischen Aspekten adulte Stammzellen
verwendet, deren Einsatz mit weniger ethischen Problemen im Vergleich zu embryonalen
Stammzellen, einhergeht. Besonders problematisch stellt sich die Gewinnung von
embryonalen humanen Stammzellen dar, weil diese mit der Zerstérung menschlicher
Embryonen verbunden ist (HUSING et al. 2003). AuBerdem besteht aufgrund der
unkontrollierten Proliferations- und Differenzierungsmdglichkeiten der embryonalen
Stammzellen die Gefahr der Tumorentstehung (SYKOVA & JENDELOVA 2007).

Die Stammzellen kénnen lokal oder systemisch transplantiert werden. Bei lokaler Gabe
werden Stammzellen direkt in das geschadigte Gewebe injiziert, z. B. eine lokale Injektion
von aus dem Knochenmark isolierten MSCs direkt in die Riickenmarkslasion unterstiitzt bei
Ratten die Heilung des Nervengewebes (WU et al. 2003). Bei Pferden werden MSCs direkt
intraldsional in die verletzten Sehnen appliziert (HERTHEL 2001). Im Falle der Arthrose
konnen die Stammzellen direkt in die Gelenkhohle injiziert werden. Zur Behandlung der
Knorpeldefekten ist eine Applikation von Stammzellen haltigen Geristsubstanz zu empfehlen
(BURK et al. 2011).

Im Rahmen von der systemischen Transplantation werden die Stammzellen entweder
intravends oder intraarteriell appliziert (DE BARRY et al. 2004). Nach einer intravengsen
Gabe konnen die Stammzellen zur L&sion migrieren und durch eine offene Blut-Hirn-
Schranke sogar ins Gehirn- oder Riickenmarksgewebe wandern (SYKOVA & JENDELOVA
2006).

Im Gegensatz dazu beschreibt HOFFMANN (2005) keine deutliche Stammzellaufnahme
durch geschéadigtes Myokard nach intravendser Applikation. Er schlagt vor, dass man die
Stammzellen intraarteriell oder chirurgisch direkt in das Gewebe implantieren sollte, um
einen optimalen therapeutischen Effekt zu erzeugen. Eine mogliche Stammzellenaufnahme
durch die betroffenen Organe hangt davon ab, ob eine chronische oder akute Schadigung
vorliegt. Bei akuten Myokarderkrankungen ist die Stammzellenaufnahme durch die
betroffenen Organe hoher als bei einem chronischen Geschehen (PENICKA et al. 2007).

Bei Lé&sionen des Zentralnervensystems schlagen OHTA und Mitarbeiter (2004) eine
Stammzellgabe in den Liquor cerebrospinalis vor. Diese Injektion ist fir das
Rickenmarksgewebe eine schonende Implantationsmethode. Die Stammzellen aus dem
Knochenmark (BMSCs) heften sich an die Pia mater an und kdnnen durch die verletzte
Hirnhaut in das Rickenmark eindringen (OHTA et al. 2004).



Literatur

In einer Studie von KERKIS und Mitarbeitern (2008) stellt bei der Golden Retriever
Muskeldystrophie (GRMD) eine systemische intraarterielle Stammzellinjektion ein besserer
Implantationsweg als eine lokale intramuskulére Injektion dar.

McCOLGAN und Kollegen (2011) fassen die bisherigen Stammzell-Tracking Studien aus der
Humanmedizin (n = 19) zusammen. Signifikante Faktoren flr die Zellaufnahme durch
geschadigte Organe sind Zahl und Reinheit der injizierten Stammzellen. Reine Stammzellen
werden anhand der fiir Stammzellen typischen Marker wie CD34+ und CD133+ in einem
ersten Schritt isoliert. Die Zellzahl zeigt eine negative lineare Korrelation zur Aufnahme in
Organe. Im Gegensatz dazu weist die Zellreinheit eine positive lineare Korrelation zur
Aufnahme durch die Organe auf. Es wird daher vorgeschlagen bei Stammzelltherapie lieber

weniger aber dafur nur hochselektierte Stammzellen zu applizieren.

2.1.3.1 Reaktion nach Stammzellimplantation

Es wird beschrieben, dass Stammzellen nicht oder nur in einem sehr geringem Malie
immunogen sind, weil sie keine Expression der MHC Kilasse 1l zeigen (MAJUMDAR et al.
2003). MSCs zeigen auch eine niedrige Expression von MHC (Major Histocompatibility
Complex) Klasse |1 (LE BLANC et al. 2003). Beide Eigenschaften haben eine grolie
Bedeutung fir das Immunsystem des Empfangers. Es wird angenommen, dass die MSCs sich
im geschadigten Gewebe in den gewinschten Phanotyp differenzieren und das geschadigte
Gewebe somit repariert wird (DE BARRY et al. 2004). Die Stammzellen integrieren sich im
Wirtsmilieu und antworten auf intrinsische Signale. Des Weiteren scheiden die Stammzellen
bioaktive Faktoren aus und beeinflussen dadurch Reparatur- und Regenerationsprozesse. Sie
besitzen dadurch eine immunmodulierende und immunsuppressive Wirkung. Die Apoptose
und Entstehung von Narbengewebe wird gehemmt und die Angiogenese induziert. Weiter
werden die Zellteilung und die Zelldifferenzierung gefordert (SYKOVA & JENDELOVA
2007).

Die immunmodulierenden und immunsuppressiven Eigenschaften stellen eine Hoffnung bei

der Therapie von immunmediierten Erkrankungen bei Menschen dar (UCCELLI et al. 2008).
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2.1.4  Allgemeiner Einsatz von Stammzellen in der Neurologie

Fur den Einsatz von Stammzellen in der Neurologie sind vielféltige Mdglichkeiten
beschrieben worden. Sie finden Einsatz in Studien bei neurodegenerativen Erkrankungen,
Gehirninfarkten und auch bei Gehirn- und Rickenmarkstraumata (WU et al. 2003,
STRAUER et al. 2002, MAZZINI et al. 2006). Die meisten Untersuchungen werden jedoch in
Rahmen von préklinischen Studien mit Tiermodellen durchgefihrt. In der Literatur sind nur
einzelne Fallberichte aus der Humanmedizin tber Einsatzversuche von Stammzellen bei
neurologischen Erkrankungen beschrieben.

Eine neuroprotektive Wirkung von Stammzellen durch den sogenannten by stander
Mechanismus beschreibt UCCELLI und Mitarbeiter (2008). MSCs konnen durch
Zytokinproduktion die Neuronen und Oligodendrozyten vor einer Apoptose retten. Weiterhin
kdnnen sie einen antientziindlichen und antiproliferativen Einfluss auf Astrozyten und
Mikrogliazellen ausiuben. MSCs haben theoretisch das Potenzial, Proliferation und Reifung
von neuralen Prekursorzellen zu beeinflussen.

SYKOVA (2006) beschreibt in einer Studie aus der Humanmedizin bei 20 Patienten nach
einem akuten oder chronischen Riickenmarkstrauma und darauffolgende MSCs Implantation
eine Verbesserung der motorischen und sensorischen Funktion. Eine weitere Studie aus der
Humanmedizin beschreibt, dass 4 von 7 Patienten mit amyotropher Lateralsklerose nach
autologer intraspinaler MSCs Applikation eine deutliche Verlangsamung des Fortschreitens
der Erkrankung Uber 36 Monate zeigen (MAZZINI et al. 2006). Bei schwerem Morbus
Parkinson bringt eine Transplantation der embryonalen Dopaminneuronen bei jingeren
Patienten (< 60 Jahre) im Gegensatz zu alteren Patienten (> 80 Jahre) eine Kklinische
Verbesserung (FREED et al. 2001). MANCARDI und Mitarbeiter (2008) zeigen, dass die
Stammzelltherapie eine Mdoglichkeit der Therapie bei Patienten mit Multipler Sklerose
darstellt, besonders wenn die Standardtherapie versagt.

Weitere in Literatur beschriebene Studien werden mit Versuchstieren durchgefthrt.

OHTA und Mitarbeiter (2003) transplantieren bei Ratten nach Setzen einer definierten
Rickenmarkslasion mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark in den vierten
Ventrikel der Ratte. Die behandelten Ratten zeigen eine verbesserte Motorik im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Zuséatzlich zeigt sich in der pathohistologischen Untersuchung eine

verminderte Hohlenentstehung im Riickenmark.
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Es wird keine Differenzierung in neurale Zellen (Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten)
nachgewiesen. Man nimmt an, dass die MSCs durch Produktion von trophischen Mediatoren
die Regeneration des Riickenmarks unterstiitzen. ERB und Mitarbeiter (2011) berichten tber
den Einsatz von Stammzellen bei einem akuten Riickenmarkstrauma bei Hunden. Neun
Hunde mit Bandscheibenvorfall und eine Katze nach Wirbelfraktur ohne Tiefensensibilitat
erhalten intrathekal aus dem Humerus isolierte MSCs. Im Durchschnitt ist nach 2,25 Tagen
bei 90 % der Patienten die Tiefensensibilitét feststellbar.

LIM und Kollegen (2007) und RYU und Mitarbeiter (2009) beweisen eine neuroprotektive
Wirkung von Stammzellen bei der Behandlung von Riickenmarkstraumata bei Hunden. Die
Studie von LIM et al. stellt eine experimentelle Untersuchung dar, in der die Hunde nach 8
Wochen nach dem Trauma euthanasiert werden und aufer einer Klinischen Evaluation, einer
MRT-Untersuchung und Elektrodiagnostik erhalten. Das Rickenmark der untersuchten
Hunde wird einer pathohistologischen Analyse unterzogen. In der histopthologischen
Untersuchung zeigt sich eine geringere Hohlenbildung im Riickenmarksparenchym, sowie ein
héherer Myelinisierungsgrad bei Patienten, die MSCs aus dem Nabelschnurblut oder MSCs
und rmhGCFS (recombinant methionyl human granulocyte colony-stimulating factor)
erhalten haben. Es kann jedoch kein genauer Regenerationsmechanismus beschrieben werden.
Mittels MRT-Untersuchung kann nur die Auspragung der Rickenmarksschéden dargestellt
werden. Die applizierten Stammzellen an sich werden in der Studie nicht nachgewiesen, eine
Markierung mit Kontrastmittel findet nicht statt.

RYU und Mitarbeiter (2009) zeigen, dass eine ASCs-Injektion in das Ruckenmark eine
Woche nach einem Riickenmarkstrauma bei 5 Hunden zu einer klinischen Verbesserung im
Gegensatz zur Kontrollgruppe (eine PBS-Injektion (n = 3); keine Therapie (n = 3)) flhrt. Die
Nervenleitgeschwindigkeit bei der mit ASCs therapierten Tieren war signifikant hoher. In der
pathohistologischen Untersuchung vom Rickenmark nach 9 Wochen zeigen sich
geringgradige Hinweise auf eine Differenzierung in Oligodendrozyten, Astrozyten sowie

Neuronen.
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2.15 Weiterer Einsatz von mesenchymalen Zellen in der Human- und

Veterinarmedizin

Humanmedizin:

Hé&matopoetische Stammzellen werden routineméflRig zur Behandlung von Leukémie
eingesetzt (TABBARA et al. 2002). Die allogene und autologe Knochenmarktransplantation
wird seit 25 Jahren klinisch in der Humanmedizin eingesetzt (ZANDER et al. 2001).

Auf den Gebieten der Kardiologie und Orthopédie sind einzelne Falle wvon
Stammzelltherapieversuchen in der Humanmedizin beschrieben.

In der Humankardiologie gibt es unterschiedliche Studien: MSCs werden bei Patienten nach
Herzinfarkt in das geschadigte Myokardgewebe lokal transplantiert. Dadurch kann eine
bessere Funktion des Myokards und dessen Perfusion erreicht werden (STAMM et al. 2003;
AL KHALDI et al. 2003). ORLIC und Mitarbeiter (2001) stellen die These auf, dass MSCs
eine positive Wirkung beim Vorliegen von Koronararterienerkrankungen besitzen, denn sie
kdénnen Myocard de novo bilden.

Des Weiteren sind einige Einsatzmaoglichkeiten in der Orthopédie beschrieben:

QUARTO und Kollegen (2001) zeigen in seiner Studie, dass Patienten mit einem
hochgradigem Knochendefekt nach einer lokalen Stammzelltherapie eine bessere und
schnellere Knochenheilung zeigen. PONTICIELLO und Mitarbeiter (2003) bestétigen in
seiner Studie, dass Implantation von hMSCs in Knorpeldefekten zu einer Knorpelbildung und
zur vollstandigen Fillung der Defekte flhrt. Bei Osteogenesis imperfecta - einer
Knochenerkrankung, die mit Veranderungen des Kollagens Typ | und dadurch einer abnorm
hohen Knochenbrichigkeit einhergeht, bringt eine intraventse Injektion mit unmanipulierten
Knochenmarkzellen eine deutliche Verbesserung der Knochenstruktur und eine Verringerung
der Frakturrate (HOROWITZ et al.1999).

Stammzellen in der Veterindrmedizin:

Die Stammzelltherapie wird in der Tiermedizin auf unterschiedlichen Ebenen eingesetzt wie
z. B. zu therapeutischen Zwecken, besonders beim Pferd und Hund. Sie stellt eine
bahnbrechende Mdglichkeit fir den Artenschutz und den Erhalt bedrohter Tierarten im
Rahmen internationaler Zuchtprogramme dar. Hier handelt sich um Techniken wie testis

xenografting oder spermatogonial stem cell transplantation. Weiterhin werden viele Klein-
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und GroRtierarten in préklinischen Studien in der Humanmedizin eingesetzt (FORTIER &
TRAVIS 2011).

In der Tiermedizin findet die Stammzelltherapie ihren Einsatz im Bereich von Erkrankungen
des Bewegungsapparates beim Pferd besonders bei Sehnenverletzungen wie z. B. L&sionen
der oberflachlichen Beugesehne oder seltener zur Behandlung von Arthrosen (BURK et al.
2011). Bei Sportpferden werden MSCs mit guten Erfolgen zur lokalen Therapie der
Fesseltragerverletzung eingesetzt (HERTHEL 2001). Weitere Studien zeigen eine Erfolgsrate
von 84,5 % nach der MSCs-Therapie des Fesseltragers und der oberflachlichen Beugesehne
(BURK & BREHM 2011). PACCINI und Mitarbeiter (2007) stellen eine Therapieerfolgsrate
von 90 % bei 10 Galopprennpferden mit oberflachlicher Beugesehnenverletzung nach der
Applikation von MSCs mindestens nach 2 Jahren fest. Alle Pferde in der Kontrollgruppe
zeigen in der Zeit ein Rezidiv. Experimentelle Studien beweisen, dass biomechanische,
histologische und biochemische Eigenschaften einer behandelten Sehne deutlich besser sind
als bei einer unbehandelten Sehne (SCHNABEL et al. 2009).

Im Bereich der Kleintiermedizin liegt der Forschungsschwerpunkt in den Fachgebieten
Orthopadie und Neurologie (BRUDER et al. 1998; ABDEL-HAMID et al. 2004). BLACK
und Mitarbeiter (2007) zeigen den Einsatz autologer MSCs zur Behandlung der Arthrose bei
Hunden. Arthrose charakterisiert sich durch eine Degeneration des Gelenkknorpels, mit einer
Abnahme von Matrix und Fissurformation, zum Teil mit vollstandigem Schwund der
Knorpeloberflache. In einer doppelt-geblindeten Placebo kontrollierten Studie werden Hunde
mit Coxarthrose und ausgepragten klinischen Symptomen, wie Lahmheit, eingeschrénkte
Bewegung und Schmerzen mit einer MSCs Injektion in das Huftgelenk behandelt. Die
Kontrollgruppe erhdlt eine Placeboinjektion. Die mit MSCs therapierten Tiere zeigen im
Vergleich zu Kontrollgruppe nach 30, 60 und 90 Tagen eine durch den Tierarzt und Besitzer
dokumentierte Besserung der klinischen Symptome.

Eine weitere Studie von BLACK und Kollegen (2008) beweist einen positiven Einfluss von
MSCs bei Gonarthrose bei Hunden. MURPHY und Mitarbeiter (2003) beschreiben eine
vermehrte Regeneration der Menisken, eine verminderte Degeneration des Gelenkknorpels,
aber auch eine Osteophytenneuformation bei Ziegen mit Arthrosen nach lokaler MSCs-
Injektion.

Die Stammzelltherapie stellt eine grof’e Hoffnung flr die Therapie der Muskelerkrankungen
wie z. B. der Duchenne Muskeldytrophie bei Menschen dar. Die Golden Retriever

Muskeldystrophie (GRMD) stellt ein addquates Tiermodel fir diese Erkrankung dar. Bis jetzt
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werden Studien mit Stammzellen aus Zahnpulpa (KERKIS et al. 2008) und geféaRassozierten
Stammzellen (Mesangioblasten) mit positiven Ergebnissen zur Behandlung der GRMD
durchgefuhrt (DE ANGELIS et al. 1999; SAMPAOLESI et al. 2006). Hunde, die mit
Mesangioblastenzellen mittels einer Injektion in die Femoralvene behandelt werden, zeigen
eine Dystrophinexpression. Andere Golden Retriever, die mit Stammzellen aus der Zahnpulpa
mit einer entweder intraarteriellen oder intramuskuldren Injektion behandelt werden, zeigen
eine minimale Dystrophinexpression. Eine weitere Studie von ROUGER und Mitarbeiter
(2011) beweist, dass eine intraarterielle Injektion der allogenen Stammzelllen aus den
Muskeln bei 3 Golden Retriever mit GRMD zu einer Dystrophinexpression und einer
Stabilisierung der pathologischen Befunde und klinischen Funktionen fuhrt. DELL AGNOLA
(2004) stellt jedoch in eigener Studie dar, dass transplantierte humane Stammzellen aufgrund
der immunmodulierenden Wirkung zu einer klinischen Besserung bei Golden Retriever mit
GRMD fihren. In dieser Untersuchung kann eine Dystrophinexpression nicht nachgewiesen
werden.

Obwohl Stammzellen potenziell auf vielen Gebieten sowohl in der Human- als auch
Tiermedizin eingesetzt werden kénnen, fehlen Langzeitstudien, welche die Sicherheit dieser
Behandlungsart bestétigen. Deshalb wird der Einsatz von Stammzellen oft nur in einzelnen
Féllen beschrieben (DJOUAD et al. 2009).

2.2 Molekulare Bildgebung

Die oben beschriebenen Studien unterstreichen das grofle therapeutische Potenzial der
Stammzellen. Bisher ist nicht genau bekannt, was mit den injizierten Zellen sowohl bei Tieren
als auch Menschen genau passiert, wie sie sich in einem Organismus verhalten, oder wie
lange sie im Kdorper bleiben. Eine Maglichkeit diese Zellen in einem lebenden Organismus zu
beobachten stellt die molekulare Bildgebung dar.

»Molekulare Bildgebungsmethoden ermoglichen die rdumliche und zeitliche Beschreibung
des zu untersuchenden Prozesses auf eine nicht-invasive Weise* (KRUTTWIG 2009).

Es werden bisher verschiedene bildgebende Verfahren zur Darstellung von Zellen
beschrieben wie z. B. die Szintigraphie (DING et al. 2004), die Magnetresonanztomographie
(MODO et al. 2005), die Biolumineszenz (CHAUDHARI et al. 2005), die
Multiphotonenmikroskopie (MIZRAHI et al. 2006), die Positronen-Emissions-Tomographie

(PET) (WU et al. 2006) und die Single-Photon-Emission-Computed-Tomographie (SPECT)
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(ZHOU et al. 2005). Die Szintigraphie sowie die zwei zuletzt genannten Methoden gehdren
zur nuklearmedizinischen Bildgebung. Bei diesen Verfahren wird eine schwach radioaktiv
markierte Substanz (Radiopharmakon) verwendet. Der Nachteil wvon nuklearen
Markierungsmethoden ist die kurze Halbwertszeit der Isotope. Die markierten Zellen kdnnen
nur Uber einen Zeitraum von wenigen Tagen verfolgt werden. Eine weitere Einschrankung
stellt die ionisierende Strahlung dar: radioaktive Marker beeinflussen die Zellfunktion und die
Zellteilung (McCOLGAN et al. 2011). Aus obengenannten Griinden werden nicht nukleare
bildgebende Verfahren wie Magnetresonanztomographie (MRT) bevorzugt. Mittels MRT-
Untersuchung konnen nicht nur das Verhalten einzelner Stammzellen in vitro untersucht
werden, sondern diese Untersuchung kann ohne negativer Auswirkung in vivo bei Tieren und
Menschen eingesetzt werden. Aus diesem Grund widmet sich die vorliegende Arbeit der
Untersuchung der Zellen mittels Magnetresonanztomographie. Die MRT stellt eine nicht
invasive Technik dar, implantierte Stammzellen und deren Migration, Wachstum und
potenzielle Nebenwirkungen und das umliegende Gewebe zu beobachten. Zur genaueren
Darstellung der Zellen missen diese mit einem MRT-Kontrastmittel markiert werden
(SYKOVA & JENDELOVA 2007).

2.2.1  Magnetresonanztomographie

2.2.1.1 Physikalische Grundlagen

,,Die Eigenschaft eines Atoms sich um die eigene Achse zu drehen wird als Kernspin oder
Eigendrehimpuls der Kerne bezeichnet. Da sich die Ladung der Kerne mitbewegt, wird
elektrischer Strom erzeugt und es entsteht ein Magnetfeld, das eine Dipolcharakteristik mit
der Symmetrieachse entlang der Drehachse aufweist® (SCHICK 2005). Das
Wasserstoffproton (H+) spielt die grolte Rolle in der Bildgebung, da es ein elementarer
Bestandteil von Wasser und Fett ist, daher im Kérper haufig vorkommt und im Vergleich zu
anderen lonen ein grolRes magnetisches Moment erzeugt (NITZ 2007).

Das magnetische Feld jedes Wasserstoffprotons hat zunéchst eine ungerichtete Orientierung,
so dass sich die Ladungen gegenseitig aufheben und die Summe der Vektorrichtungen der
Magnetfeldern in einem Korper null betragt (POOYA et al. 2004).

Im Magnetfeld des Tomographen richten sich die Protonen jedoch entweder parallel oder

antiparallel aus. Bei einer Feldstdrke von 1 Tesla und 37 °C betragt das Verhaltnis der
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parallelen zu den antiparallelen VVektoren 1000 007 zu 1000 000. Die parallele Ausrichtung ist
energetisch gunstiger (EDELMAN et al. 2006). Um die Magnetisierung nachzuweisen,
mussen die Protonenfelder aus ihrer Ausrichtung entlang des Hauptmagnetfeldes des
Tomographen (B0) ausgelenkt werden (REISER 2002). BO ist das statische Magnetfeld in
einem Magnetresonanztomograph.

Als Magnetisierung (M) wird die Summe der Vektoren der magnetischen Momente in einem
Korper bezeichnet. Die Einheit von BO ist Tesla oder Gauss. 1 Tesla entspricht 10 000 Gauss.
Die Stdarke von 1 Tesla entspricht etwa 20 000fachen Feldstarke des Erdmagnetfeldes
(WESTBROOK, KAUT, ROTH & TALBOT 2011). Die Feldstirke eines
Ganzkorpermagnetresonanztomographen liegt meist zwischen 0,2 T und 3 T (SCHICK 2005).
Der Magnetisierungsvektor M kann in 2 Teilkomponenten eingeteilt werden: Langs- bzw.
longitudinale Magnetisierung Ml und Quer- bzw. transversale Magnetisierung Mt zu BO
(REISER 2002).

Die transversale Magnetisierung fuhrt im &uReren statischen Magnetfeld eine
Rotationsbewegung (Prazession) aus, mit einer Frequenz, die als Larmorfrequenz bezeichnet
wird. Die Larmorfrequenz hangt von der untersuchten Kernart und der Magnetfeldstarke ab.
Fur Wasserstoffprotonen betragt die Larmorfrequenz ca. 42,6 MHz/Tesla und ist proportional
zur Feldstéarke (SCHICK 2005).

2.2.1.2 Resonanzeffekt

Durch einen Hochfrequenz-Sender kann die Langsmagnetsierung in eine Quermagnetisierung
umgewandelt werden. Es entsteht ein Hochfrequenz-Magnetfeld B1 senkrecht zu dem
statischen BO in dem untersuchten Gewebe (BROWN & SEMELKE 2010).

Wenn die eingestrahlte Hochfrequenz identisch mit der Larmorfrequenz ist, entsteht ein so
genannter Resonanzeffekt. Der Magnetisierungsvektor M wird in die Querausrichtung
verlagert und die Protonen prazessieren mit der Larmorfrequenz. Als Prézession wird eine
Richtungsanderung der Achse eines rotierenden Korpers verstanden, wenn darauf ein
Drehmoment durch &ullere Kréfte ausgetibt wird (SCHICK 2005).
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2.2.1.3 Relaxation, Repetitionszeit, Echozeit

Als Relaxation beschreibt man den Vorgang, bei dem die Spins nach dem Ende des
hochfrequenten Pulses in ihren Gleichgewichtszustand zurlickkehren. Dabei wird Energie in
Form eines elektromagnetischen Signals frei. Dieses Signal kann empfangen werden. Dabei
ist das empfangene Signal deutlich schwécher als der urspringliche Impuls
(LAUBENBERGER 1999).

Es wird zwischen 2 Relaxationsprozessen unterschieden: das Wiedererlangen der
Langsmagnetisierung, die durch die Ldangs- oder Spin-Gitter-Relaxationszeit (T1)
charakterisiert wird und der Relaxation der Quermagnetisierung, die durch die Quer- oder
Spin-Spin-Relaxationszeit (T2) charakterisiert wird (REISER 2002).

Als Repetitionszeit (TR) beschreibt man die Zeit, die zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Anregungen derselben Schicht vergeht (WEISHAUPT et al. 2009).

Die Echozeit (TE) nennt man die Zeitspanne zwischen der Anregung bis zur Messung des
MR-Signals (WEISHAUPT et al. 2009).

2.2.1.3.1 Langs- und Querrelaxation (T1- und T2-Zeit)

Langsrelaxation (T1-Zeit)

Die longitudinale Magnetisierung kann als eine Funktion der gewebespezifischen
Relaxationszeit beschrieben werden. Diese Zeit gibt an, mit welcher Geschwindigkeit sich
eine gedrehte Magnetisierung wieder parallel zum Hauptmagnetfeld ausrichtet. Sie wird als
T1-Relaxationszeit bezeichnet (NITZ 2007). Die longitudinale Relaxation ist mit einer
Energieabgabe an die Umgebung verbunden und wird aus diesem Grund auch Spin-Gitter-
Relaxation genannt. Die nach einem HF-Impuls entstanden Langsmagnetisierung ist abhangig
von dem sogenannten Auslenkungswinkel. Nach einem 90° Impuls verschwindet die
Langsmagnetisierung. Wenn der Winkel grofer als 90° ist (z.B. ein 180° Inversions-HF
Impuls) betrdgt die longitudinale Magnetisierung - MO. Als ,, Inversion recovery‘ beschreibt
man der Wiederanstieg der longitudinalen Magnetisierung nach einem Inversions-Impuls
(EDELMAN et al. 2006). Nach einer ,,Invertierung® (Umkehr) der Magnetisierung liegt nur
eine Langsmagnetisierung vor, da keine Quermagnetisierung vorhanden ist. Wenn der
Umkehrpunkt erreicht ist, betragt der VVektor der Magnetisierung null (NITZ 2007).
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Querrelaxation (T2-Zeit)

Die transversale Magnetisierung besteht aus vielen individuellen magnetischen Momenten der
Wasserstoffprotonen, die sich in gleiche Richtung bewegen. Es kommt zu einer Dipol-Dipol-
Interaktion zwischen den benachbarten Nuklei. Der Spin eines einzelnen Wasserstoffkerns der
zufallig parallel ausgerichtet zum angelegten externen Magnetfeld ist, besitzt ein
magnetisches Moment, welches sich mit dem externen Feld Uberlagert. Dies beeinflusst das
Magnetfeld der umgebenden Wasserstoffprotonen. Die rotierenden Molekile fuhren zu
Feldfluktuationen, was eine langsame Dephasierung, das heil3t, Verlust der Phase verursacht.
Die Zeit, in der dieser Dephasierungseffekt stattfindet, nennt man T2-Relaxationszeit
(WEISHAUPT et al. 2009). Die transversale Relaxation kann als der Verlust der transversalen
Magnetisierung durch die Spins, die aulRer der Phase geraten, beschrieben werden (NITZ
2007). Es wird keine Energie an die Umgebung abgegeben, die Spins tauschen vielmehr die
Energie untereinander aus (NITZ 2007).

Jedoch auch der Magnetresonanztomograph und der untersuchte Korper selber verursachen
starke Inhomogenitaten des aufleren Magnetfelds BO, was die Dephasierung zusétzlich
verstarkt. Das Ausmall des Einflusses dieser Inhomogenitaten kann mit einem zusétzlich
angewandeten 180° Impuls vermindert werden (WEISHAUPT et al. 2009).

Die Vorgdnge der T1- und T2- Relaxation finden gleichzeitig statt und sind voneinander
unabhéngig.

Das MRT-Signal zerféllt in den ersten 100 - 300 ms aufgrund der T2-Relaxation, lange bevor
sich die Langsmagnetisierung aufgrund der T1-Relaxation wieder aufgebaut hat (0,5 - 5 s)
(WEISHAUPT et al. 2009).

2.2.1.4 Gradientenecho-Sequenz

Gradientenechosequenzen werden auch abhdngig vom Hersteller des Tomographen als
Gradientenecho (GRE), GRASS oder Fast-Field-Echo (FFE) bezeichnet. Bei der Sequenz
werden anstatt eines typischen Hochfrequenzimpulses Gradientenspulen verwendet um das
Echo zu erzeugen. Dabei wird ein Frequenzcodiergerdt mit einer negativen Polaritét
eingeschaltet, was eine Dephasierung der Spins verursacht. Im Anschluss erfolgt eine
Umschaltung auf eine positive Polaritat. In diesem Moment kommt es zur Rephasierung und

zum Echo. Bei der Sequenz koénnen kurze Repetionszeiten (TR) erreicht werden. Der
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Hauptvorteil dieser Sequenz besteht in einer sehr schnellen Bildakquisition (WEISHAUPT et
al. 2009).

Bei sehr schnellen Gradientenecho-Sequenzen mit kurzer TR kann es vorkommen, dass vor
der nachsten Anregung noch ein Restsignal vorhanden ist. Dieses verbliebene Signal muss
absichtlich zerstort werden. Dieser Prozess wird als ,,Spoiling™ bezeichnet. Bei Sequenzen,
die das ,,Spoiling® nutzen wird T1-Wichtung betont (WEISHAUPT et al. 2009).

Bei Gradientenecho-Sequenzen werden Feldinhomogenitaten nicht ausgeglichen, da ein
zusatzlich angewandter 180° Impuls (s. 0.) fehlt. Das Signal zerfallt wahrend der
Zeitkonstante T2. Der resultierende T2*-Kontrast kann durch TE beeinflusst werden. Bei sehr
kurzer TE erreicht man eine optimale T1-Gewichtung und der T2*-Kontrast wird minimiert
(NITZ 2007).

Wenn T2*-Kontrast gewinscht ist, wird TE verlangert. T2*-gewichtete Bilder kénnen bei der
Detektion von paramagnetischen Substanzen wie z. B. von Blutprodukten oder
Kalkablagerungen helfen, da sie aufgrund des fehlenden 180-Impulses und der langeren TE
flr Feldinhomogenitaten sehr sensibel ist (WEISHAUPT et al. 2009).

Phase .

Readout — : ! ——

ADC

Signal \f \1
Abbildung 2: Pulssequenz Diagramm nach McROBBIE 2006
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2.2.1.5 Kontrast

Der Bildkontrast, d. h. die Helligkeitsunterschiede in einem MRT-Bild, werden durch drei
Parameter beeinflusst: durch die Protonendichte, das hei8t die Anzahl der anregbaren Spins
pro Volumeneinheit, durch Relaxationszeiten und Anregung und Aufnahme des Signals.
Wenn der Bildkontrast hauptsachlich von T1 bestimmt wird, werden die Bilder als T1-
gewichtet bezeichnet (WEISHAUPT et al. 2009). Bei T2-gewichteten Bildern hangt der
Kontrast vor allem von der Zeitkonstante T2 ab (EDELMAN et al. 2006). In einem T1-
gewichteten Bild werden die Gewebe mit kurzer T1-Relaxationszeit hyperintens dargestellt.
Diese Art vom Gewebe relaxiert schnell und gibt nach einer erneuten Anregung ein hohes
Signal ab. Im Gegensatz dazu werden die Gewebe mit einer langen T1-Relaxationszeit
hypointens dargestellt (EDELMAN et al. 2006).

Die Echozeit (TE) reprasentiert die Zeit von der Anregung bis zur Messung des MR-Signals.
Eine kurze Echozeit ist fir eine geringe T2-Gewichtung verantwortlich. Gewebe mit kurzer
T2-Relaxationszeit erscheinen auf T2-gewichteten Bildern hypointens, wahrend Gewebe mit
einer langen T2-Relaxationszeit hyperintens dargestellt werden. Im zweiten Fall ist noch
ausreichend Transversalmagnetisierung vorhanden um ein Signal an der Spule zu induzieren
(WEISHAUPT et al. 2009).

Tabelle 2: nach Weishaupt (2009): Absolute Werte von T1 und T2 (in ms) flr verschiedene Gewebe

Gewebe T1(0,5T) T1(1,57T) T2
Liquor 1800 2400 160
Weille Hirnsubstanz 500 780 90
Graue Hirnsubsatnz 650 920 100
Fettgewebe 210 260 80

2.2.1.6 Nomenklatur in der Magnetresonanztomographie

Zur Beschreibung der Befunde in der Magnetresonanztomographie aufgrund
Signalintensitatsunterschieden werden die Begriffe: hypo-, iso- und hyperintens verwendet.
Zwei Strukturen, die eine &hnliche Helligkeit aufweisen, werden als isointens bezeichnet. Als
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hypointens bezeichnet man eine Struktur, die sich dunkler als das andere Gewebe prasentiert.
Hyperintense Gewebe oder Lasionen stellen sich heller als ihre umliegende Strukturen dar
(GAVIN et al. 2009).

2.2.2  Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie

Als Kontrastmittel (KM) bezeichnet man Pharmazeutika, die die Signalintensitatsdifferenz
zur Verbesserung der diagnostischen Informationen erhéhen. In der Diagnostik von Tumoren,
Entzindungen, Ischdmie und Traumata ist der Einsatz von MR-Kontrastmittel von groRer
Bedeutung. Die KM spielen auch eine groRe Rolle bei Untersuchung der Organperfusion und
Organfunktion (REISER & SEMMLER 2002, LOHR 2007).

Man unterscheidet direkt oder indirekt wirkende Kontrastmittel. Bei direkter Wirkung wird
die Protonendichte eines Gewebes geédndert. Bei der indirekten Wirkung kommt es zur
Veranderung des lokalen Magnetfeldes und dadurch zur Veranderung der T1- und/oder T2-
Relaxationszeiten. Nicht das Kontrastmittel selbst wird dargestellt, sondern der Einfluss des
KM auf das Relaxationsverhalten der Protonen in dessen Umgebung (REISER & SEMMLER
2002). Bei Veranderung des lokalen Magnetfeldes kommt es zu einer Wechselwirkung
zwischen den unpaarten Elektronspins des KM und den umliegenden Wasserstoffkernen der
Fett-, Wasser- und EiweiBmolekile (WEISHAUPT et al. 2009).

Man unterscheidet paramagnetische, superparamagnetische und ferromagnetische KM.
Paramagnetische KM bestehen aus Atomen oder Molekilen, die ungepaarte
Elektronenorbitale in der dufleren Elektronenschale und dadurch ein magnetisches Moment
besitzen. Viele Metallionen wie Fe**, Fe**, CO*, CO*, Gd**, Mn*, Mn**und Ni*" weisen
diese Eigenschaft auf (WEISHAUPT et al. 2009). Zu den paramagnetischen KM gehoren
Gadolinium-Verbindungen. Diese Substanzen verkiirzen besonders die T1-Zeit. Sie entziehen
den angeregten Spins die Energie schneller als dies ohne KM passieren wirde. Aus diesem
Grund nimmt das Signal im MR-Bild zu. Diese KM werden als positive KM bezeichnet
(REISER & SEMMLER 2009).

Superparamagnetische Kontrasmittel besitzen besonders ausgepragte paramagnetische
Eigenschaften. Da paramagnetische lonen in einem Kristallgitter eingeordnet sind, kommt es
zur Vervielfachung der magnetischen Momente. Superparamagnetische Kontrastmittel

verkurzen T2-Zeit, weil sie lokale Feldinhomogenitaten verursachen. Es kommt zu einer
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starken Dephasierung und Signalabnahme, besonders auf T2-gewichteten Bildern. Deswegen
werden diese Substanzen als negative Kontrastmittel bezeichnet (WEISHAUPT et al. 2009).
Ferromagnetische KM bestehen aus Atomverbédnden mit magnetischen Momenten, die ber
viele Atome gekoppelt sind. Die Kontrastmittel besitzen auch ohne &uReres Magnetfeld ein
magnetisches Moment. Diese Kontrastmittel gehoren auch zu negativen KM (WEISHAUPT
et al. 2009).

Aufgrund der Art wie KM sich in einem Korper verteilen, unterscheidet man extrazellulare,
intravaskuldre, Hepatozyten-, Retikulo-Endothelialen-Systems (RES)-, Lymphknoten-,
Tumor- und antigenspezifische KM und Kompartimentfuller (WEISHAUPT et al. 2009).
Extrazellulare Kontrastmittel sind wasserloslich und verteilen sich im extrazellularen Raum
des Korpers. Die meisten in der Klinik verwendete KM gehdren zu dieser Gruppe, wie z. B.
Gd-DOTA  (Meglumin-Gadoterat),  Handelsname:  Dotarem®(GUERBET  GmbH,
Deutschland). Bei intravendser Gabe verursachen sie eine Verkiirzung der T1-Relaxationszeit
und kommen bei T1-gewichteten Sequenzen zum Einsatz. Es kommt zur Signalzunahme
aufgrund Gewebeperfusion oder aufgrund einer unterbrochenen Kapillarschranke (Hirn,
Auge, Ruckenmark, Hoden). Es kommt zur schnellen Diffusion des KM ins Gewebe und zum
Konzentrationsausgleich zwischen vaskularem und interstitiellem Raum. Dotarem® wird in
der T1 gewichteten Sequenzen in MRT-Untersuchung hyperintens dargestellt (REISER &
SEMMLER 2002).

Intravaskuldare KM stellen Molekile dar, die aufgrund ihrer Gréfe nicht aus dem
GeféaRsystem diffundieren kdnnen. Bei Tumoren, Infektionen oder Trauma kommt es zu zur
Zerstorung der Kapillarbarriere und dem Austritt vom KM. Zu dieser Gruppe gehoren
Gadolinium-Komplexe, die an z. B. Dextran gebunden sind oder Eisenoxydpartikel, die eine
Kohlenhydrathille besitzen. Diese KM werden héufiger bei der MR-Angiographie
(GefaRdarstellung) verwendet. Hepatozytenspezifische KM reichern sich in gesunden
Hepatozyten an (REISER & SEMMLER 2002).

RES-spezifische KM werden durch das RES in der Leber und weniger ausgepréagt auch in der
Milz phagozytiert. Aufgrund superparamagnetischer Eigenschaften kommt es zur einen T2-
Verkiirzung. Die Zellen, die Endorem® enthalten werden in der MRT-Untersuchung
hypointens. Dadurch wird das gesunde Lebergewebe mit RES-Zellen dunkel (hypointens) und
Neoplasien hell (hyperintens) dargestellt. T1-Verkiirzung im vaskulédren Kompartiment fihrt
zu Signalzunahme. Zu dieser Gruppe zéhlt Endorem® (WEISHAUPT et al. 2009).
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Zu der Gruppe der lymphknotenspezifischen KM gehort Sinerem® der ultrakleine
superparamagnetische Eisenoxydpartikel enthalt. Sinerem® wird zur Diagnose von
Lymphknotentumoren angewandt (LOHR 2007).

In der klinischen Anwendung werden die paramagnetischen und superparamagnetischen
Substanzen aufgrund ihrer potenziellen Toxizitat entweder mit Dextran oder Carboxydextran
ummantelt oder in Komplexe gebunden (REIMER et al. 2004).

2.2.2.1 Endorem

Endorem® (GUERBET GmbH, Deutschland) ist ein MRT-Kontrastmittel, das zum Nachweis
von Lebertumoren mittels MRT entwickelt wurde. Die erste Zulassung erfolgte im Jahr 1996.
Endorem® enthélt superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SP10). Im Kern besitzt
Endorem® Fe,O; oder Fe;O,, die von Dextran ummantelt sind (LOHR 2007). Dextran
stabilisiert die Partikel und verhindert deren Aggregation (SYKOVA & JENDELOVA 2007).
Dank der Kristallkonfiguration des festen Eisenoxids behalt das Endorem® seine
superparamagnetischen Eigenschaften bei. Es bilden sich Stérungen des Magnetfelds um
jedes Partikel und fuhren zu einem Signalabfall in den Geweben, die das Kontrastmittel
enthalten (GUERBET Produktinformation). Daher werden diese Zellen in T2 gewichteten
Sequenzen hypointens dargestelit.

Abbildung 3: Endoremmolekiil nach Sykowa, Jendelowa

Die GroRe der Eisenkristalle liegt zwischen 4,3 bis 5,6 nm, wobei die ganze Partikel
insgesamt 150 nm messen (BONNEMAIN 1996).
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Endorem® wird langsam intravends verabreicht und wird bevorzugt durch die Leber
aufgenommen. Zwischen 30 Minuten und 6 Stunden liegt der maximale Aufnahmezeitraum.
Das KM wird aus den Speicherorganen innerhalb von einigen Tagen eliminiert. Das Eisen
wird normal im Korper im Verlauf von ca. 2 - 4 Wochen metabolisiert und in Hdmoglobin
eingebaut. Als Nebenwirkungen konnen anaphylaktoide Reaktionen, Kopfschmerzen,
Blutdruckschwankung, Dyspnoe, Erbrechen und Rickenschmerzen auftreten. Unter den
empfohlenen klinischen Bedingungen wurde ein gutes Vertraglichkeitsprofil bei Tieren und
Menschen bezuglich der Auswirkung auf das Herzkreislaufsystem, die Nieren und die Lunge
bestatigt (GUERBET, Produktinformation). In den USA st das Prdparat unter dem
Handelsnamen Feridex® (BAYER HEALTHCARE, USA) bekannt.

2.2.3  Labeling (Markierung) von Stammzellen

Studien mit markierten Stammzellen werden bei neurologischen, kardiovaskuléren,
orthopadischen und bei Erkrankungen des Pankreas beschrieben. Auch bei zell-mediierten
Tumortherapien spielt Zellmarkierung eine grol3e Rolle (AKINS et al. 2008).

Fur die Zelltherapie stellt die Markierung von MSCs einen wichtigen Aspekt in Hinsicht auf
korrekte Implantation der Zellen dar. Mit Hilfe der MRT-Untersuchung kann der
Implantationsort verifiziert werden. Es wird vermutet, dass die MRT gestiitzte MSCs
Injektion in der Zukunft eine wichtige Rolle spielen wird (BULTE 2009).

Um die Stammzellen im MRT optimal darstellen zu kénnen, missen sie mit einem Mittel
markiert werden, das den Kontrast von injizierten Zellen verstarkt. Dadurch wird die
Unterscheidung von Wirtszellen ermdglicht. Die Kontrastmittel kénnen entweder an der
Zelloberflache gebunden sein oder in der Zelle im Zytoplasma vorhanden sein. Flr die
extrazellulare Markierung kdnnen immun-magnetische Microbeads verwendet werden. In
diesem Fall sind die Microbeads mit einem Antikdrper verbunden, der sich an spezielle
Oberflachenantigene gewinschter Zellen heften kann. Da sie an die Zelloberflache gebunden
sind, beeinflussen sie Zellenlebensfahigkeit nicht. Die Inkubation in der Zellkultur ist nicht
erforderlich (SYKOVA & JENDELOVA 2007).

Intrazelluldare Kontrastmittel enthalten Eisenpartikel wie MPIO (Mikron Sized Iron Oxide
Particles), SPIO (Small Superparamagnetic Iron Oxide Particles) oder USPIO (Ultrasmall
Superparamagnetic Iron Oxide Particles). MPIO besitzen ein Durchmesser von ca. 1 um oder

grosser, SPIO von ca. 50 - 150 nm und USPIO von 30 - 50 nm (WEISSLEDER et al. 1990,
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SHAPIRO et al. 2005, THOREK & TSOURKAS 2008). Zu den SPI10-Kontrastmitteln zahlt
Endorem® Endorem® kann von Zellen durch eine spontane Endozytose aufgenommen
werden (SYKOVA, JENDELOVA 2007; KUSTERMANN et al. 2007). Es kommt zur
spontanen Aufnahme von sowohl positiv als auch negativ geladenen SPIO. Die
Kontrastpartikel werden nicht nur durch die phagozytierenden Zellen wie Makrophagen,
sondern auch durch andere Zellen aufgenommen. Diese Eigenschaft wird zur Markierung von
MSCs benutzt (BULTE 2009). Die SPIO-markierten Stammzellen zeigen eine unverénderte
Lebensfahigkeit, ahnliche Proliferation im Vergleich zu der nicht markierten Kontrollgruppe
und differenzieren in adipogene und osteogene Zellen. Die chondrogene Differenzierung
wurde jedoch gehemmt (KOSTURA 2004). Im Gegensatz dazu zeigt ARBAB et al. (2004)
eine normale chondrogene Differenzierung nach Markierung mit SPIO-Partikeln.
Ferukarbotran z. B. Resovist® (BAYER SCHERING PHARMA AG, Germany) enthalt auch
SPIO, die mit Carboxydextran ummantelt sind und werden zur Markierung von Stammzellen
angewandt (KEDZIOREK & KRAITCHMANN 2010).

Zu den intrazellularen Kontrastmitteln die USPIO enthalten, zahlt z. B. Sinerem® (GUERBET
GmbH, Deutschland). Die Eisenpartikel sind kleiner als 50 nm und bendtigen
Transfektionsreagentien, um durch die Zelle aufgenommen zu werden. Die
Transfektionsreagentien transportieren die Kontrastpartikel in die Zelle aufgrund
elektrostatischer Interaktionen (BULTE 2009, KEDZIOREK & KRAITCHMANN 2010). Der
Nachteil von den Transfektionsreagentien ist eine toxische Wirkung auf die Zelle bei héheren
Konzentrationen. Bei zu niedriger Konzentration ist der Transport in die Zelle nicht
ausreichend (SYKOVA & JENDELOVA 2006). Zu den seltener angewandten
Transportmethoden von Kontrastmittelpartikeln in die Zelle zéhlt Elektroporation
(WALCZAK et al. 2005). Bei dieser Methode wird eine kleine pulsierende elektrische
Spannung verwendet (KEDZIOREK & KRAITCHMANN 2010).

2.2.3.1 Praklinische Studien mit markierten Stammzellen

1992 beschreiben NORMAN und Mitarbeiter als erste den Einsatz der MRT zur Darstellung
von mit superparamagnetischen Eisenpartikeln markierten Zelltransplantaten bei Ratten. In
der Studie werden Eisenpartikel mit einem Antikorper an die Zelloberflache gebunden. Mit
einem 0,14 Tesla MRT-Gerat werden die Zellen nach 3 Wochen von dem Wirtsgewebe

unterschieden. In Rahmen einer weiteren Studie bei Ratten mit kortikalen Gehirnldsionen
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werden mit Endorem®-markierte humane und autologe MSCs implantiert. Eine Gruppe erhélt
eine Injektion in die kontralaterale Hemisphare und die andere in die Femoralvene. Mittels
einem 4,7 Tesla Spektrometer (BRUKER) werden die Ratten einmal pro Woche (ber einen
Zeitraum von 3 bis 7 Wochen untersucht. Eine Woche nach der Implantation von MSCs
kdnnen die markierten Zellen im Lasionsbereich als hypointenses Signal detektiert werden.
Mittels Berliner Blaufarbung und PCR-Methoden wird bestétigt, dass es sich um die
injizierten Stammzellen im Bereich der Lasionsstelle handelt. Es wird gezeigt, dass diese
Zellen eine Migration zur Lasion zeigen (JENDELOVA et al. 2003, JENDELOVA et al.
2004).

In einer weiteren Studie werden Endorem®-markierte MSCs bei Ratten nach einem
Rickenmarkstrauma intravends injiziert. Nach 4 Wochen werden die Zellen mittels MRT-
Untersuchung im Bereich der Lasion nachvollzogen. Die mit MSCs therapierten Ratten
zeigen einen verbesserten Neurostatus im Vergleich mit den Kontrollratten (URDZIKOVA et
al. 2006).

SYKOVA und JENDELOVA (2006) beschreiben den Einsatz von Endorem® und
magnetischen microbeads zur Markierung der embryonalen und mesenchymalen
Stammzellen bei Ratten mit kortikalen und spinalen Lésionen. Die Endorem®-markierten
Zellen wandern nach intravendser oder intracerebraler Transplantation zur L&sionsstelle.
Innerhalb der ersten Woche migrieren die markierten Zellen in Richtung der Lésion. Die
Zellen sind mindestens 30 Tage lang als hypointenses Signal mittels einer T2 gewichteten
Sequenz darstellbar. Endorem® eignet sich zur Markierung von MSCs von Ratten, humanen
MSCs, ESC von Méusen und olfactory ensheathing cells (OECs) (JENDELOVA et al. 2003
und 2004).

NOHROUDI und Kollegen (2010) berichten Uber den Einsatz von mit MPIO markierten
MSCs bei Ratten mit Gehirntumoren. Die markierten MSCs zeigen nach der Implantation in
die kontralaterale Hemisphédre eine Migration in die Richtung der neoplastischen
Verénderung. MPIO weisen ein sehr hohes Detektionspotenzial auf. Auch Zellen, die nur
geringe Mengen an Eisenpartikel enthalten, sind in der MRT-Untersuchung darstellbar. Eine
groRere MPIOS - Menge hat einen deutlichen Einfluss auf das Migrationspotenzial und das
Uberlebenspotenzial von den markierten Zellen durch die Wirkung auf das Aktinzytoskelett
(NOHROUDI et al. 2010)

KUSTERMANN und Mitarbeiter (2008) vergleichen die Effizienz und Ausschleusung von

mehreren Kontrastmitteln und den toxischen Effekt auf embryonale Stammzellen nach der
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Markierung mit den SPIO (Endorem®) mit und ohne Transfektionsreagentien, den USPIO
(Sinerem®) mit Transfektionsreagentien und den MPIOS (BANGS LABORATORIES Inc.,
USA). Die Markierungseffizienz und das Abgeben des Kontrastmittels durch die Zellen wird
unter Einsatz eines 7,0 Tesla BRUKER Biospec in Agarphantomen untersucht. Die mit
Endorem®-markierten Stammzellen geben deutlich gréRere Mengen vom Kontrastmittel im
Vergleich zu USPIO und MPIOS ab. Diese ,,Leakage* von Endorem® ist schon innerhalb der
ersten 24 Stunden feststellbar. Es wird kein toxischer Effekt auf die Proliferation durch
Eisenpartikel beobachtet. Bei einer htheren Konzentration von Transfektionsreagentien wird
ein negativer Einfluss auf die Proliferation festgestellt. Endorem® und Sinerem® werden in
den Lysosomen gespeichert, die in der gesamten Zelle verteilt sind. MPIOS zeigen sich
aufgrund der Toxizitat und GroRe der Partikel weniger fur die Markierung von Zellen
geeignet (KUSTERMANN et al. 2008).

In Rahmen einer weiteren Studie wird bei zwei gesunden Hunden eine Injektion von mit
Ferucarbotran (Resovist®) markierten Stammzellen in Arteria femoralis durchgefiihrt. Einen
Tag nach der Applikation wird in einer 3 Tesla MRT-Untersuchung ein hypointenses Signal
im Bereich der Nierenrinde feststellbar. Die Hypointensitét ist noch Uber folgende 8 Tage zu
sehen. Bei beiden Hunden verursacht die allogene MSCs Injektion eine glomeruldre Atrophie,
eine tubulare Nekrose, eine Mineralisation und eine Fibrose in der histopathologisch
untersuchten Niere. Die Nierenwerte in der klinischen Chemie bleiben jedoch unverandert
(YOO et al. 2010).

2.2.3.2 Klinische Studien mit markierten Stammzellen

Der erste Einsatz von mit SPIO-markierten dendritischen Zellen zur Immuntherapie bei
Menschen mit einem Grad Il Melanom wird im 2004 durch de VRIES (2004) beschrieben.
Mit Hilfe eines 3 Tesla MRT konnen die markierten Zellen verfolgt werden. Bei 4 von 8
Patienten wird festgestellt, dass die Zellen unter Ultraschallkontrolle falschlich in das
umliegende Gewebe statt der Lymphknoten injiziert wurden und so kein therapeutischer
Erfolg erreicht werden kann. Der Autor stellt die These auf, dass eine akkurate
Zellapplikation bei der Zelltherapie mittels einer MRT-Untersuchung verifiziert werden muss.
ZHOU (2006) zeigt unter Einsatz eines 3 Tesla MRT, dass mit Eisenpartikeln markierte
neurale Zellen bei einem Mann nach Gehirntrauma uber Zeit von 7 Wochen darstellbar sind.

Eine weitere Tracking Studie wird bei Menschen mit einem insulinresistenten Diabetes
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mellitus durchgefiihrt. Die Patienten nach der Transplantation von mit SPIO markierten
Inselzellen brauchen keine Insulintherapie mehr. Die SPIO-Partikel scheinen keinen
negativen Effekt auf die markierten Zellen auszutiben und sind in der MRT-Untersuchung
darstellbar (TOSO et al. 2008).

2.2.3.3 Einschrankung von MRT-Tracking Studien

MRT-Tracking Studien weisen Limitationen auf. Nach der Applikation von Zellen, ist in der
MRT-Untersuchung eine Unterscheidung zwischen toten und lebenden Zellen nicht méglich.
Weiterhin kénnen aus den abgestorbenen Zellen stammenden SPIO-Partikel durch
Makrophagen aufgenommen werden und auf diese Art weiter im Korper verteilt werden. In
vitro Studien haben gezeigt, dass mit SPIO markierten Zellen das Kontrastmittel spontan in
das Medium abgeben. Dieses Phanomen ware natirlich auch in vivo moglich. Falls die
implantierten Zellen sich weiter im Gewebe teilen, sinkt auch Eisenpartikelgehalt pro Zelle.
Das kann dazu fiihren, dass die Zellen nicht mehr detektierbar sind (BULTE 2009). Bei einem
traumatischen Geschehen, das mit einer sekundéren Blutung einhergeht, ist es sehr schwierig
zwischen mit SPIO markierten Zellen und Blutderivaten zu unterscheiden. Blut und
Blutprodukte stellen sich in der MRT ebenfalls hypointens dar (BULTE 2009). Auch Luft
verursacht auch ein hypointenses Signal (KUSTERMANN et al. 2008).

Zur Uberpriifung der Klinischen Sicherheit sind sowohl kurz- als auch langfristige
Toxizitatsstudien notwendig (BERNSEN et al. 2010).

2.3 Zielsetzung der Studie

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es zu uberprifen, ob kanine Stammzellen spontan das
superparamagnetische MRT Kontrastmittel Endorem® (GUERBET GmBh, Deutschland)
aufnehmen koénnen und in welchen Anteil der Zelle sich die Endorem®-Partikel nach der
Aufnahme in der Zelle befinden. Weiterhin wird untersucht, ob die Markierung die
Zellteilung, das Zytoskelett und die Differenzierungsfahigkeit negativ beeinflusst. Des
Weiteren wird bestimmt, wie viel Prozent von den Zellen tatsachlich nach ein, zwei und drei
Wochen nach der Markierung noch Endorem® enthalten und wie lange diese markierten

Stammzellen mit Hilfe eines Magnetresonanztomographen mit der Feldstarke 1 Tesla
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dargestellt werden konnen. Es soll bestimmt werden, welche Sequenz sich besser zur
Darstellung der markierten Zellen eignet.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Liste der Chemikalien

Material und Methoden

Tabelle 3: Liste der Chemikalien

NAME FIRMA; SITZ
Accutase PAA, Pasching, Osterreich
Agarose molecular grade Bioline, USA

Aluminiumsulfat-18-Hydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ascorbinsaure

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

R-Glycerophosphat

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bleizitrat

Leica Microsystems CMS, Wetzlar, Deutschland

Bovines Serum Albumin

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Caco-Dylat Puffer

Merck Schuhardt, Hohenbrunn, Deutschland

CaCl, Hydrat

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Collagenase

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Dexamethason

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

DMEM low glucose

Gibco life technologies, Darmstadt, Deutschland

DMP (2,4,6- _
Tris dimethylaminomethylphenol) Serva, Heldelberg, Deutschland
DMSO AppliChem, Darmstadt, Deutschland
EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Endorem® Guerbet, Sulzbach, Deutschland
Eosin Chromagesellschaft, Munster, Deutschland
Epon Serva Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland
Essigsdure Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland

Fetales Bovines Serum (FBS)

PAA, Pasching, Osterreich

Formalin

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glutaraldehyd

Agar Sceintific, Wetzlar, Deutschland
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Glycidether 100

Serva Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland

Hé&matoxylin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Hoechst Farbstoff 33342 Invitrogen, Deutschland
HCI Merck, Darmstadt, Deutschland
Indometacin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
ITS Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Kaisergelatine

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumhexacyanoferrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

MTT

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

MNA (Methylnodicanhydrid)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Natrium-Carbonat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumpyruvat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

0s04 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland
Paraffin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
PBS Gibco life technologies, Darmstadt, Deutschland

Penicillin-Streptomycin

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Pikirinsdure Fluka Analytical, Steinheim, Deutschland
Phalloidin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Prolin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Pro Long Gold Invitrogen, Deutschland
Red Oil Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Silbernitrat Merck, Darmstadt, Deutschland
TGF R Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Triton X Serva, Heidelberg, Deutschland

Uranylacetat

Leica Microsystems CMS, Wetzlar, Deutschland

Xylol

Merck, Darmstadt, Deutschland
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3.1.2 Liste der Materialen und Geréte

Tabelle 4: Liste der Materialen und Gerate

Chamberslide System

Thermo Fischer, Schwerte, Deutschland

CO;, Inkubator Heracell 150

Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland

C3 Spule

Philips Medical System, Hamburg,
Deutschland

Deckglaschen 15 mm

Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland

Deckglaschen 24-60 mm

Roth, Karlsruhe, Deutschland

View Forum R6.3V1L7 SP1 2010

Philips Medical System, Hamburg,
Deutschland

15 und 50 ml Falcon Zentrifugenréhrchen

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop Observer 2.1

Zeiss; Oberkochen, Deutschland

Filter 70 um

BD Falcon, Belgien

Glaspipetten

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Gyroscan Gerat

Phillips Medical System, Hamburg,
Deutschland

Lichtmikroskop Type 090135006

Leica Microsystems CMS, Wetzlar,
Deutschland

Life cell imaging Apotome Observer 2.1

Zeiss; Oberkochen, Deutschland

MACS Separations Column

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Microplate reader Tecan Sunrise

Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz

Mikrotom HM400

Microm GmBh, Walldorf, Deutschland

MiniMACS

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

TEM-Mikroskop EM 109

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Neubauerzahlkammer

Marienfeld, Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Objekttrager

Carl Roth, KG, Karlsruhe, Deutschland

Petrischale

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
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Ultramikrotom Ultracut Reichert, Miinchen, Deutschland
Gesellschaft fur Labortechnik , Burgwedel,
Wasserbad
Deutschland
Greiner, bio-one, Frickenhausen,
6 Well Platte
Deutschland
Greiner, bio-one, Frickenhausen,
24 Well Platte
Deutschland
Greiner, bio-one, Frickenhausen,
96 Well Platte
Deutschland
Zentrifuge Megafuge 11R Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland
5 ) Greiner bio-one, Frickenhausen,
Zellkulturflaschen 75 cm“und 25 cm
Deutschland

3.2 Methoden

3.21  Gewinnung der Stammzellen aus kaninem Fettgewebe

Die zur Untersuchung vorliegenden Stammzellen werden aus Hundefettgewebe (dem
Unterhautfett oder Bauchfett) isoliert. Es wird Fettgewebe verwendet, das bei Operationen
(elektiven Eingriffen) in der Klinik fur Kleintiere - Chirurgie der Justus-Liebig-Universitat
GieRen zur besseren Ubersicht im Operationssitus reseziert und verworfen wurde. Proben von
an tumorerkrankten Tieren werden ausgeschlossen. Im Rahmen der vorliegenden Studie
werden Stammzellen aus dem Fettgewebe aus 8 Proben isoliert. Eine Probe wird aufgrund
einer Tumorerkrankung aus der Studie ausgeschlossen.

Die Stammzellen aus dem Fettgewebe werden nach dem Protokoll von REICH und
Mitarbeiter (2012) isoliert. Ein ca. 1 x 1 x 1 cm Fettgewebestlick wird jeweils zum Transport
in eine PBS-L6sung mit 1 % Penicillin/Streptomycin verbracht. Die weitere Bearbeitung
erfolgt direkt nach der Fettentnahme in der Zellkultur. Das Fettgewebe wird in ein 15 ml
Falcon Zentrifugenréhrchen umgesetzt, das bis 10 ml mit einer PBS-L6sung aufgefillt wird.
Danach erfolgt eine Zentrifugation 5 Minuten bei 260 g (g = Erdbeschleunigung). Das
Fettgewebe wird dann mit einer sterilen Skalpellklinge zerkleinert und in ein neues Falcon
Zentrifugenréhrchen gebracht. Im Anschluss erfolgt eine 2 malige Zentrifugation bei 260 g
uber den Zeitraum von 5 Minuten. Die PBS-L6sung sowie Zellsuspension werden abgesaugt
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und verworfen. Das Fettgewebe wird nun mittels Collagenase | Lésung mit Bovinem Serum
Albumin (BSA) (1 mg Collagenase I/1 ml PBS und 10 mg BSA/1 ml PBS) in einem
Warmeschrank tber ca. 30 Minuten bei der Temperatur von 37 °Celsius verdaut. Danach wird
das verdaute Fettgewebe bei 300 g 5 Minuten lang zentrifugiert. Nicht verdautes Fett und der
Uberstand werden verworfen. Das Pellet wird mit PBS-Losung aufsuspendiert, durch ein 70
pum Filter in ein neues Falcon gepresst und mit einer PBS-L6sung bis 15 ml aufgefiillt. Die
Zellsuspension wird bei 260 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Im
Anschluss wird das Pellet im 1 ml DMEM und 10 % FBS (Fetales Bovines Serum)
aufsuspendiert. Es wird eine Zellzahl pro 1 ml bestimmt. Die Zellen werden mit 250.000
Zellen pro cm? in einer gewinschten Flasche ausplattiert.

3.2.2 Inkubation von Stammzellen

Die isolierten Zellen werden am Anfang in 25 cm? Zellkulturflaschen in 5 ml Medium und
danach in 75 cm? Zellkulturflachen in 15 ml Medium inkubiert. Das Standardmedium enthalt
DMEM (Dullbecco’s Modified Eagle’'s Medium) mit 10 % FBS und 1 %
Penicillin/Streptomycin. Die Stammzellen werden bei 37 °C und 4 % CO; in einem
Brutschrank inkubiert. Der Medienwechsel erfolgt zweimal pro Woche. Das verbrauchte
Medium wird mittels einer Pipette abgesaugt und die Stammzellen werden mit PBS gespiilt.
Ein frisches Medium wird angesetzt. Wenn die Stammzellen mehr als 80 % des
Flaschenbodens bedecken, werden sie abgeldst und fur die weiteren Versuche passagiert. Die
Zellen vom Hd 127/10 und 128/10 werden im flissigen Stickstoff gelagert und vor den
weiteren Versuchen aufgetaut. Die anderen Proben werden direkt nach der Isolation weiter

verwendet.

3.2.3  Abldsen von Stammzellen von dem Flaschenboden

Zum Abldsen der Stammzellen wird Accutase verwendet. Das Medium wird zuerst mit einer
Glaspipette abgesaugt. Die Zellen werden mit PBS gespult. Fir das Ablésen werden fir eine
25 cm? Flache 3ml und fiir eine 75 cm? Zellkulturflasche 6 ml Accutase benutzt. Es erfolgt
eine Inkubation mit Accutase wahrend ca. 3 - 4 Minuten im Brutschrank. Die abgeldsten

Zellen werden in ein Falcon Zentrifugenréhrchen umgesetzt und mit einem FBS-haltigem
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Inkubationsmedium gefiillt und zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die

Stammzellen werden gezéhit.

3.2.4  Zahlen von Stammzellen

Die Zellzahl wird mit Hilfe von einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Es wird eine
Zellmenge pro 1 ml berechnet. Nach dem Ablésen werden die Zellen in 1 ml Medium
aufsuspendiert. VVon der Losung werden 10 - 15 ul in eine Neubauer-Z&hlkammer gebracht.
Es werden 2 grol3e Eckquadrate gezahlt. Ein Eckquadrat besteht aus 16 kleinen Quadraten. Es
wird ein Mittelwert der Zellen in grolRen Eckquadraten bestimmt. Die Zellzahl pro 1 ml wird

anhand des Mittelwertes folgender Formel berechnet:

Mittelwert x 10%= Zellen/ml

3.25  Invitro Untersuchung

Die Stammzellen werden nach erfolgreicher Isolation und Anziichtung mit Endorem®

markiert. Es werden mehrere Untersuchungen durchgefiihrt, um den Erfolg der Markierung zu
(iberpriifen. Des Weiteren wird der Einfluss von Endorem® auf die Proliferation,
Differenzierung, sowie der Ausbildung der Zellorganellen und des Zytoskeletts bestimmt.
Zusétzlich wird im zeitlichen Verlauf die Anzahl der markierten und nicht markierten Zellen
berechnet. Die Stammzellen werden zusétzlich zu drei Zeitpunkten im MRT untersucht, um

Signalveranderungen im zeitlichen Verlauf zu beobachten.

3.2.5.1 Stammzellenmarkierung mit Endorem®

3.25.1.1 Vorversuche:

In Rahmen der Vorversuche wurde eine optimale Markierungskonzentration von Endorem®

zur Markierung der kaninen Stammzellen aus dem Fettgewebe bestimmt. Die Stammzellen

35



Material und Methoden

werden von 2 unterschiedlichen Hunden jeweils mit 10 pl (SPIO =158 pg/ml;
Fe =112 pg/ml), 28,35 ul (SPIO = 448 pg/ml; Fe = 319,2 pg/ml) und 40 pl
(SP10 = 632,4 pg/ml; Fe = 448 pg/ml) Endorem® tiber 24 Stunden und danach weiter ohne
Endorem® inkubiert. Es erfolgt eine Verifizierung der Zellbeladung mit der Berliner Blau
Farbung. Bei einer Endorem®-Konzentration von 28,35 ul wird jede Zelle markiert. Weiterhin
scheint bei dieser Konzentration die Zellteilung im Life Cell Imaging (Axio Observer 2.1
ZEISS) Uber den Zeitraum von 24 Stunden unbeeinflusst zu bleiben. Aus diesen Griinden

wird in der vorliegenden Studie diese Konzentration verwendet.

Abbildung 4: Endorem®-Flasche

3.25.1.2 Versuche:

Die abgeldosten Stammzellen werden neu fir weitere Versuche ausplattiert. Nach 3 Tagen
erfolgt eine Zellmarkierung mit Endorem® (Guerbet). Das Standardmedium wird mit
Endorem® gemischt (28,35 pl Endorem® auf 1 ml Medium). Die Stammzellen werden mit
Medium und mit Endorem® tiber 24 Stunden inkubiert. Danach wird das Medium abgesaugt
und verworfen. Die Stammzellen werden mit PBS gespilt und weiter nur mit dem

Standardmedium weiter in der Zellkultur inkubiert.
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3.2.5.2 Berliner Blau Farbung

Um den Erfolg der Markierung zu Uberprufen, wird eine Berliner Blau Farbung durchgefihrt.
Mit Hilfe von dieser Farbung konnen die aufgenommenen Eisenpartikel (Endorem®)
nachgewiesen werden. Die Berliner Blau Farbung stellt eine histochemische Methode zur
Detektion von dreiwertigem Eisen dar, die schon von Perls 1867 eingefuhrt wurde. Die
chemische Reaktion folgt der Formel (MULISCH & WELSCH 2010):

4 FeCl; +3 K4Fe(Cn)6 -> Fe4(Fe(Cn)6)3+ 12 KCI

Die abgeltsten Zellen werden in vier 24-Wellplatten passagiert. Es werden Zellen von 2
unterschiedlichen Hunden in der gleichen Platte inkubiert, wie in der Abb. 5 dargestellt. Die
Zellen werden nach der Endorem®-Markierung in der Platte Nummer 1: 3 Tage lang, in der
Platte Nummer 2: 1 Woche, in der Platte Nummer 3: 2 Wochen, in der Platte Nummer 4: 3
Wochen mit Standardmedium inkubiert. Nach der Inkubationszeit erfolgt jeweils eine

Berliner Blau Farbung.

Berliner Blau Ldsung wird frisch angesetzt. 3 ml 2 % Kaliumhexacyanoferrat (I1) wird mit
gleicher Menge 1 % HCI vermischt. Die Stammzellen werden nach der Entfernung des
Mediums und Spulung mit Paraformaldehyd tber 12 Minuten fixiert. Nach einer Spilung mit
bidestilliertem Wasser wird die Berliner Blau Loésung auf die Zellen gebracht. Nach
20 Minuten wird die LOsung entfernt und die Zellen werden erneut zweimalig mit
bidestilliertem Wasser gespiilt. AnschlieBend wird eine Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Lésung
auf die Zellen gebracht. Auf den Praparaten wird das dreiwertige Eisen blau und Zellkerne rot

dargestellt.
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N

Hund Nr... Hund Nr...

Abbildung 5: 24 Wellplatte mit Endorem®-markierten MSCs fiir Berliner Blau Farbung

Die Praparate werden lichtmikroskopisch (Axiophot ZEISS) bei einer VergroRerung von 12,5
ausgewertet. Es werden pro VergroRerung 3 Fotos mit einer Camera (DFC320 LEICA)
angefertigt.

3.2.5.3 Phalloidinféarbung

Die Phalloidinfarbung wird durchgefiihrt, um den Einfluss von Endorem® auf das Zytoskelett
der markierten Zellen zu untersuchen und mit nicht markierten Stammzellen vergleichen zu
kdnnen. Phalloidin gehort zu Phallotoxinen und wird aus dem giftigen Pilz Amanita
phalloides isoliert. Diese Substanz hat die besondere Eigenschaft, an F-Aktinfilamenten zu
binden, wodurch die Aktinfilamente stabilisiert werden. Das ermdglicht eine Untersuchung
der Aktinverteilung in den Zellen. Phalloidin wird mit einem fluoreszierenden Marker
konjugiert und nach der Bindung an die Aktinfilamente, kann sie in der
Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden (SIGMA ALDRICH GmbH, Deutschland,
Produktinformation).

Die Stammzellen werden in einer 24 Well Platte (6 Wells pro Hund) mit einer Dichte von
3800 Zellen pro Well auf Deckglésschen ausplattiert. 3 Wells pro Hund werden mit
Endorem® markiert. Die restlichen 3 (Kontrollgruppe) werden ohne Endorem® inkubiert.

Nach 7 Tagen werden die Glasplattchen mit den Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und es
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erfolgt eine Permeabilisierung der Zellmembran mit einer 1 % Tritonldsung. Danach wird
eine Farbung mit Phalloidin Gber 30 Minuten in dunkler Umgebung durchgefiihrt. Um
Zellkerne darstellen zu kénnen, werden die Zellen mit einem Hochst® Farbstoff gefarbt. Die
fertigen Praparate werden mittels eines Eindeckmittels Pro Long Gold® eingedeckt.

Das Phalloidin farbt die Aktinfilamente grin an und die Kerne werden durch den
Hoechstfarbstoff® blau gefarbt. Die Praparate werden mit Hilfe von einem
Fluoreszenzmikroskop (Axio Observer 2.1 ZEISS) untersucht. Die Aktinfilamente von
markierten und nichtmarkierten Zellen werden mit einander verglichen und fotografiert (100-

und 400-er Vergrolierung).

iﬁ:in Hd Nr"-—___( },_,Zellen Hd Nr..

mit
Endorem : 4 Endorem
m
Zellen Hd Nr.. Zellen Hd Nr..
ohne e oS ~T mit
Endorem i Endorem

Abbildung 6: 24 Wellplatte mit Endorem®-markierten MSCs und Kontrollgruppe fiir
Phalloidinfarbung

3.2.54 MACS®-Zellsortierung

Die MACS®-Zellsortierung (MILTENYI BIOTEC GmbH, Deutschland) wurde zur
magnetischen Zellselektion entwickelt. Zellen, die vorher mit Antikdrpern und daran
gebundenen Microbeads markiert wurden, kénnen von den restlichen Zellen getrennt werden.
Ein MACS®-System enthalt eine MACS®-Saule, die zusammen mit einem MiniMACS®-
Separator ein starkes Magnetfeld erzeugt. In der vorliegenden Studie werden keine
Antikorper-Mikrobeadskonjugate zur Trennung von den Zellen verwendet. Die mit
supraparamagnetischen Partikeln (Endorem®) markierten Zellen bleiben jedoch aufgrund der

Wirkung von magnetischen Kraften in der MACS®-Saule. Im Gegensatz dazu flieBen die
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nicht markierten Zellen durch die MACS®-S4ule. MACS®-Sortierung wird durchgefiihrt, um
den prozentuellen Gehalt von mit Endorem®markierten Zellen im zeitlichen Verlauf
bestimmen zu kénnen. Die Zellen werden mit einer Dichte von 2000 Zellen/cm? in 3 25 cm?
Flaschen ausplattiert und im Standardmedium inkubiert. Ein, zwei und drei Wochen nach
Endorem®-Markierung erfolgt die Zellsortierung. Nach Ablésen der Zellen werden sie bei
110 g 5 Minuten zentrifugiert. Das weitere VVorgehen wird laut der Gebrauchsanleitung
fortgesetzt. Das Pellet wird in 500 pl eines MACS®-Puffers gelost. Das MACS®-Puffer wird
mit 0,017 g EDTA (E6758), 0,15 g BSA und 30 ml PBS ohne Ca®**/Mg®* angesetzt. Die
MACS®-Saule wird mit 500 pl Puffer gespilt. Danach wird die Zellsuspension in die
MACS®-Saule gebracht. Nach dem Durchlaufen von Zellen wird die Séule dreimal
nachgespult. Die Zellen werden in ein 15 ml Falconrohrchen aufgefangen. Hierbei handelt es
sich um die nicht markierte Zellfraktion. Nach der Entfernung der Sdule aus dem
MiniMACS®-Separator wird sie auf ein neues Falcon aufgesetzt und mit 1 ml Puffer gespilt.
Die Zellen gehoren zur markierten Fraktion. Beide Fraktionen werden bei 110 g fir 5
Minuten zentrifugiert. Danach werden die Zellen mit Hilfe der Neubauerzéhlkammer
ausgezahlt. Es wird der prozentuale Anteil der markierten und nicht markierten Zellen

bestimmt.

Abbildung 7:Mini MACS-System der Firma Miletnyi Biotec
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3.2.5.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Um die Verteilung von Endorem® genau in jeder einzelnen Zelle darstellen zu kénnen, wird
eine ultrstrukturelle Untersuchung mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie

durchgefiihrt.

Fur die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) werden die Zellen von 4 Hunden mit
einer Dichte von 2000 Zellen/cm? in einem Chamber Slide System ausplattiert. Nach der
Markierung mit Endorem® werden die Zellen in dem Standardmedium eine und drei Wochen
(Proben Hd 127/10 und Hd 128/10) und zwei und drei Wochen (Proben Hd 131/12 und
132/12) inkubiert. Im Anschluss erfolgt eine Fixierung der Zellen mit Yellow-Fix (siehe Seite
42) Uber den Zeitraum von 45 Minuten. Danach werden die Zellen dreimal fur 10 Minuten in
Cacodylatpuffer gewaschen. Nach dreimaliger Spilung mit PBS wird von den Chamber
Slides das Gerust entfernt. Danach werden die Zellen in einer 1 % Osmium-L6sung in 0,1 M
Cacodylatpuffer 10 Minuten nachfixiert und dreimal mit 0,1 M Cacodylat Puffer gewaschen.
Weiter wird die Probe in aufsteigender Alkoholreihe (50, 70, 80, 96, 3 x 100 %) entwassert.
Danach erfolgen die Schritte der Eponeinbettung. Zunachst wird der Objekttrager mit den
Zellen fir 1 Stunde in einer 1:1 Epon-Ethanollésung bei 4 °C inkubiert. Nach dieser Zeit
erfolgt eine weitere Inkubation 1 Stunde mit 3:1 Epon -Ethanolldsung. Im Anschluss wird
eine reine Eponldsung zundchst fiir eine Stunde und dann Uber die Nacht auf die Zellen
gegeben und im Kihlschrank bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wird weiter reines Epon
auf die Zellen gebracht. Danach erfolgt eine Aushértung des Kunstoffs bei 60 °C in einem
Waérmeschrank fur 48 Stunden. Nach dieser Zeit werden Semidinn-Schnitte (1 pm) mit Hilfe
eines Ultramikrotoms der Firma Reichert Ultracut angefertigt und danach nach Richardson
gefarbt. Danach werden Ultradinn-Schnitte (70 - 90 nm) vorbereitet. Im nachsten Schritt
werden die Eponschnitte nach Kontrastierung mit 0,2 % Bleizitrat und 0,5 % Uranylacetat auf
ein Kupfernetz aufgezogen. Die fertigen Préparate werden mithilfe der Elektronmikroskopie,
TEM 109 der Firma Zeiss untersucht. Es werden Bilder mit einer Digitalkamera (DFC320
LEICA) aufgenommen.

Herstellung von Epon (SOMMER 1993):

Glycidether 100 500 ml
DDSA (Dodecanylbernsteinsdureanhydrid) - Weichmacher 100 g
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MNA (Methylnodicanhydrid) - Harter 100 ml
DMP (2, 4, 6-Tris dimethylaminomethylphenol) - Beschleuniger 100 ml

Herstellung von Yellow Fix:

2 % Paraformaldehyd
0,1 m Na - Cacodylatpuffer
0,02 % Pikrinséure

2 % Glutaraldehyd

3.2.5.6 Untersuchung der Multipotenz der Endorem®-markierten Zellen

Um den Einfluss von Endorem® auf die Multipotenzfahigkeit der Zellen zu untersuchen,
werden die Endorem®-markierten Stammzellen einer osteogenen, chondrogenen und
adipogenen Differenzierung unterzogen. Gleichzeitig werden Stammzellen ohne Endorem®
differenziert und mit der ersten Gruppe verglichen. In einer Kontrollgruppe
(Negativkontrolle) werden die Zellen ohne Differenzierungsmedium kultiviert, um eine

spontane Differenzierung auszuschliessen.

3.2.5.6.1 Adipogene Differenzierung, Red Oil Farbung zum Nachweis der adipogenen

Differenzierung

Fur die adipogene Differenzierung werden die Stammzellen mit einer Dichte von 8000
Zellen/cm? in einer 24 Wellplatte auf Deckglaser (15 mm Durchmesser) ausplattiert, wie auf

der Schemazeichnung dargestellt ist.

42



Material und Methoden

Hd Nr.. Hd Nr..

N\

L

Adipogene Adipogene Negativkontrolle
Differenzierung Differenzierung ohne Endorem
mit Endorem ohne Endorem Standardmedium

ZU/Abbildung 8: 24 Wellplatte fur die adipogene Differenzierung

Die Stammzellen werden wie folgt ca. 2 Wochen inkubiert:

Reihe Nr.1 und 4: die Stammzellen mit Endorem® markiert und mit dem adipogenem
Medium versetzt

Reihe Nr.2 und 5: die Stammzellen ohne Endorem® und mit adipogenem Medium kultiviert
Reihe Nr.3 und 6: die Stammzellen ohne Endorem® und mit Standardmedium kultiviert
(Negativkontrolle)

Das adipogene Medium enthdlt in 10 ml:

DMEM 1 g/l Glucose: 8840 pl
FBS: 1000 pl
P/S: 100 pl
Dexamethasone: 10 pl
ITS 50 pl

und immer frisch zu dem Medium angesetzt:
Indomethacin (10 mg/ml) 3,6 ul in 500 pl
IBMX (10 mg/ml) 5,5 pl in 500 pl
Nach ca. 2 Wochen werden die Zellen auf Deckglaschen mit 4 % Formalinldsung fixiert.

Danach erfolgt die Farbung mit der Red Oil O Lésung fir 15 Minuten in dunkler Umgebung.
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Nach dem Waschen mit destilliertem Wasser werden die Zellen mit Hadmatoxilin nach Meyer
ca. 10 Sekunden gegengeférbt. Anschlielend werden die Zellen in warmen Leitungswasser 5-
10 Minuten gebldut und danach mit destilliertem Wasser gewaschen. Die gefarbten Préaparate

werden in Kaisers-Gelatine eingebettet.

Oil Red O Lo6sung:
Die Stamml6sung (100 ml):

100 ml 99 % Isopropanol auf 60 °C erwérmen
0,5 g Oil Red dazu geben

24 Stunden auf dem Rutler stehen lassen
Losung filtrieren

Die Gebrauchslésung (50 ml):

30 ml frisch filtrierte Stammldsung

mit 20 ml destilliertem Wasser vermischen

Losung filtrieren

Hamatoxilin nach Mevyer:
1000 ml Aqua dest

1 g Hamatoxilin

200 mg Natriumjodat
50 g Kalialaun
50 g Chlorhydrat

1 g Zitronensdure
Die Oil Red Férbung dient zum Nachweis von Neutralfetten in den Zellen. Die Zellkerne

werden blau-violett, Kernkdrperchen dunkel blau, Fettvakuolen rot und Zytoplasma blass

blau-violett gefarbt.
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3.2.5.6.2 Osteogene Differenzierung, von Kossa Farbung zum Nachweis der osteogenen
Differenzierung

Fur die osteogene Differenzierung werden die Stammzellen von den Hunden 133/12 und
134/12 mit einer Dichte von 8000 Zellen/cm? in einer 24 Wellplatte auf Deckglaser

(Durchmesser von 15 mm) ausplattiert, wie auf der Schemazeichnung dargestellt:

Hd Nr.. Hd Nr..

/1 2 3 4 5 6\

\ /

PN~

Osteogene Osteogene Negativkontrolle
Differenzierung Differenzierung ohne Endorem
mit Endorem ohne Endorem Standardmedium

Abbildung 9: 24 Well Platte fir die osteogene Differenzierung

Die Stammzellen werden wie folgt ca. 3 Wochen inkubiert:

Reihe Nr.1 und 4: die Stammzellen mit Endorem®-markiert und mit dem osteogenem
Medium Reihe Nr.2 und 5: die Stammzellen ohne Endorem® und mit osteogenem Medium
Reihe Nr.3 und 6: die Stammzellen ohne Endorem® und mit Standardmedium

(Negativkontrolle)

Das osteogene Medium enthalt in 10ml:

DMEM 1 g/l Glucose 7779 ul
FBS 1000 pl
P/S 100 pl
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Dexamethason 1 mM 1l
B-Glycerolphosphat 100 mM 1000 pl
Askorbinsaure 5 mM 120 pl
CaCl,in DMEM (8,674 mg in 1 ml) 1000 pl

Nach ca. 3 Wochen Inkubationszeit werden die Zellen mit 4 % Formalin fur 10 Minuten
fixiert. Nach dem Spulen mit bidestielliertem Wasser werden die Zellen mit einer 5 %
Silbernitrat 16sung fiir 30 Minuten inkubiert. Nach dem Waschen mit bidestilliertem Wasser
wird auf die Zellen eine 5 % Natrium-Carbonat-Formaldehydlésung fur 5 Minuten
aufgebracht. Nach dem wiederholten Spilen erfolgt eine Inkubation mit Farmers Reducer
Losung fur 30 Sekunden. AnschlieRend wird eine Gegenfarbung mit der Kernechtrotldsung
durchgefuhrt. Die Praparate werden mit Kaiser’s Gelatine eingedeckt.

Die Von-Kossa-Farbung dient zum Nachweis des Calciums in dem Extrazellularmatrix des
Knochengewebes, was als schwarze Areale dargestellt werden kann. Die Kerne werden rot

gefarbt und das Zytoplasma gelb bis rot.

3.2.5.6.3 Chondrogene Differenzierung, Farbung zum Nachweis der chondrogenen

Differenzierung

Fur die chondrogene Differenzierung werden 500 000 Stammzellen pro 15 ml Falcon
Rdéhrchen verwendet und zunéchst im Standardmedium inkubiert.

Insgesamt werden 3 Falcon Réhrchen pro Tier vorbereitet. Es werden 2 Proben mit
Stammzellen auf Knorpelbildung untersucht.

Nachdem sich ein Zellpellet gebildet hat, werden die Stammzellen gewaschen und wie folgt
ca. 4 Wochen inkubiert. Die Stammzellen im Falcon Réhrchen Nr. 1 werden mit Endorem®
markiert. Die Stammzellen vom Hund Nr. 131 werden mit dem Fischkollagen und vom Hd.
Nr. 133 mit transforming growth factor R (TGF-R) inkubiert. Das Medium wird 2-mal
wdchentlich gewechselt.

Nach ca. 4 Wochen werden die Pellets mit PBS gewaschen und in 4 % Formalinldsung fir
eine Stunde fixiert. Danach werden die Pellets in der aufsteigenen Alkoholreihe entwassert.
Anschliessend werden die Pallets mit Xylol fur eine Stunde behandelt. Danach werden sie in
Paraffin fixiert, geschnitten und auf einen Objekttrager verbracht.

Zum Nachweis der sauren Mucopolysaccharide wird eine Alcianblau-Farbung verwendet.
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Die Objekttrager werden in absteigender Alkoholreihe und danach in 3 % Essigsdure
inkubiert. Die Préparate werden mit Alcianblau tiber 30 Minuten geféarbt. Nach einer Wasser
spulung erfolgt eine Gegenfarbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat Gber 5 Minuten. Nun
werden die Praparate mit Wasser gespult, entwdssert und eingedeckt. Die sauren

Mucopolisaccharide werden blau, Kerne rot und der Hintergrund rosa gefarbt.

Nr.1 Nr.2 Nr.3
chondrogenes chondrogenes Standard-
Medium + Medium ohne Medium ohne
Endorem Endorem Endorem

Abbildung 10: 15ml Falconréhrchen fur die chondrogene Differenzierung

Das chondrogene Medium enthélt in 10ml:

DMEM 1 g/l Glucose 8779 ul
P/S 100 pl
Dexamethason 1 mM 1l
ITS 100 pl
Natriumpyruvat 27 mM 333 ul
Askorbinsaure 5 mM 333 ul
ProlinlOmM 333 ul
und:

TGF- 5 ul auf 495 pl Medium
oder:

Fischkollagen 5mg
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3.25.7 MTT-Test

Der MTT-Test wird zur Bestimmung der Zellzytotoxizitat und Zellproliferation benutzt. Die
Stammzellen werden mit MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) behandelt. Der MTT Test gehort zu den kolorimetrischen Assays
und wurde von MOSMANN (1983) beschrieben. MTT ist ein Tetrazoliumsalz, das eine gelbe
Farbe besitzt und membrangéngig ist. Der gelbe Farbstoff wird durch die Zellen
aufgenommen und in den Mitochondrien durch Dehydrogenasen reduziert. Es entstehen
dadurch lilafarbige Formazan-Kristalle, die nicht mehr membrandurchgéngig sind. Da diese
Reduktion nur in den Zellen mit funktionierenden Mitochondrien stattfindet, korreliert die
Formazanmenge direkt mit Zellzahl. Nach Lyse der Zelle und Solubilisierung der Kristalle
kann der Farbstoff durch kolorimetrsiche Messung quantifiziert werden. Der Anzahl an
teilenden Zellen ist direkt proportional zur Zahl der gebildeten Formazankristalle. Anhand
einer Absorptionsmessung der Lilafarbung, kann man den Anteil der lebenden Zellen im
Vergleich zur Kontrollprobe und so zum Beispiel die Lebensféhigkeit der Zellen nach
Behandlung mit einer potenziellen toxischen Substanz bestimmen (BERRIDGE et al. 1996;
BERNSEN et al. 2009).

In der vorliegenden Studie wird der Einfluss vom Endorem® auf das Uberleben und
Proliferationsfahigkeit von Zellen untersucht.

Die Stammzellen von Hd 133/12 und 134/12 werden in zwei 24 Wellplatten mit einer Dichte
von 28 500 Zellen/Well (6 Wells/Hund) ausplattiert. Nach der 24 stiindigen Inkubation mit
Standardmedium wird die Halfte der Zellen mit Endorem® markiert. Die Zellen mit und ohne
Endorem® werden weitere 24 Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit wird das alte Medium
abgesaugt. Eine Platte wird mit 0,5 mg/ml MTT-Ldsung bei 37 °C und 5 % CO; 4 Stunden
inkubiert. Danach wird das MTT-Medium abgesaugt. Es kommen danach 200 pl DMSO
Losung auf die Zellen fir 10 Minuten. Es entsteht eine Lila-Farbung. Die lilafarbene Lésung
wird in eine 96 Well Platte pipettiert und es wird die Absorption bei 570 nm mit Hilfe eines
Spektrometers (Tecan Sunrise® TECAN Deustchland GmbH) gemessen. Die Werte
entsprechen dem Zeitpunkt 24 Stunden nach der Endorem®-Markierung.

Nach weiteren 24 Stunden wird das gleiche Verfahren mit der anderen Platte durchgefihrt.

Die Absorptionsmessung entspricht dem Zeitpunkt 48 Stunden nach der Markierung.
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3.2.6  MRT Untersuchung

3.2.6.1 Vorbereitung des Agarosegels
Es wird eine flussige 0,6 % Agaroselésung mit 1,5 g Agarosepulver und 250 ml PBS
vorbereitet. In eine Kunststoff-Petrischale (Durchmesser von 14 cm) wird ein Gel (Dicke von

1,8 cm) mit 5 grossen Lochern (Durchmesser von 0,8 c¢cm) und einem kleinen Loch

(Durchmesser von 0,3 cm) zur Orientierung gegossen (in Abb. 12 dargestelit).

Endoremmarkierung ————__

__— Endorem 448ug

Stammzellen Hund Nr...

—1 0.

. Stammzellen Hund Nr...

f ——— Dotarem 1:10 verdOnnt
/

Agarosegel 0,6%

Agaroseplatte fir MRT

Abbildung 11: Agaroseplatte

Beschriftung:
Agarose mit Endorem® (zur Orientierung)
Agarose mit Endorem® (28,35 pl Endorem® auf 1000 pl Agarose)
Agarose 0,6 % (Kontrollprobe)

1

2

3

4 Stammzellen Hd Nr.. in 0,6 % Agarosegel

5 Dotarem® mit Agarose: 1:10 oder 1:100 verdiinnt
6

Stammzellen Hd Nr.. in 0,6 % Agarosegel

Agaroseplatten mit 2 Proben die Stammzellen enthalten (mit Ausnahme von Probe 130/11)
werden gleichzeitig untersucht:
Untersuchung Nr. 1: Hund 127/10 und 128/10

Untersuchung Nr. 2: Hund 130/11
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Untersuchung Nr. 3: Hund 131/11 und 132/11
Untersuchung Nr. 4: Hund 133/12 und 134/12

Die Stammzellen jedes Hundes werden nach einer, zwei und drei Wochen nach Endorem®-
Markierung mittels Accutase abgel6st. Die Stammzellen werden jeweils in 0,5 ml flussige 0,6
% Agaroselosung gebracht und gemischt. Die Lécher Nr. 4 und 6 werden mit der Zellldsung

gefillt. Die Agarose wird bei Raumtemperatur nach wenigen Minuten fest.

3.2.6.2 Durchfuhrung der MRT-Untersuchung

Die MRT-Untersuchung von der oben beschriebenen Agaroseplatten wird mit Hilfe eines
Magnetresonanztomographen (Gyroscan Intera, 1 Tesla, Philips Medical System GmbH,
Deutschland) eine, zwei und drei Wochen post Endorem®-Markierung durchgefiihrt. Fur die
Untersuchung wird eine Oberflachenspule (C3) der Firma Philips Medical System verwendet.
Es werden dorsalorientierte T2 FFE (Gradientenecho) und T2 TSE (Spinecho) Sequenzen

verwendet.

Abbildung 12: MRT System der Firma Philips Medical System (Hamburg)
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Abbildung 13: C3 Spule der Firma Philips Medical System (Hamburg)

Sequenzparameter:

T2 FFE dorsal: T2 TSE dorsal:
FOV 140 mm FOV 200 mm
TR 200 ms TR 6000 ms
TE  21ms TE 71 ms

17 slices 14 slices
Thk 1,5 mm/-0,9 mm Th 1,6/-1 mm
Flip 30°

Die Bearbeitung der Scans und die weiteren Messungen der Signalintensitéat erfolgen mittels
der Software View Forum R6.3V1L7 SP1 2010 (PHILIPS MEDICAL SYSTEMS DMC
GmbH Deutschland). Es wird die Signalintensitat in der T2 TSE und T2 FFE Sequenz
berechnet und als Histogramm/Diagramm dargestellt. Zur Bestimmung der Signalintensitat
wird in den Bereich jeder Probe eine sogenannte ,,Region of intrest (ROI) plaziert, die eine
standarisierte GroRe von 24 mm? besitzt. Es wird mit Hilfe der gemessenen Intensitatswerte
eine graphische Darstellung der Signalintensitidten und deren Haufigkeit moglich gemacht.
Gleichzeitig werden Werte fur maximale, minimale und mittlere Signalintensitat sowie die

Standardabweichung festgehalten.
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Abbildung 14: Software View Forum R6.3V1L7 SP1 2010 (Philips Medical System GmbH, Deutschland)

3.2.7  Statistische Auswertung

Die Befunde dieser Studie werden statistisch ausgewertet und dokumentiert. Die Abnahme
der Endorem®-markierten Zellen in der MACS-Untersuchung wird auf einen signifikanten
Einfluss des zeitlichen Verlaufes mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse untersucht. Die
Veranderungen der prozentualen Anzahl der Stammzellen mit > 10 Eisenpartikeln in Berliner
Blau Untersuchung 3,7, 14 und 21 Tage nach der Endorem®-Markierung werden ebenfalls mit
Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse auf signifikanten Einfluss der Zeit untersucht. Fir
beide Untersuchungen wird versucht, mittels der Berechnung des 95 %-Konfidenz-Intervalls
Referenzwerte zu bestimmen.

Die Ergebnisse der MRT-Untersuchung werden mit Hilfe der 2-faktoriellen Varianzanalyse
mit Messwiederholungen beziglich der Sequenz und der Zeit analysiert. Weiterhin werden
Korrelationen zwischen den Werten der MRT-Untersuchung fir die Sequenz T2 TSE und T2
FFE fur eine, zwei und drei Wochen und die MACS-Untersuchung zu gleichen Zeitpunkten
berechnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Kultivierung der kaninen Stammzellen

Die kaninenn Stammzellen kénnen ohne Probleme aus dem Fettgewebe isoliert werden. Einen
Tag nach dem Ausplattieren sind vereinzelte Zellen mit fibroblastischer Morphologie auf dem
Flaschenboden sichtbar. Nach drei Tagen sind bereits mehrere Zellkolonien zu sehen. Die
Zellen bilden wéhrend des Wachstums eine typische gestromte Anordnung.

4.2 Untersuchung der Aufnahme des Endorems® durch die kaninen Stammzellen

mittels Berliner Blau Farbung

Die kaninenn Stammzellen nehmen das MRT-Kontrastmittel Endorem® spontan durch
Endozytose auf. Die Endorem®-Konzentration von Fe 319,2 pg/ml (448 pg/ml SPIO) reicht
aus, um die meisten Zellen innerhalb von der 24-stundigen Inkubationszeit zu markieren.

Drei Tage nach der Markierung liegt die Konfluenz bei ca. 60 - 90 % (mit Ausnahme des
Hundes 131/11). Des Weiteren enthdlt nach dieser Zeit fast jede Stammzelle Eisenpartikel,
die sich mittels Berliner Blau Féarbung darstellen lassen. Das bedeutet, dass die Stammzellen
die Eisenpartikel aufgenommen haben und sich anschlielend weiter teilen kénnen. Der Gehalt
von Eisenpartikeln pro Zelle ist unterschiedlich. In der vorliegenden Studie werden
Stammzellen mit > 10 Eisenpartikeln als markiert definiert. Manche Zellen enthalten nur
vereinzelte Eisenpartikel (z. B. viele Zellen bei Hund 130/11: Abb. 17) im Zytoplasma um
den Zellkern herum, im Gegensatz zu anderen (z. B. Zellen beim Hd. 134/12: Abb. 19), die
hochgradig Eisenpartikel aufgenommen haben. Im weiteren Verlauf Giber 3 Wochen zeigt sich
ein unterschiedliches Verteilungsmuster der Partikel. Es sind Zellen mit einer gleichmé&Rigen
Aufteilung der Partikel pro Zelle zu sehen (Proben 128/10: Abb. 16 und 130/11: Abb. 17). Es
sind Proben mit Zellen vorhanden, die einen hochgradigen Eisenpartikelgehalt aufweisen
(Probe 133/12 nach 3 Tagen: Abb.18) oder Proben, die nur vereinzelt und haufig unter 10
Partikel enthalten (Probe 133/12 nach 1 Woche: Abb. 21).

Die Stammzellen, die nur eine geringgradige Menge an Eisen aufweisen, zeigen eine
unverénderte Morphologie: die Zellen bleiben spindelformig und schlank (Abb. 21). Die
Stammzellen, die eine hochgradige Menge Eisen aufgenommen haben, sind nicht mehr

spindelformig und lang, sondern zeigen eher ein dreieckiges bis kugelformiges Aussehen und
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der ganze intrazytoplasmatische Raum um den Zellkern ist mit Eisen gefillt (Probe 128 /10:
Abb. 16).

Die folgenden Praparate sind aufgrund schlechter Qualitat nach Berliner Blau Féarbung nur
eingeschrankt auswertbar: Zeitpunkt 3 Tage: 131/11, Zeitpunkt 7 Tage 131/11, Zeitpunkt 14
Tage 128/11, 131/11 und 132/11, Zeitpunkt 3 Wochen: 131/11 und 132/11. Bei Hund 131/11
haben sich die Zellen im Laufe der Fixation und Farbung zum Teil bei jedem Préparat vom
Wellboden abgeltést. Das Praparat Hd 128/11 zeigt eine unzureichende Férbung. Die
dargestellt Stammzellen sind sehr blass. Die Zellengrenzen sind verwaschen. Die Zahlung ist

dadurch erschwert.

Man kann beobachten, dass im zeitlichen Verlauf, die markierten Stammzellen bei den
meisten Proben (mit Ausnahme der Probe 128/10 und 130/11) zum Zeitpunkt 3 Wochen
weniger Eisenpartikel enthalten als im Vergleich zum Zeitpunkt 3 Tage. Bei der Zellteilung
werden die Eisenpartikel nicht gleichméRRig an die Tochterzellen weitergegeben. Die
Abnahme der Eisenpartikel in Stammzellen im zeitlichen Verlauf ist statistisch nicht relevant
(p = 0,204). Ebenfalls ist eine Bestimmung der Referenzwerte fir Eisenpartikelzahl in einer
einzelnen Zelle fur die Zeitpunkte 3, 7, 14 und 21 Tage mittels 95 %-Konfidenzintervallen

aufgrund einer starken Streuung nicht maéglich.

Abb. 15 stellt den prozentualen Anteil von Stammzellen mit > 10 Eisenpartikeln im zeitlichen

Verlauf dar.

Anteil (%) der Zellen mit > 10 Eisenpartikeln in
der Berliner Blau Untersuchung

120
S 100
Al
w O
£% g A\ - e Hd 128
= £ >~; ”
53 Hd 130
3 = 60 A X =
S5 N\ \\ = Hd 131
=S 40 Hd 132
‘D .2 \
= u Hd 133
< 20
Hd 134
0

3 Tage 7 Tage 14 Tage 21 Tage

Abbildung 15: prozentualer Anteil der Zellen mit > 10 Partikeln in der Berliner Blau Untersuchung
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- . P
Abbildung 18: Hund 133/12 Berliner Blau Farbung Abbildung 19: Hund 134/12 Berliner Blau Farbung
3 Tage nach Endorem®-Markierung 3 Tage Endorem®-Markierung

i L

7 Tage nach Endorem®-Markierung 7 Tage Endorem®-Markierung
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Abbildung 22: Hund 130/11 Berliner Blau Farbung ~ Abbildung 23: Hund 133/11 Berliner Blau Farbung

14 Tage nach Endorem®-Markierung 14 Tage nach Endorem®-Markierung

-0

: P‘L i’&’ o

Abblldung 24: Hund 130/11 Berliner Blau Farbung Abbildung 25: Hund 133/12 Berliner Blau Farbung
21 Tage nach Endorem®-Markierung 21 Tage nach Endorem®-Markierung

4.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Mittels Transmissionselektronenmikroskopie kdnnen die Eisenpartikel und deren Lokalisation
in den Zellen auf ultrastrukturellem Niveau dargestellt werden. Es werden die Proben mit
Endorem®-markierten Zellen vom Hund 131/11und Hund 132/11 nach 2 und 3 Wochen und
Zellen vom Hund 127/10 und 128/10 ohne und mit Endorem® nach 1 und 3 Wochen nach der
Inkubation mit Endorem® untersucht.

Stammzellen nehmen Eisenpartikel aus dem Medium durch Phagozytose auf. Das Moment
der Phagozytose ist auf der Abb. 32. dargestellt. Die Eisenpartikel werden von den
Zellauslaufern umgeben und in die Zelle eingeschlossen. Nach der Aufnahme der
Eisenpartikel befinden sie sich entweder frei im Zytoplasma als unregelmaRige Cluster oder
sind in die Organellen integriert. Zwei groRere schwarze Endorem®-Cluster in der Nahe des
Zellkerns sind in der Abb. 29 sichtbar. In der VergroRerung von der Abb. 29 (Abb. 30) bilden
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sie langliche Ansammlungen mit unregelméRigen R&ndern und liegen frei im Zytoplasma
zwischen zahlreichen Lysosomen. GroRe Endorem®-Ansammlung im Zytoplasma sind auf
den Abb. 33 dargestellt. In der VergroRerung ist erkennbar, dass die Endorem® -Partikel ein
kleines Konglomerat bilden (L&nge ca. 0,6 pm und Breite 0,3 um). Aufgrund der
unregelmaRigen Rander ist zu vermuten, dass die SPIO-Partikel nicht von einer Membran
umgeben sind und frei im Zytoplasma liegen. Cluster, die im Zytoplasma sehr nah am Golgi
Apparat und am Zellkern liegen werden auf dem Bild 34 dargestellt. Die Endorem®-
Einschlisse kann man auch in der Zellperipherie sehen (Abb. 35).

Man kann sagen, dass nach einer und zwei Wochen die meisten Endorem®-Partikel frei in der
Zelle im Zytoplasma liegen. Im Gegensatz dazu sind nach drei Wochen zahlreiche
Eisenpartikel in den Organellen eingebaut. Es handelt sich um Lysosomen (Abb. 36, 38) und
Lysosomen im Endstadium (Residualkdrper Abb. 39). Auf dem Bild 38 sind zahlreiche
Lysosomen von unterschiedlicher Grof3e von 0,3 bis 1,3 um abgebildet. Optisch sind mehr
Lysosomen in den markierten Zellen als in den Kontrollzellen sichtbar. In der VergréRerung
in der Abbildung 40 sieht man Endorem® innerhalb eines Residualkorpers.

Es sind auch vereinzelt unregelméRige Cluster von Eisenpartikeln im Zytoplasma (Abb. 41)
vorhanden, aber weniger als nach einer und zwei Wochen. Bei markierten und nicht
markierten Zellen nach 3 Wochen ist ein sehr stark dilatiertes endoplasmatisches Retikulum
zu sehen (Abb. 37).

In der Kontrolluntersuchung sind zahlreiche diffus verteilte elektronendichte (schwarze)
Punkte und Strukturen in jeder Zelle sichtbar. Es ist wichtig, diese Strukturen von Endorem®-
Ansammlungen zu unterscheiden (Abb. 26). In der Kontrolluntersuchung sind auch in
Lysosomen zum Teil schwarze Einschlusse enthalten, was physiologisch ist und in den Zellen
ohne Endorem®-Markierung vorkommt (Abb. 26, 27, 28). Die Abb. 33 (Hd 131/11 2 Wochen
Endorem®-Markierung) zeigt tber die gesamte Zelle diffus verteilte kleine elektronendichte
(schwarze) Pulnktchen im Zytoplasma. Es ist nicht mdglich zu sagen, ob es sich um
Eisenpartikel handelt, da in der Negativkontrolle ahnliche Strukturen zu sehen sind
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Abbildung 28: TEM Negativ Kontrolle Hd 127/10 Abbildung 29: TEM Hd 127/10 1 Woche nach

Endorem®-Markierung

Abbildung 30: VergroRerung von Abbildung 29 Abbildung 31: TEM Hd Nr 127/10 1 Woche nach

Endorem®-Markierung

58



Ergebnisse

§ e
- ek

3=

Abbildung 32: TEM Hd 128/10 1 Woche nach Abbildung 33: TEM Hd 131/11 nach 2 Wochen
Endorem®-Markierung nach Endorem®-Markierung

Abbildung 34: TEM Hd 132/12 2 Wochen nach Abbildung 35: TEM Hd 131/12 2 Wochen nach

Endorem®-Markierung Endorem®-Markierung

Abbildung 36: TEM Hd 128/10 3 Wochen nach der  Abbildung 37: TEM Hd 127/10 3 Wochen nach der

Endorem®-Markierung Endorem®-Markierung
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Abbildung 38: TEM Hd 131/12 3 Wochen nach der  Abbildung 39: TEM Hd 131/12 3 Wochen nach der

Endorem®-Markierung Endorem®-Markierung

Abbildung 40: TEM Hd 132/12 3 Wochen nach Abbildung 41: TEM Hd 132/12 3 Wochen nach
Endorem®-Markierung (VergréRerung) Endorem®-Markierung
4.4 Untersuchung des Endorem®-Einflusses auf das Zytoskelett

Mittels Phalloidinfarbung werden Zytoskelettelemente von markierten und nichtmarkierten
Zellen miteinander verglichen. Die markierten und nicht markierten Zellen sind gestreckt. In
jeder Zelle ist ein blauer Kern erkennbar. Die Aktinfilamente werden als griine, feine Linie
dargestellt. Sie laufen in jeder Zelle parallel zu einander und deren Struktur ist sowohl in mit
Endorem®markierten als auch in nicht markierten Zellen auf gesamter Lénge
nachvollziehbar. In den mit Endorem®-markierten Zellen sind keine Endorem®-Partikel

erkennbar. Man kann markierte von nicht-markierten Zellen nicht unterscheiden.
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Da es keine Unterschiede zwischen dem Zytoskelett der mit Endorem®-markierten und nicht
markierten Zellen gibt, konnte es gezeigt werden, dass eine Endorem®-Markierung in der
Konzentration von Fe = 319,2 pug/ml (SP10 = 448 pg/ml) keinen Einfluss auf das Zytoskelett

der Stammzellen hat. Die folgenden ausgewahlten Bilder stellen die mit Endorem®-

markierten und nicht markierten Stammzellen in der Fluoreszenzmikroskopie dar.

Abbildung 42: Phalloidinfarbung Hd 130/11 nach 7 Abbildung 43: Phalloidinfarbung Hd 130/11 nach 7

Tagen nach Endorem®-Markierung Tagen nach Endorem®-Markierung

Abbildung 44: Phalloidinfarbung Hd 131/11 nach 7  Abbildung 45: Phalloidinfarbung Hd 131/11 nach 7

Tagen bei Zellen ohne Endorem® Tagen nach Endorem®-Markierung
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4.5 Bestimmung des prozentuellen Anteils der markierten und nicht markierten
Zellen nach 1, 2 und 3 Wochen nach Endorem®-Markierung mittels MACS-

Untersuchung

In diesem Versuch konnte nachgewiesen werden, dass der Anteil der markierten kaninen
Stammzellen im zeitlichen Verlauf sinkt. Diese Abnahme der markierten Zellen ist statistisch
hoch signifikant (p = 0,0007).

Eine Referenzwertbestimmung fir die Anzahl der markierten Zellen fir den Zeitpunkt 1, 2
und 3 Wochen ist nicht méglich. Ein Konfidenzinterwall lasst sich aufgrund starker Streuung
der Daten und Kkleiner Stichprobe nicht angeben.

Die Tabelle 5 und das Diagramm auf der Abbildung 46 stellt einen prozentuellen Anteil der
markierten Zellen 1, 2 und 3 Wochen nach Endorem®-Markierung in der MACS-

Untersuchung dar.

Tabelle 5: Prozentueller Anteil der mit Endorem®-markierten Zellen nach 1, 2, 3 Wochen (Angabe in %)
in der MACS-Untersuchung

Hund Nummer | Nach 1 Woche | Nach 2 Wochen | Nach 3 Wochen

127 92,36 70,71 68,79
128 91,28 70,2 78,53
130 92,78 71,64 59

131 87,5 62,27 73,4
132 84,04 61,97 20,33
133 46,3 32,4 27,7
134 25,4 18,3 111
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Abnahme der mit Endorem® markierten
Stammazellen im zeitlichen Verlauf
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Abbildung 46: Abnahme der mit Endorem®-markierten Zellen im zeitlichen Verlauf

Um zu Oberprifen, ob es sich bei der nicht markierten Fraktion nach der MACS-Separation,

tatsdchlich um Zellen ohne Eisenpartikel handelt, wurden die nicht markierten Zellen von

Hund 130/11 nach der MACS-Separierung kultiviert und am Folgetag mittels Berliner Blau

Farbung wurde verifiziert, ob sie Eisenpartikel enthalten. Es konnten keine blau gefarbten

Eisenpartikel bei 2 Proben von Hund 130/11 nachvollzogen werden

Abbildung 47: Berliner Blau Farbung nach der
MACS-Sortierung (Zellenfraktion ohne
Eisenpartikel)

Abbildung 48: Berliner Blau Farbung nach der

MACS-Sortierung (Zellenfraktion ohne Eisenpartikel)
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4.6 Untersuchung der Multipotenz der mit Endorem®-markierten kaninenn ASCs
anhand des adipogenen, osteogenen und chondrogenen

Differenzierungspotenzials

4.6.1 Chondrogene Differenzierung

Die Stammzellen vom Hd 131/11 ohne Endorem® die mit einem Differenzierungsmedium
inkubiert werden, zeigen eine deutliche blaue Anfarbung des gesamten Interstitium, was
deutlich fur saure Mucopolysaccharide spricht. Im Gegensatz dazu zeigen die Proben von
Stammzellen, die mit Endorem® markiert wurden, einen geringgradigen Anteil der blau
gefarbten Areale im Interstitium. Das spricht fiir eine eingeschrankte Differenzierung in die
chondrogene Richtung. In der Negativkontrolle sieht man eine mittel- bis hochgradige blaue
Anfarbung des Interstitiums, was bei einer Inkubation im Standardmedium, nicht zu erwarten
sein sollte. Zusatzlich sind die Zellkonglomerate von einem rosa gefarbten Saum umgeben.

In dem Praparat vom Hund 133/12 mit Endorem®-markierten Zellen sind saure
Mucopolisaccharide in groRerem Ausmal vorhanden. Das Interstitium wird nicht vollstandig
blau angeféarbt. Zusétzlich sieht man eine braune Anférbung der Zellen, was fir eine
Akkumulation vom Endorem® spricht. In diesem Fall konnte eine Knorpelbildung festgestellt
werden. Auf dem Praparat vom gleichen Hund mit Zellen ohne Endorem® sieht man eine fast
vollstandige blaue Anfarbung des Interstitiums, was ebenfalls fur eine Knorpelbildung
spricht. Die Negativkontrolle zeigt wie beim Hund 131/11leine blaue Farbung des
Interstitiums.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Endorem®-Markierung bei Stammzellen vom
Hund 131/11 und 133/12 einen negativen Einfluss auf die Knorpelbildung hat. Die
chondrogene Differenzierung beim Hund 131/11 hat nur in einem geringgradigen Ausmaf
stattgefunden. Bei den Stammzellen vom Hund 133/12 ist eine mittelgradige Knorpelbildung
nachgewiesen worden, jedoch deutlich weniger als bei Stammzellen, die nicht markiert

wurden.
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Abbildung 49: Hund 131/11 Alcian Blau Farbung ~ Abbildung 50: Hund 133/11 Alcian Blau Farbung
nach 23 Tagen nach Endorem®-Markierung nach 26 Tagen nach Endorem®-Markierung

Abbildung 51: Hund 131/11 Alcian Blau Farbung Abbildung 52: Hund 133/11 Alcian Blau Farbung
nach 23 Tagen bei Zellen ohne Endorem® nach 26 Tagen bei Zellen ohne Endorem®

Abbildung 53: Hund 131/11 Alcian Blau Farbung ~ Abbildung 54: Hund 133/11 Alcian Blau Farbung
nach 23 Tagen Negativkontrolle nach 26 Tagen Negativkontrolle
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4.6.2  Adipogene Differenzierung

Sowohl die Zellen mit Endorem® als auch ohne Endorem® die mit dem
Differenzierungsmedium inkubiert wurden, zeigen eine deutlich hoéhere Anzahl von
Fettvakuolen als Kontrollgruppe. In der Kontrollgruppe sind nur vereinzelte Fettvakuolen
sichtbar. Vereinzelte Fettvakuolen kommen physiologisch fast in jeder Zelle vor.

Es wurde ein Mittelwert von Fettvakuolen pro Zelle fiir Zellen mit und ohne Endorem®, die
der adipogenen Differenzierung unterzogen wurden und auch fur die Negativkontrolle
errechnet. Bei der Probe Hd 131/12 wurde ein Mittelwert der Fettvakuolenzahl in 32 Zellen
mit Endorem®, 30 Zellen ohne Endorem® und 53 Zellen in der Negativkontrolle bestimmt.
Bei der Probe Hd 132/12 wurde ein Mittelwert der Fettvakuolenzahl in 29 Zellen mit
Endorem®, 34 Zellen ohne Endorem® und 131 Zellen in der Negativkontrolle berechnet. Die
Ergebnisse werden in Abb. 55 graphisch dargestellt. Die mit Endorem®-markierten Zellen
beider Hunde enthalten mehr Fettvakuolen (Hd 131/11: 30,81 und Hd 132/11: 60,55) als die
Zellen ohne Eisenpartikel (Hd 131/11: 24,2 und Hd 132/11: 25,76). Die beiden
Negativkontrollen von Hd 131/11 und 132/11 zeigen eine deutlich geringere
Fettvakuolenanzahl pro Zelle (Hd 131/11: Mittelwert = 6,03 und Hd 132/11: Mittelwert =
1,07). Es konnte festgestellt werden, dass mit steigender Anzahl der Fettvakuolen pro Zellen
eine vermehrte Veranderung der Zellmorphologie stattfindet. Zellen mit einer ausgepragten
Fettvakuolenanzahl sind eher rundlich und zeigen Kkeine typische spindelférmige
Morphologie, was man deutlich bei Zellen vom Hund 132/11 mit Endorem® beobachten kann.
Diese Morphologie &dhnelt der eines Adipozyten. Stammzellen mit einem moderaten
Fettvakuolenanteil sind schlank und lang gestreckt und zeigen ein typisches spindelférmiges
Aussehen.

Es kann kein negativer Einfluss von Endorem® auf die adipogene Differenzierung der
Stammzellen von Hund Nr.131/11 und 132/11 beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigen
die mit Endorem®-markierten Zellen von beiden Hunden eine hohere Fettvakuolenanzahl pro
Zelle als die nicht markierten Zellen, die auch der adipogener Differenzierung unterzogen
worden sind. Aufgrund der Probenzahl (n=2) sind diese Ergebnisse statistisch nicht belegt.
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Fettvakuolenzahl pro Zelle
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Abbildung 55: Fettvakuolenzahl (Mittelwert) pro Zelle beim Hund 131/11 und 132/11

Der Nachweis der adipogenen Differenzierung und die Negativkontrolle werden auf den

folgenden Bildern dargestellt.
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Abbildung 56: Hund 131/11 Oil Red O Férbung Abbildung 57: Hund 132/11 Oil Red O Férbung
nach 2 Wochen nach Endorem®-Markierung nach 2 Wochen nach Endorem®-Markierung
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Abbildung 58: Hund 131/11 Qil Red O Farbung Abbildung 59: Hund 132/11 Oil Red O Farbung
nach 2 Wochen bei Zellen ohne Endorem® nach 2 Wchen bei Zellen ohne Endorem®

Abbildung 60: Hund 131/11 Oil Red O Farbung Abbildung 61: Hund 132/11 Oil Red O Farbung

nach 2 Wochen Zellen Negativkontrolle nach 2 Wochen Zellen Negativkontrolle

4.6.3  Osteogene Differenzierung

Bei der Untersuchung von Zellen von Hund 133/12 und 134/12 sowohl mit als auch ohne
Endorem® kénnen schwarze Prézipitate in der Extrazellularmatrix und eine schwarze Farbung
der Zellen selbst festgestellt werden. Diese schwarzen Prazipitate deuten auf eine Entstehung
von Knochenbélkchen hin. In der Kontrolluntersuchung wurden keine Hinweise auf
Mineralisation der Extrazellularmatrix und Zellen selbst festgestellt.

Da sowohl die Zellen als auch zum Teil die extrazellulare Matrix schwarz gefarbt sind, ist es

schwierig das Ausmal3 der osteogenen Differenzierung zu beurteilen.

68



Ergebnisse
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Abbildung 63: Hund 134/12 Von Kossa Farbung

Abbildung 62: Hund 133/12 Von Kossa Farbung
nach Endorem®-Markierung

nach Endorem®-Markierung

Abbildung 65: Hund 134/12 Von Kossa Farbung

Abbildung 64: Hund 133/12 Von Kossa Farbung
bei Zellen ohne Endorem®

bei Zellen ohne Endorem®

Abbildung 67: Hund 134/12 Von Kossa Farbung

Abbildung 66: Hund 133/12 Von Kossa Farbung
Negativkontrolle

Negativkontrolle
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4.7 MTT-Test

Der MTT-Test wird zur Bestimmung der Zellzytotoxizitat und Zellproliferation benutzt.

Die folgenden Tabellen enthalten die Werte der Absorbtionsmessungen zum Zeitpunkt 0 (24
Stunden nach Endorem®-Markierung und nach 24 Stunden (d. h. 48 Stunden nach der
Markierung), die mit Hilfe eines Photometers Tecan Sunrise® gemessen werden. Der Anstieg
der Absorption spricht flr eine hohere Zellzahl. Das bedeutet, dass eine Zellteilung
stattgefunden hat.

Bei der Analyse der Ergebnisse ist zu sehen, dass in allen Proben von Hund 133/12 und
134/12 mit und ohne Endorem® zum Zeitpunkt 24 Stunden (48 Stunden nach der Markierung)
eine Proliferation der Stammzellen stattgefunden hat und die Werte deutlich hoher sind als
zum Zeitpunkt 0. Die Absorptionsmessungen fiir die Zellen von Hund 133/12 ohne Endorem®
zeigen zum Zeitpunkt 0 folgende Werte: 0,079; 0,076 und 0,071. Nach 24 Stunden ist ein
deutlicher Anstieg der Werte zu beobachten: 0,613; 0,480 und 0,539. Bei den Zellen des
gleichen Hundes nach Endorem®-Markierung betragen die Absorptionswerte zum Zeitpunkt 0
(24 Stunden nach der Markierung) 0,096; 0,096 und 0,071. Nach 24 Stunden (48 Stunden
nach der Markierung) ist die Absorptionsmessung deutlich angestiegen und liegt bei: 0,786;
0,723 und 0,712. Die Absorptionsmessung von Zellen nach Endorem®-Markierung zeigt
sogar hohere Werte als bei Zellen ohne Endorem®. Das beweist, dass die Zellen nach der
Endorem®-Markierung sich weiter teilen und dass Endorem® keinen negativen Einfluss auf
die Proliferationsrate der Stammzellen bei diesem Hund hat.

Die Absorptionsmessung von Stammzellen von Hund 134/12 ohne Endorem®-Markierung
zeigen zum Zeitpunkt 0 (24 Stunden nach der Markierung) folgende Werte: 0,087; 0,080 und
0,091. Nach 24 Stunden (48 Stunden nach der Markierung) ist ein Anstieg der Werte zu
verzeichnen: 0,501; 0,520 und 0,486. Die Absorptionsmessung der Stammzellen des gleichen
Hundes nach Endorem®-Markierung weist folgende Werte auf: 0,068; 0,052 und 0,065. Nach
24 Stunden ist ebenfalls in diesem Fall die Absorption angestiegen, was fur eine Proliferation
der Zellen spricht. Die Werte liegen zu dem Zeitpunkt 24 Stunden (48 Stunden nach der
Markierung) bei: 0,506; 0,396 und 0,416 und sind nur minimal kleiner als diese von nicht mit
Endorem®-markierten Stammzellen. In diesem Fall scheint die Endorem®-Markierung keinen
negativen Einfluss auf die Proliferationfahigkeit der untersuchten Zellen zu haben.

Abbildung 68 zeigt eine graphische Darstellung der obengenannten Werte von den
Stammzellen von Hund 133/12 und 134/12 ohne und nach der Endorem®-Markierung.
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Tabelle 6: Schema der MTT-Untersuchung

Zeitpunkt

Blank

X

X

133 ohne Endorem®

133 ohne Endorem®

133 ohne Endorem®

133 mit Endorem®

133 mit Endorem®

133 mit Endorem®

134 ohne Endorem®

134 ohne Endorem®

134 ohne Endorem®

m| O O m >

134 mit Endorem®

134 mit Endorem®

134 mit Endorem®

Tabelle 7: Werte der Absorptionsmessung zum Zeitpunkt 0 (24 Stunden nach Endorem®-Markierung)

Zeitpunkt 0
A 0,359 X X
B 0,079 0,076 0,071
C 0,096 0,096 0,071
D 0,087 0,08 0,091
E 0,068 0,052 0,065

Tabelle 8: Werte der Absorptionsmessung zum Zeitpunkt 24 (48 Stunden nach Endorem®-Markierung)

Zeitpunkt 24 Stunden
A 0,407 X X
B 0,613 0,480 0,539
C 0,786 0,723 0,712
D 0,501 0,520 0,486
E 0,506 0,396 0,416
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Absorptionswerte zum Zeitpunkt 0 und 24 Stunden
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Abbildung 68: Graphische Darstellung der Absorptionswerte zum Zeitpunkt 0 und 24 Stunden (24 und 48

Stunden nach Endorem®-Markierung)

4.8 MRT-Untersuchung

Auf der Agaroseplatte wurden auRer Endorem®-markierten Stammzellen auch das MRT-
Kontrastmittel Endorem® und Dotarem® in Agarosegel untersucht. Als Negativkontrolle
befindet sich in der Mitte jeder Platte eine Probe, die lediglich aus Agarosegel besteht.

Es wurden 2 Sequenzen durchgefiihrt: T2 TSE und T2 FFE. In den beiden Sequenzen stellt
sich Endorem® hypointens zu den umgebenden Strukturen dar. Enthalten die Stammzellen
nach Inkubation genug Eisenpartikel, werden sie als hypointens dargestellt.

Es wird zusatzlich auf der Agaroseplatte Dotarem® mituntersucht. Dotarem® gehért zu den
paramagnetischen Kontrastmitteln und verkiirzt T1 Relaxation. Dadurch wird Dotarem® in T1
Sequenzen hyperintens (hell) dargestellt (siehe Kapitel 2.2.2). Dotarem® kann auch T2
Relaxationszeit verkirzen und dadurch wird dieses Kontrastmittel in T2 gewichteten Bilder
hypointens (dunkel) (WESTBROOK et al. 2011).

Es wurde die Signalintensitdt in der T2 TSE und T2 FFE Sequenz mit Hilfe der Software
View Forum R6.3V1L7 SP1 2010 (Philips Medical System Nederlands) berechnet und als

Histogramm/Diagramm dargestellt.
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Zur Bestimmung der Signalintensitdt wird in den Bereich jeder Probe eine sogenannte
. Region of interest (ROI) plaziert, die eine standarisierte GroRe von 24 mm? besitzt. Es wird
mit Hilfe der gemessenen Intensitatswerte eine graphische Darstellung der Signalintensitéaten
und deren Haufigkeit moglich gemacht. Gleichzeitig werden Werte fir maximale, minimale

und mittlere Signalintensitat sowie die Standardabweichung festgehalten.
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Histogram 1: 240 mm@

Abbildung 70: Beschreibung eines Beispielhistogramms: y-Achse: Haufigkeit mit der die Intensitat
vorkommt (Anzahl der Pixel mit diesem Intensitatswert); x-Achse: Signalintensitat; Mittelwert (Mean);
Standardabweichung (Standard deviation); Messflache (Area = ROI); Minimalwert (min); Maximalwert

(max)
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Histogram 1: 240

Abbildung 71: MRT-Bild T2 TSE 1 Woche nach Endorem®-Markierung Hd 127/10 und 128/10
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Abbildung 72: MRT-Bild T2 FFE 1 Woche nach Endorem®-Markierung Hd 127/10 und 128/10
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Il

Abbildung 74: MRT-Bild T2 FFE 1 Woche nach Endorem®-Markierung Hd 133/12 und 134/12
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Hislogram 1: 24.0 mm2

Abbildung 76: MRT-Bild T2 FFE 2 Wochen nach Endorem®-Markierung Hd 127/10 und 128/10
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Abbildung 78: MRT-Bild T2 FFE 2 Wochen nach Endorem®-Markierung Hd 133/12 und 134/12
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Abbildung 79: MRT-Bild T2 TSE 3 Wochen nach Endorem®-Markierung Hd 127/10 und 128/10

L« Histogram 1: 24.0 mm2

Abbildung 80: MRT-Bild T2 FFE 3 Wochen nach Endorem®-Markierung Hd 127/10 und 128/10
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Hislogram 1: 240 mm2 Histogram 1: 240 w2
Sex . * &

Abbildung 82: MRT-Bild T2 FFE 3 Wochen nach Endorem®-Markierung Hd 133/12 und 134/12
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Wochen nach Endorem®-Markierung

Tabelle 9: Werte der Signalintensitét in der T2 TSE und T2 FFE MRT-Sequenz fur alle Proben 1, 2, 3

Hund MRT Sequenz 7 Tage 14 Tage 21 Tage
127 T2 TSE 1299 1529,1 1463,8
127 T2 FFE 163,1 801,8 519,4
128 T2 TSE 697,3 1301,7 1261,6
128 T2 FFE 65 4422 383,2
130 T2 TSE 773,2 1070,9 786,9
130 T2 FFE 183,3 211,8 26,7
131 T2 TSE 1508,3 1715,1 1695
131 T2 FFE 859,5 1243 892,4
132 T2 TSE 1265,2 1602,1 1591
132 T2 FFE 669,6 1130,4 828,9
133 T2 TSE 878,2 1696,5 1692,4
133 T2 FFE 301,4 795,6 1380,5
134 T2 TSE 1213,2 1591 1766,2
134 T2 FFE 510,9 829 1453,3
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Abbildung 83: Signalintensitat in der T2 TSE MRT-Sequenz fiir alle Proben 1 Woche nach Endorem®-
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T2 TSE 2 Wochen
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Abbildung 84: Signalintensitat in der T2 TSE MRT-Sequenz fiir alle Proben 2 Wochen nach Endorem®-

Markierung und fiir Endorem®
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Abbildung 85: Signalintensitat in der T2 TSE MRT-Sequenz fiir alle Proben 3 Wochen nach Endorem®-

Markierung und fiir Endorem®
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T2 FFE 1 Woche
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Abbildung 86: Signalintensitét in der T2 FFE MRT-Sequenz 1 fiir alle Proben 1 Woche nach Endorem®-

Markierung und fiir Endorem®
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Abbildung 87: Signalintensitat in der T2 FFE MRT-Sequenz fiir alle Proben 2 Wochen nach Endorem®-

Markierung und fiir Endorem®
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T2 FFE 3 Wochen
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Abbildung 88: Signalintensitat in der T2 FFE MRT-Sequenz fiir alle Proben 3 Wochen nach Endorem®-

Markierung und fiir Endorem®
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Abbildung 89: Signalintensitat in der T2 TSE MRT-Sequenz fiir alle Proben 1, 2, 3 Wochen nach

Endorem®-Markierung
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T2 FFE Woche 1, 2, 3
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Abbildung 90: Signalintensitét in der T2 FFE MRT-Sequen fur alle Proben 1, 2, 3 Wochen nach

Endorem®-Markierung
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Mit Hilfe der zwei-faktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholungen bezlglich der
Sequenz und der Zeit konnte festgestellt werden, dass es signifikante Unterschiede
(p <0,0001) zwischen den beiden Sequenzen (T2 TSE und T2 FFE) zu unterschiedlichen
Zeitpunkten gibt. Die Signalintensitat fir die Sequenzen T2 TSE und T2 FFE &ndert sich im
zeitlichen Verlauf tber 3 Wochen. Diese Verdnderungen sind statistisch hoch signifikant
(p =0,003).

Es wurde zusatzlich eine Korrelationsanalyse zwischen der MACS-Untersuchung und den
Signalintensitaten fir T2 FFE und T2 TSE fir den Zeitpunkt 1, 2, 3 Wochen durchgefihrt.

Es konnte keine statistisch signifikante Korrelation zwischen MACS-Untersuchung fir 1, 2
und 3 Wochen und T2 TSE Untersuchung in der Woche 1, 2 und 3 (fiir Woche 1: p = 0,945;
r =-0,032; fur Woche 2: p = 0,242; r = -0,510; fir Woche 3: p = 0,288; r = -0,469) festgestellt
werden. Die Abbildung 93 stellt die Korrelationsanalyse graphisch dar.

Fur die MACS-Untersuchung und Signalintensitaten der T2 FFE Untersuchung wurde
ebenfalls eine Korrelationsanalyse zum Zeitpunkt 1, 2 und 3 Wochen berechnet. Es konnte
keine statistisch signifikante Korrelation zwischen den Messungen der Signalintensitat in der
T2 FFE Sequenzen und der MACS-Untersuchung zum Zeitpunkt: 1, 2 und 3 Wochen
festgestellt werden (fur Woche 1: p = 0,722; r = -0,166; fur Woche 2: p = 0,619; r = -0,231;
fir Woche 3: p = 0,077; r = -0,705). Auf der Abb. 91 werden die Ergebnisse der

Korrelationsanalyse dargestelit.
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Abbildung 91: Korrelationsanalyse zwischen MACS-Untersuchung fir 1, 2 und 3 Wochen und MRT
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Wo2MACS versus Wo2FFE (3 vs 9)
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Abbildung 92: Korrelationsanalyse zwischen MACS-Untersuchung fiir 1, 2 und 3 Wochen und MRT-
Untersuchung T2 TSE fur 1, 2 und 3 Wochen
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Diskussion

5 Diskussion

5.1 Isolierung der Stammzellen aus dem Fettgewebe

Autologe Stammzellen aus Fettgewebe kdnnen in groflen Mengen einfach und nicht invasiv
isoliert und in Kultur vermehrt werden (VIDAL et al. 2007). RODBELL (1965) beschreibt als
erster die Isolation von Fettzellen und Stromal Vascular Fraction (SVF) aus dem Fettgewebe
mittels Collagenase. Die SVF enthélt Blutzellen, Perizyten, Endothelzellen, Fibroblasten und
Fettzellprekursoren (adipogene Stammzellen ASCs). Die weitere Isolation der ASCs erfolgt
durch Inkubation auf einer Plastikoberflache. Die ASCs im Gegensatz zu anderen Zellen
sollten sich an die Plastikoberflache heften (BUNNELL et al. 2008). In der durchgefiihreten
Studie gelten Zellen, die sich an die Oberflache der Zellkulturflaschen geheftet haben als
adipogene Stammzellen. Die International Society for Cellular Therapy schléagt jedoch vor,
dass man Stammzellen weiter vorselektieren sollte, die positiv fur Oberflachenantigene wie
CD105, CD73 und CD90 in der Flusszytometrie und gleichzeitig negativ fir CD45, CD34,
CD14, CD11b, CD79a, CD19 und HLA Klasse Il (DOMINICI et al. 2006) sind. In der
vorliegenden Studie werden die Stammzellen anhand der Oberflachenantigene nicht
vorselektiert. RYU et al. (2009) empfiehlt ASCs vor Differenzierungsexperimenten von den
CD45 (Hamatopoetische und Leukozytenlinie) und CD31 (endotheliale Linie) Zellen zu
trennen, weil sogar kleine Kontamination mit hdmatopoetischen Stammzellen eine Quelle der
Differenzierung sein kénnte. LIM et al. 2007, BUNNELL et al. 2008 bericksichtigen in

eigenen Studien nur Adhéarenz an Plastik als Kriterium flr die MSCs.

5.2 Endorem®-Aufnahme durch ASCs und Markierungseffizienz

Die von SYKOVA und JENDELOVA (2007) und KUSTERMANN und Mitarbeiter (2007)
beschriebene spontane Aufnahme des Kontrastmittels Endorem® konnte in dieser Studie
bestatigt werden. Mittels Transmissionselektronenmikroskopie konnte die Endorem®-
Partikelaufnahme aus dem Medium per Endozytose durch die Stammzellen dokumentiert
werden (Abb. 32).

Es sind zahlreiche Protokolle der Markierungskonzentration von Eisenpartikeln von 1 - 2 800

png/ml beschrieben. Es werden auch unterschiedliche Markierungszeiten von 1 bis 72 Stunden
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angegeben. Bei langerer Inkubationszeit so wie hdherer Konzentration ist mit einem
negativen Einfluss auf die Zellen zu rechnen (THOREK, TSOURKAS 2008). KRUTTWIG
(2009) beschreibt die Markierung von MSCs mit 112 pg/ml (Fe = 79,8 ug/ml) und 224 pg/ml
Endorem® (Fe = 159,6 pg/ml) tber 20 - 24 Stunden. Bei diesen Konzentrationen zeigten die
Zellen eine ungleichméRige Endorem®-Aufnahme und es waren auch Zellen vorhanden, die
keine Eisenpartikel enthielten. In der vorliegenden Studie sollten alle Stammzellen markiert
werden. Deswegen wurden im Rahmen von Vorversuchen die Stammzellen von 2
unterschiedlichen Hunden jeweils mit 10 pl (entspricht SP1O-Gehalt von 158,1 pg/ml und
Eisengehalt von 112 pg/ml), 28,35 pl ( SPIO = 448 pg/ml und Fe = 319,2 pg/ml) und 40 pl (
SPIO = 632,4 pg/ml und Fe = 448 pg/ml ) Endorem® liber 24 Stunden inkubiert, um die
optimale Beladung fir diese Studie zu bestimmen. Bei der Konzentration von 448 ug/ml
wurde jede Zelle markiert. Des Weiteren scheint die Zellteilung bei dieser Konzentration in
Life Cell Imaging tber den Zeitraum von 24 Stunden unbeeinflusst zu bleiben. Aus diesen
Grinden wurde in dieser Studie die Konzentration von 448 pg/ml SPIO verwendet. Diese
Konzentration scheint ausreichend zu sein, die markierten Stammzellen nach 3 Wochen in
einem 1 Tesla Magnetresonanztomographen darzustellen, obwohl die Stammzellen von dem
Zeitpunkt der Markierung bis zur Untersuchung 3 Wochen spéter stark proliferieren. Zur
Verifizierung der Endorem®-Aufnahme wurde eine Berliner Blau Farbung durchgefiihrt.

KUSTERMANN und Kollegen (2008) berichten, dass Stammzellen (neuronale
Progenitorzellen und embryonale Stammzellen) schon 24 Stunden nach der Endorem®-
Markierung spontan die Eisenpartikel ins Medium abgeben. Das spontane Abgeben der
Endorem®-Partikel wurde in dieser Studie nicht untersucht. Sollten die Stammzellen spontan
Endorem® ins Medium abgeben, ist die Markierungskonzentration trotzdem hoch genug die
Stammzellen 3 Wochen spéater in der MRT-Untersuchung darzustellen. Die Neigung der
Stammzellen das Kontrastmittel abzugeben, sollte genauer fiir in vivo Studien untersucht
werden: werden Kontrastpartikel an Hostzellen weitergegeben, wird es unmdglich sein diese

von markierten Stammzellen zu unterschieden.

Die Markierungseffizienz kann entweder durch die Bestimmung der Anzahl markierter Zellen
oder Bestimmung der Menge der Markierungssubstanz in den Zellen erfolgen (BERNSEN et
al. 2010). In dieser Studie wurde die Markierungseffizienz durch die quantitative
Prozentzahlbestimmung der mit Eisen markierten Zellen mit Hilfe eines MACS-Separators

und durch den histopatologischen Nachweis mittels Berliner Blau Farbung tberpriift. Man
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kann annehmen, dass die magnetische Trennung der mit Endorem®-markierten Zellen mittels
MACS-Separator eine zuverldssige Methode darstellt, markierte von nicht markierten Zellen
zu unterscheiden. Der Vorteil der Methode ist, dass man bei der Zellsortierung mittels MACS
die gesamte Zellpopulation untersuchen kann. Zusatzlich ist die Methode vertrauenswirdig,
da die negative Zellfraktion keine Eisenpartikel enthalt, was mittels Berliner Blau Féarbung

verifiziert wird.

Die Berliner Blau Farbung zeigt, ob die Stammzellen Eisenpartikel aufgenommen haben.
Eine Quantifizierung der markierten Zellen unter dem Mikroskop stellt sich jedoch
problematisch dar. Nicht alle Praparate sind von gleich guter Qualitat. Fir das Zahlen von
markierten Zellen wurden Praparate ausgesucht, die von moglichst guter Qualitat sind. Es
wurden nur die Zellen als markiert bezeichnet, welche mehr als 10 Eisenpartikel enthalten,
weil besonders nach 3 Wochen viele Zellen vorhanden sind, die nur 1 - 5 Eisenpartikel
enthalten. Dieser Eisenpartikelgehalt konnte fir eine im MRT nachweisbare Markierung
unzureichend sein. Manche Préparate sind aufgrund schlechter Qualitidt nach Berliner Blau

Farbung nur eingeschrankt auswertbar. Die Zahlung ist dadurch erschwert.

Die markierten Stammzellen enthalten mit Ausnahme der Proben 128/10 und 130/11 weniger
Eisenpartikel zum Zeitpunkt 3 Wochen als nach 3 Tagen.

Die Abnahme der Eisenpartikel in Stammzellen im zeitlichen Verlauf ist statistisch nicht
signifikant (p = 0,204). Die Eisenabnahme geschieht im zeitlichen Verlauf zufallig. Ebenfalls
ist eine Bestimmung der Referenzwerte fur Eisenpartikelzahl in einzelnen Zellen fir die
Zeitpunkten 3, 7, 14 und 21 Tage mittels 95 %-Konfidenzintervallen aufgrund einer starken
Streuung nicht maoglich.

Bei der Zellteilung werden die Eisenpartikel nicht gleichmaBig an die Tochterzellen
weitergegeben. In diesem Fall missten am Ende der Untersuchung nach 3 Wochen nur Zellen
sichtbar sein, die gleiche Eisenmengen enthalten. Wir beobachten stattdessen Zellen die sehr
unterschiedliche Mengen an Eisenpartikeln aufweisen. Es sind Zellen zu sehen, die keine oder
fast keine Eisenpartikel enthalten und im Gegensatz dazu auch die Zellen die deutlich mehr
als 10 Partikel pro Zelle enthalten (Abb. 15).

Die Auswertung des prozentuellen Anteils markierter Zellen stellt sich problematisch dar, da
Proben vorhanden sind, die nach 2 oder 3 Wochen < 10 Eisenpartikel enthalten. Die Mehrheit
der Zellen ist allerdings noch markiert. Da in dieser Studie angenommen wurde, dass die

Zellen erst ab 10 Partikel als markiert gelten, werden diese Zellen in der statistischen
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Auswertung als ,,nicht markiert betrachtet. Im Gegensatz dazu zeigen Zellen in manchen
Proben entweder einen hohen Gehalt an Eisen oder es gibt auch Zellen ohne Eisengehalt. Es
ist schwierig einzuschétzen inwiefern die Verteilung der Eisenpartikel einen Einfluss auf die
MRT-Untersuchung hat. Ebenfalls ist fraglich ob es zu starkerer Kontrastausléschung kommt,
wenn die Eisenpartikel gleichméRig in den markierten Zellen verteilt sind und alle
Stammzellen einen ahnlichen Eisengehalt zeigen oder wenn manche Stammzellen sehr viel
Kontrastpartikel enthalten und manche fast gar keine. Um eine dahin gehende
Schlussfolgerung zu ziehen, ist die Untersuchung einer gréf3eren Menge an Zellen nétig.

Im Gegensatz zur Berliner Blau Farbung konnte mittels MACS nachgewiesen werden, dass
der Anteil der markierten kaninen Stammzellen im zeitlichen Verlauf sinkt. Diese Abnahme
der markierten Zellen ist statistisch hoch signifikant (p = 0,0007).

Die MACS-Untersuchung stellt eine gute Methode des quantitativen Nachweises der Anzahl
der markierten Zellen dar. Mittels Berliner Blau Farbung ist es méglich qualitativ die Erfolge
einer Eisenmarkierung zu beurteilen. Theoretisch ist es mdglich die markierten Zellen unter
dem Mikroskop zu zédhlen. In manchen Situationen, wenn Zellen Konglomerate bilden oder
auf einander liegen, ist das Zahlen erschwert. Bei Folgeversuchen kann man die Berliner Blau
gefarbten Zellen nicht mehr verwenden. Der Vorteil der MACS-Trennung ist, dass man die
getrennten Zellen weiter verwenden kann. Dabei wird im Gegensatz zu Berliner Blau Féarbung
die gesamte Population der Zellen untersucht. Dadurch werden die Ergebnisse genauer. Die
quantitative Beurteilung der Eisenpartikelmenge in einzelnen Zellen, stellt sich schwierig dar.
Es wird eine weitere Methode bendtigt, Eisenpartikel in Zellen zu z&hlen, bzw. den
Eisengehalt der Zellen zu bestimmen.

5.3 Einfluss von Endorem® auf das Zytoskelett

In der durchgefuhrten Studie konnte kein negativer Einfluss der Endoremmarkierung auf das
Zytoskelett festgestellt werden. SOENEN und Mitarbeiter (2010) berichten, dass eine
Endorem®-Konzentration von 600mg Fe/ml geringgradig die Zellausbreitung innerhalb den
ersten 6 Tagen nach der Markierung beeinflusst. In der Studie wurden neuronale
Progenitorzellen und Phdochromozytomzellen von Ratten, so wie humane endotheliale Zellen
untersucht. Die Reduktion von Endorem®-Konzentration bis 400 mg Fe/ml zeigt keinen
negativen Einfluss auf das Zytoskelett. Es sollte beriicksichtigt werden, dass die Stammzellen

in der Studie von SOENEN vor der Markierung mit einem Transfektionsreagenz
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(Lipofectamine) inkubiert werden. In unserer Studie nehmen die Stammzellen Endorem®
spontan auf. Die Endorem®-Konzentration zur Markierung der Stammzellen liegt bei 28,35
ul, was 448 pg/ml Fe entspricht. Es konnte keine negative Auswirkung auf das Zytoskelett
beobachtet werden. Es wurde jedoch keine Zellausbreitung gemessen, sondern es wird die
Integritdt der Aktinfilamente und deren Verlauf beurteilt und mit der Kontrollprobe

verglichen.

5.4 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM): Untersuchung der Eisenpartikel-

verteilung in der Zelle

Endorem®-Partikel werden durch Endozytose spontan durch die Zellen aufgenommen
(SYKOVA & JENDELOVA 2007, KUSTERMANN et al. 2007). ,Bei der Endozytose
werden feste oder geltste Stoffe durch Einstilpung und Abschniirung der Zellmembran ins
Cytosol aufgenommen* (LIEBICH 1999). Die Endozyten kdnnen entleert werden und die
endozytierten Membranvesikel werden fiir den Membranaufbau verwendet oder im Rahmen
einer Transzytose durch die Zelle gelangen und an einer anderen Stelle ausgeschieden
werden. Endosomen verschmelzen mit Lysosomen, die Hydrolasen enthalten und fiir die
Verdauung der endozytierten Substanzen zustandig sind (ENGELHARDT & BREVES 1999).
Die Aufnahme per Endozytose konnte festgehalten werden (Abb.32). Nach der Aufnahme
befinden sich die Enodrem®-Partikel entweder als unregelmaBige Cluster frei im Zytoplasma
oder sind in den Organellen wie Endosomen und Lysosomen integriert. Man kann sagen, dass
nach ein bis zwei Wochen die meisten Endorem®-Partikel frei im Zytoplasma liegen. Im
Gegensatz dazu, scheinen die meisten Partikel nach 3 Wochen in den Organellen (Lysosomen
und Lysosomen im Endstadium) eingebaut zu sein. Es sind aber auch vereinzelt
unregelméBige Cluster von Eisenpartikeln im Zytoplasma vorhanden. Die Eisenpartikel
konnten in keinen anderen Organellum festgestellt werden. In der Kontrolluntersuchung der
Stammzellen ohne Markierung konnten (ber die gesamte Zelle diffus verteilte schwarze
Punkte gefunden werden. Die Lysosomen stellen sich auch bei manchen Kontrollzellen
elektronendicht (schwarz) dar, weil sie wahrscheinlich unterschiedliche Metaboliten
enthalten. Endorem®-Partikel stellen sich in Lysosomen als Einschliisse mit unregelmaBigen

Réandern dar.
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SYKOVA und JENDELOVA (2006) berichten, dass nach einer Inkubation in Endorem®
haltigem Medium Uber 2 - 3 Tage Cluster von Eisenpartikeln im Zytoplasma in der TEM-
Untersuchung zu sehen sind. Die Eisenpartikel sind von einer Membran umgeben.

In der Studie von POLITI und Mitarbeitern (2006) werden die SPIO in den neuronalen
Prekursorzellen als elektronendichte intrazytoplasmatische Einschlusskdrperchen dargestellt,
die unter VergréRerung granuliert und von einer Membran ummantelt sind.

KUSTERMANN und Mitarbeiter (2008) beobachten nicht nur die Endosomenbildung
sondern auch die Bindung der SPIO-Partikel an die dulRere Zellmembran nach einer
Inkubation (iber 24 Stunden mit Endorem®. In der vorliegenden Studie konnten keine
Eisenpartikel auBerhalb der Zelle beobachtet werden, wahrscheinlich, weil die TEM-
Untersuchung erst nach 1, 2 oder 3 Wochen stattgefunden hat. Die Autoren stellen weiterhin
fest, dass die Stammzellen Endorem®-Partikel wahrend einer weiteren Inkubation
Eisenpartikel spontan ins Medium abgeben. Eine Untersuchung von Relexationszeiten des
Uberstandes hat das bestatigt, dass im Medium Endorem® enthalten ist. In der vorliegenden
Studie wurde dieser Aspekt nicht untersucht. Es sind jedoch trotz vermutlicher Partikelabgabe
2 und 3 Wochen nach Inkubation mit Endorem®-Eisenpartikeln in den Zellen vorhanden. Auf
den Transmissionselektornenmikroskopiebildern ist es zu erkennen, dass nach 3 Wochen
weniger Eisenkonglomerate als im Vergleich zu einer und zwei Wochen zu sehen sind.
Wahrscheinlich ist das dadurch zu erkléren, dass die Endorem®-Partikel durch die Zelle per
Endozytose aufgenommen werden. Danach liegen sie zum Teil frei im Zytoplasma oder sind
in Organellen wie Endosomen und Lysosomen zu sehen. Eine mdgliche Erklarung ist der
Abbau des Endorem® in Lysosomen. Es konnte in der TEM Untersuchung nicht
nachgewiesen werden, dass die Stammzellen die Endorem®-Partikel wieder aus der Zelle

ausscheiden. Man kann aber in mehreren Residualkérpern Endorem®-Cluster erkennen.

55 Untersuchung der Multipotenz der mit Endorem®-markierten Zellen

In dieser Untersuchung sollte festgestellt werden, ob eine Markierung mit Endorem® einen
Einfluss auf die Multipotenz der mesenchymalen kaninen Stammzellen hat. Die mit
Endorem®-markierten kaninen Stammzellen wurden einer adipogenen, osteogenen und

chondrogenen Differenzierung unterzogen und mit einer unmarkierten Gruppe verglichen.
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55.1  Adipogene Differenzierung

Es wurden Zellen von zwei unterschiedlichen Hunden untersucht und in beiden Fallen konnte
kein negativer Einfluss von Endorem® auf adipogene Differenzierung festgestellt werden. Die
mit Endorem®-markierten Zellen wiesen mehr Fettvakuolen pro Zelle als nicht markierten
Zellen auf, die auch der adipogenen Differenzierung unterzogen wurden. Die beiden
Negativkontrollen enthielten geringe Mengen an Fettvakuolen. Aufgrund der niedrigen
Probenzahl ist keine statistische Auswertung moglich.

KOSTURA und Kollegen (2004) konnten ebenfalls keinen negativen Einfluss von Feridex®
(BERLEX LABORATORIES USA) (Feridex® ist ein Handelsname fur Endorem® in den
USA) auf das adipogene Differenzierungspotenzial feststellen. In der Studie von KOSTURA
wurden die Stammzellen mit Feridex (25 pg Fe/ml) und einem Transfektionsmittel (PLL:
Poli-L-Lysin) markiert. In der vorliegenden Studie wurde kein Transfektionsmittel benutzt
und die Markierungskonzentration von Endorem® lag deutlich hoher bei 28,35 pl/ml (SP1O =
448 pg/ml und Fe = 319,2 pug/ml). Die Autoren berichten nicht dariiber, dass die Markierung
mit Ferridex® die adipogene Differenzierung unterstiitzen kénnte.

Andere Arbeitsgruppen (ARBAB et al. 2004; BULTE et al. 2004) kommen zu gleichen
Ergebnissen. Zellmarkierung mit Ferridex® beeinflusst die Differenzierung in die adipogene
Linie nicht. In der Studie von BULTE und Mitarbeitern wurde die Konzentration von 12,5
ng/ml Feridex® und PLL als Transfektionsmittel benutzt. Zum Nachweis der adipogenen
Differenzierung, wie in der erwahnten Studien diente eine Oil Red O Farbung. Um die

Relevanz der Ergebnisse beurteilen zu kdnnen ist die héhere Probenzahl erforderlich.

5.5.2  Osteogene Differenzierung

Annlich wie bei der adipogenen Differenzierung berichten die gleichen Arbeitsgruppen, dass
das osteogene Differenzierungspotenzial durch die Markierung mit Feridex® nicht negativ
beeinflusst wird (KOSTURA et al. 2004; ARBAB et al. 2004; BULTE et al. 2004).
KOSTURA et al. (2004) beschreibt zum qualitativen Nachweis der Osteogenese auch die von
Kossa Farbung, sowie Farbung mit alkalischer Phosphatase und Immunfarbung der Kollagen
| Fasern. Die Ablagerung von Kalzium wird mittels einer kolorimetrischen Untersuchung

quantifiziert.
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In der vorliegenden Studie wird nur die von Kossa Farbung zum Nachweis der Osteogenese
durchgefuhrt. In der von Kossa Farbung wird das mineralisierte Gewebe schwarz angefarbt.
Bei der Untersuchung von Zellen sowohl mit als auch ohne Endorem® konnten schwarze
Prézipitate in der Extrazellularmatrix und eine schwarze Féarbung der Zellen selbst festgestellt
werden. Diese schwarzen Prazipitate deuten auf eine Entstehung von Knochenbalkchen hin.
Die Beurteilung ist erschwert, da die Stammzellen an sich auch schwarz geférbt sind. Die
schwarze Féarbung der Zellen selbst kommt wahrscheinlich durch die Zugabe von CacCl, in das
Differenzierungsmedium zu.

In der Kontrolluntersuchung wurden keine Hinweise auf Mineralisation der
Extrazellularmatrix und von den Zellen selbst festgestellt. Die Kontrolluntersuchung wurde
nur mit Standardmedium durchgefiihrt. Es ist bekannt, dass das Standardmedium auch mit
Zugabe von CaCl, zur keinen Differenzierung fuhrt (ARNHOLD personliche Mitteilung).

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Endorem®-markierten Stammzellen als auch die

nicht markierten Zellen eine Mineralisation vom extrazellularen Matrix zeigen.

5.5.3  Chondrogene Differenzierung

In der Literatur wird beschrieben, dass Ferridex® einen negativen Einfluss auf die
chondrogene Differenzierung austibt. KOSTURA et al. (2004) berichtet, dass die wie oben
mit PLL-Feridex® markierten Zellen keine Anzeichen der chondrogenen Differenzierung
zeigen. Es wurde ausgeschlossen, dass die Hemmung der Chondrogenese durch die
Transfektionsmittel (PLL) zustande kommt. Weiterhin scheint die Hemmung dosisabhéngig
zu sein, weil eine Reduktion der Feridex®-PLL Konzentration zu einer unvollstandigen
chondrogenen Differenzierung fuhrt. Es wird vermutet, dass Feridex® aktiv die notwendige
intrazellulare Informationstbertragung in Chondrogeneseprozessen hemmt. Zum Nachweis
der Chondrogenese wird Farbung mit Safranin O (zum Nachweis der Proteoglykane) und
Immunféarbung mit Antikérper C4F6 gegen Kollagen Typ Il Fasern verwendet. BULTE und
Kollegen (2004) kommen zu ahnlichen Ergebnissen. Die Stammzellmarkierung mit Feridex-
PLL Komplex (12,5 pg/ml Fe) fuhrt zu einer Inhibition der Chondrogenese und eine
Konzentrationsreduktion um 50 % zu einer eingeschrénkten Knorpelbildung.

In der vorliegenden Studie wird die chondrogene Differenzierung ebenfalls negativ durch die

Endorem®-Markierung beeinflusst. In dieser Studie wurde eine deutlich héhere
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Markierungskonzentration von 319,2 pug/ml Fe als in oben genannten Studien verwendet.
AuRerdem wurde kein Transfektionsmittel benutzt.

Mittels Alcian Blau Farbung konnte eine hochgradige Knorpelneubildung in den Préparaten
mit Stammzellen und Differenzierungsmedium nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
zeigen die Proben mit Endorem®-markierten Stammzellen einen gering- bis mittelgradigen
Anteil der blau gefarbten sauren Mucopolisaccharide im Interstitium. Die chondrogene
Differenzierung bei Hund 131/11 hat in geinggradigem Ausmal stattgefunden. Bei den
Stammzellen von Hund 133/12 wurde eine mittelgradige Knorpelbildung nachgewiesen.
Jedoch deutlich weniger als bei Stammzellen, die nicht markiert wurden. Die
Negativkontrollproben zeigen zum Teil eine blaue Anfarbung des Interstitiums. Das spricht
fir eine spontane Differenzierung der nicht markierten Zellen, die im Standardmedium
inkubiert wurden. BOSNAKOWSKI et al. 2004 berichten ebenfalls von einer spontanen
Chondrogenese von bovinen mesenchymalen Stammzellen, die im Standardmedium ohne
Zugabe von zusatzlichen Wachstumfaktoren wie TGF-[3 oder Fischkollagen inkubiert wurden.
Zu einem anderen Ergebnis kommen ARBAB und Mitarbeiter (2004). Sie zeigen, dass eine
Feridex-Protamin Markierung (25 pg/ml Fe) von Stammzellen keinen negativen Einfluss auf
die Knorpelneubildung aufweist. Eine Alcian Blau Farbung sowie Féarbung fir Kollagen X
zeigt, dass markierte und nicht markierte Zellen eine gleiche Knorpelneubildung zeigen.
Zusétzlich stellt ARBAB folgende Hypothese beziliglich der Befunde obengenannter
Arbeitsgruppen auf. Der negative Einfluss auf die Chondrogenese ist nicht durch die SPIO,
die sich in den Zellen befinden, sondern durch die Markierungstechnik selbst bedingt. Hier
wird vermutet, dass die extrazelluldren Fe-Protamin-Komplexe, die sich nach dem nicht
ausreichenden Waschen im Differenzierungsmedium befinden, kdénnten die chondrogene

Differenzierung hemmen.

5.6 Untersuchung des Einflusses von Endorem®-Markierung auf
Uberlebensfahigkeit der Zellen mittels MTT-Test

Es gibt zahlreiche Methoden, um Nebenwirkungen von Markierungssubstanzen auf die
Uberlebensfahigkeit der markierten Zellen zu untersuchen. Dazu zéhlt z. B. die Trypan Blau
Farbung. Aufgrund dessen, dass nur tote oder Zellen in Spatstadium der Apoptose detektiert
werden kénnen und die Zahlung der Zellproben unter dem Mikroskop erfolgen muss, schlagt

BERNSEN und Mitarbeiter (2009) andere Tests zur Untersuchung des Einflusses von
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Markierungssubstanzen vor, wie z. B. MTT- ((3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-
Diphynyltetrazolium-Bromid), XTT-(2, 3-bis(2-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
((Phenylamino) carbonyl)-2H- tetrazolium Hydroxid) oder den WST-1 (water soluble
terazolium) Test. Da der MTT Test im Gegensatz zu XTT- und WST-1Test sich zur
Untersuchung aller Zelltypen eignet, wird dieser am meisten empfohlen. Zusatzlich ist der
Test sehr sensitiv und es reichen nur ein paar Zellen um die Untersuchung durchzufuhren. Der
Nachteil ist, dass unter unterschiedlichen Bedingungen des Metabolismus der Mitochondrien
variieren kann.

Beim MTT-Test wird eine Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTT (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2, 5-Diphenyltetrazoliumbromid) in  Formazan genutzt. In  funktionierenden
Mitochondrien wird MTT zu einem Formazan reduziert. Es entstehen Formazankristalle, die
zuerst geldst werden mussen. Danach kann eine spektrophotometrische Untersuchung des
lilafarbigen Formazan erfolgen. Die Formazanmenge Kkorreliert direkt mit Anzahl der
lebenden Zellen. Es werden in diesem Test lebende Zellen anhand der metabolischen
Aktivitat untersucht. Die Messung der Absorption sollte immer mit einer nicht markierten
Kontrollgruppe verglichen werden (BERNSEN et al. 2009).

Der MTT-Test kann auch zur Untersuchung der Zellproliferation genutzt werden. Dafir
mussen Messungen (ber einen bestimmten Zeitraum erfolgen. Anhand dieser kann man eine
Wachstumskurve anfertigen.

In der vorliegenden Studie konnte mithilfe eines MTT-Tests kein negativer Einfluss auf die
Zelliiberlebensfahigkeit und Proliferation nach 24 und 48 Stunden nach der Endorem®-
Markierung (Konzentration von SPIO = 448ug/ml und Fe = 319,2 pg/ml) festgestellt werden.
SOENEN und Mitarbeiter (2011) zeigen, dass die Zellverdopplungszeit von der Endorem®-
Konzentration abhangig ist. Bei einer Markierungskonzentration von 400 pg/ml Fe ist die
Zellverdopplungszeit nach 1, 3 und 6 Tagen mit der Kontrollgruppe vergleichbar und liegt bei
21 Stunden. Bei einer Endorem®-Konzentration von 600 pg/ml Fe ist die
Zellverdopplungszeit ca. 1,75 Stunden langer, wobei sie nach 3 Tagen signifikant (p < 0,01)
ca. 6 Stunden langer ist. Nach 6 Tagen verkirzt sich die Verdopplungszeit und ist ca. eine
Stunde langer als bei der Kontrollgruppe und bei den Zellen die mit einer Endorem-
Konzentration von 400 pg/ml Eisen markiert wurden.

ARBAB und Kollegen (2004) benutzen in ihrer Studie den MTT-Test zur Evaluation der
Toxizitst nach  Endorem®-Protaminsulfatmarkierung der humanen  Stammzellen,

Lymphoblasten und Splenozyten der Maus. Es konnte mittels des MTT Tests kein negativer
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Einfluss der Protamine selbst (Konzentration bis zu 50 pg/ml Gber 24 - 72 Stunden) oder der
Protamin-Fe Komplexe (Fe 100 pg/ml und Protaminsulfat: 3 - 8 pg/ml, Inkubation ber die
Nacht) in den ersten 72 Stunden auf die untersuchten Zellen festgestellt werden. Zusétzlich
hat eine Trypan Blau Farbung keinen signifikanten Anstieg toter Zellen im Vergleich mit der
Kontrolle gezeigt.

FRANK und Mitarbeiter (2003) zeigen mit Hilfe des MTT-Tests, dass die hMSC, die nur mit
Feridex® (20 pg/ml) oder Feridex® und 3 verschiedenen Transfektionsreagentien markiert
wurden, weisen keine signifikante Unterschiede beziiglich der Uberlebensfahigkeit im
Vergleich mit der Kontrollgruppe uber die Zeitraum von 9 Tagen auf. Zusatzlich wurde eine
Apoptoserate fiir Feridex®-PLL-markierten Zellen und nicht markierten Zellen bestimmt. Hier
konnte ebenfalls kein Unterschied nachvollzogen werden. Die Ergebnisse der oben genannten
Studie zeigen, dass die Markierungskonzentration von Fe = 319,2 pg/ml keine negative

Wirkung auf die Proliferation und Uberlebensfahigkeit der Zellen hat.

5.6.1 MRT-Untersuchung

Die Ergebnisse der MRT-Studie zeigen, dass das Signalverhalten der untersuchten Proben
sich Uber die Zeit von 3 Wochen statistisch signifikant andert (p = 0,003). Nimmt man an,
dass die Anzahl der markierten Zellen Uber den Zeitraum von 3 Wochen in der MACS-
Untersuchung signifikant sinkt (p = 0,0007), sollte sich das Signalverhalten dementsprechend
andern. Da sich das Kontrastmittel Endorem® in beiden durchgefiihrten Sequenzen (T2 TSE
und T2 FFE) hypointens darstellt, sollten die Proben im Laufe der Zeit weniger hypointens
zum umliegenden Agarosegel sein. Das heif3t, dass die relativen Signalintensitaten tber die
Zeit ansteigen sollten. Wenn man davon ausgeht, sollte der Wert nach der ersten Woche
niedriger als nach der 2. Woche sein. Der Wert zum Zeitpunkt 3 Wochen sollte am hochsten
sein (am wenigstens hypointens = die Messwerte sollten ansteigen).

Das Signalverhalten der Probe von Hd 134/12 entspricht dieser Hypothese fir beide
Sequenzen. Bei der Probe von Hd 133/12 konnte dies nur in T2 FFE Sequenz gezeigt werden.
In der zweiten Woche kénnen hohere Werte als in der dritten Woche (weniger hypointens) fur
T2 TSE bei Proben Nr. Hd 127/10, Hd 128/10, Hd 130/11, Hd 131/11, Hd 132/11 und 133/11
festegestellt werden. In der T2 FFE ist diese Tendenz ebenfalls zu beobachten. In der 2.
Woche steigen die Werte fur die Proben Hd 127/10, 128/10, 130/11, 131/10, 132/10 an.
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In T2 gewichteten Sequenzen kann man bei manchen Proben sehen, dass es durch
Lufteinschlisse, die am wahrscheinlichsten bei der Vorbereitung der Agaroseplatte
entstanden sind, méglicherweise zu einer Verfalschung der MeRRwerte gekommen ist. In der
T2 Sequenz stellt sich Luft ebenfalls hypointens dar, da Luft zu den negativen Kontrastmitteln
gehort (WESTBROOK, KAUTH ROTH, TALBOT 2011). KUSTERMANN und Mitarbeiter
berichten in ihrer Studie mit Agarphantomen ebenfalls tber eine Artefaktbildung von kleinen
Luftblasschen, die ein hypointenses Signal hervorrufen. Auf dem Agarosegel vom Hd 130/11,
das ohne eine weitere Probe im selben Agarosegel untersucht wurde, ist es zu sehen, dass die
Negativprobe in der Mitte, die nur das Agarosegel enthdlt, auch hypointens ist und nicht
isointens, wie das zu erwarten waére. In diesem Fall ist anzunehmen, dass sich zwischen den
Agaroseschichten Luft befindet. Diese Hypointensitdt ist in der T2 FFE nicht
nachzuvollziehen. Diese Beobachtung ist ungewdhnlich, da normalerweise der Einfluss der
Inhomogenitaten in der T2 FFE Sequenz grosser als in T2 TSE ist. Das kann man durch
geringgradige Unterschiede in der Sequenzerstellung wie z. B. geringe Schichtunterschiede
(fir T2 FFE 1,5 mm; fur T2 TSE 1,6mm).

Eine andere Hypothese, die dieses MRT Signalverhalten, erklaren kann das nicht mit MACS—
Untersuchung korreliert, ist die Tatsache, dass nicht die einzelne Zelle in der durchgefiihrten
MRT-Untersuchung dargestellt werden kann. Es wird lediglich die Stérung des Magnetfeldes
dargestellt. Es ist nicht bekannt, ab wie vielen Eisenpartikeln in den Zellen diese detektiert
werden und als hypointens dargestellt werden. Eisenpartikel und deren ferromagnetische
Eigenschaften verursachen eine stérkere rdumliche Stoérung der Feldhomogenitat als die
Grolke der Partikel. Eine raumliche Verteilung der Partikel in der Zelle kann eine Rolle
spielen. Wenn die Eisenpartikel in einer Zelle dicht an einander liegen oder einen Klumpen
bilden, kann die Kontrastausléschung deutlich héher sein, als wenn die Eisenpartikel diffus in
der Zelle verteilt sind (KUSTERMANN et al. 2008). In der TEM-Untersuchung sieht man,
dass die rdumliche Verteilung vom Zeitpunkt der Untersuchung abhéngig ist. Die
Eisenpartikel werden nicht diffus Uber die gesamte Zelle verteilt, sondern bilden
Konglomerate, die entweder frei im Zytoplasma oder in Endosomen/Lysosomen liegen. In der
MACS-Untersuchung sehen wir lediglich, dass die Anzahl der markierten Zellen sinkt. In
dieser Untersuchung ist aber nicht beriicksichtigt, wie viele Eisenpartikel diese Zellen
enthalten. Da in der Kontrolluntersuchung fur die MACS-Sortierung, in der Berliner Blau
Farbung, keine Zellen sichtbar sind, die Eisenpartikel enthalten, ist davon auszugehen, dass

diese Zellen auch sehr geringe Mengen an Kontrastmittel enthalten.
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Bei Berliner Blau Farbung konnte nicht gezeigt werden, dass die Anzahl der Stammzellen mit
> 10 Eisenpartikeln sinkt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind statistisch nicht
signifikant (p = 0,204), so dass keine Korrelationsbestimmung mit der Berliner Blau- und
MRT-Untersuchung méglich war. Die Ergebnisse der Berliner Blau Farbung kénnen dadurch
erklart werden, dass bei der Zellteilung nicht genau die Hélfte der enthaltenen Eisenpartikeln
an die Tochterzellen weitergegeben wird, sondern es eher zuféllig ist, wie die Eisenpartikel
sich verteilen.

Eine der Hauptfragestellungen ist, wie lange die mit Endorem®-markierten Stammzellen im 1
Tesla MR-Tomographen in der T2 FFE und T2 TSE darstellbar sind. Es wurden mehrere
Trackingstudien mit Endorem®-markierten Zellen an Labortieren und auch mit
Agarphantomen durchgefuhrt. Diese Untersuchungen fanden im Rahmen von praklinischen
Studien statt. Diese Studien verwendeten Magnetresonanztomographen mit deutlich héherer
Feldstarke. Im klinischen Alltag in der Tiermedizin ist jedoch der Einsatz solcher Gerate zu
diesem Zeitpunkt nicht moglich.

In der vorliegenden Studie konnten die mit Endorem®-markierten Stammzellen 3 Wochen
nach Endorem®-Markierung mittels 1 Tesla Magnetresonanzomographen dargestellt werden.
Es ist davon auszugehen, dass die markierten Stammzellen in vivo mindestens genauso lange
von einem 1 Tesla Magnetresonanztomographen detektiert werden. In vitro teilen sich die
Stammzellen intensiver als in vivo.

NORMAN und Mitarbeiter (1992) konnten in einer Studie mit einem 0,14 Tesla MRT-Gerat
implantierte Zellen nach 3 Wochen vom Wirtsgewebe unterscheiden. Sie haben als erste den
Einsatz der MRT zur Darstellung von mit superparamagnetischen Eisenpartikeln markierten
Zelltransplantaten bei Ratten beschrieben. Es wurde aber ein anderes Kontrastmittel in der
Studie verwendet. Hier wurden Eisenpartikel mit einem Antikdrper an die Zelloberflache
gebunden. URDZIKOVA und Kollegen (2006) stellen mit Endorem®-markierte Stammzellen
bei Ratten mit einer intraspinalen L&sion nach einer intravenésen MSC-Injektion mittels eines
4,7 Tesla Geréates und einer 3D Gradienten Echo Sequenz dar. SYKOVA und JENDELOVA
(2006) beschreiben in ihrer Studie, dass die mit Endorem® markierten Stammzellen
(embryonale und mesenchymale) bei Ratten mit kortikalen und spinalen L&sionen nach einer
intravendsen und intracerebellaren Gabe in die Richtung der L&sion wandern. Diese Zellen
kann man mindestens 30 Tage lang als hypointenses Signal mittels einer T2 gewichteten

Sequenz in 4,7 Tesla Bruker Spektrometer darstellen.
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Im Gegensatz zu diesen in vivo praklinischen Studien untersuchen KUSTERMANN und
Mitarbeiter (2008) die Effizienz und Ausschleusung von mehreren Kontrastmitteln unter
anderem von Endorem® in Agarphantomen. Die Markierungseffizienz und das Abgeben des
Kontrastmittels durch die Zellen wird unter Einsatz eines 7,0 Tesla BRUKER Biospec in
Agarphantomen Uberprift.

NOHROUDI und Kollegen (2010) berichten Uber ein sehr hohes MRT-Detektionspotenzial
und einer anderen Markierungsmethode: den mit MPIO markierten MSCs bei Ratten mit
Gehirntumoren. Mittels MRT-Untersuchung (4,7 Tesla Bruker Biospec) ist die Migration der
markierten Stammzellen in die Richtung der neoplastischen Verdnderung nach der
Implantation in die kontralaterale Hemisphare nach 7 Tagen sichtbar. Auch Zellen, die nur
geringe Mengen an Eisenpartikel enthalten, sind in der MRT-Untersuchung darstellbar
(NOHROUDI et al. 2010).

Im Gegensatz dazu beschreiben KEDZIOREK und KRAITCHMANN (2010) relativ kurze
Darstellungsmoglichkeit von mit Ferucarbotran (Resovist® BAYER SCHERING PHARMA
AG) markierten Stammzellen bei 2 Hunden nach einer Injektion in Arteria femoralis in einer
3 Tesla MRT Untersuchung. Einen Tag nach der Applikation wird von einem hypointensem
Signal im Bereich der Nierenrinde berichtet. Die Hypointensitét ist Uber folgende 8 Tage zu
sehen.

Es sollte in Rahmen dieser Studie festgestellt werden, welche von beiden durchgefiihrten
Sequenzen (T2 TSE und T2 FFE) sich besser zur Darstellung der mit Endorem®-markierten
kaninen MSC’s im 1 Tesla MR-Tomographen eignet. Fir Woche 1, 2 und 3 ist eine
signifikante positive Korrelation zwischen den beiden Sequenzen zu beobachten (Woche 1:
p =0,037; r = 0,784; Woche 2: p = 0,006; r = 0,9; Woche 3: p = 0,006; r = 0,896). Ebenfalls
Uber die gesamte Zeit betrachtet korrelieren beide Sequenzen miteinander. Diese Korrelation
ist statistisch hochsignifikant (p < 0,001; r = 0,879). Keine von beiden Sequenzen korreliert
mit der MACS-Untersuchung. In der T2 TSE Sequenz wurden mehr Artefakte beobachtet, die
am wahrscheinlichsten durch die Lufteinschliisse entstanden sind. In vitro wie bei anderen
Studien bleibt die T2 FFE Sequenz ein Mittel der Wahl zur Detektion der mit Endorem®-
markierten kaninen Stammzellen. KUSTERMANN und Kollegen (2008) kommen zum
Ergebnis, dass die T2 FFE Sequenz sich am besten zur Darstellung der mit Eisenpartikeln
markierten Zellen in Agarphantomen eignet. ITTRISCH und Kollegen (2005) demonstrieren
Einsatz von T2 FFE Sequenz zur Darstellung und Quantifizierung von mit

superparamagnetischen Eisenoxidpartkeln markierten humanen Stammzellen in der 3 Tesla
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MRT-Untersuchung in vitro. Die T2 FFE Sequenz findet auch eine Anwendung in klinischen
Studien in der Humanmedizin, wie bei Transplantation von mit Ferucarbotran markierten
Pankreasinselzellen in der Studie von TOSO und Mitarbetern (2008). Die transplantierten
Zellen aus Pankreasinsel waren in der Leber als hypointense Areale in der T2 FFE Sequenz
darstellbar. In der Studie von NOHROUDI und Mitarbeitern (2010) werden die MPIO
markierten Stammzellen aus dem Knochenmark mit Hilfe von T2 FFE Sequenz in 4,6 Tesla
MRT-Untersuchung in vivo bei Gliommodelratten dargestellt. Mit Geraten mit hoherer
Teslastarke ist es moglich sogar einzelne Zellen zu detektieren (KUSTERMANN et al. 2008).
Bei Untersuchungen in vivo kann sich die Untersuchung mit T2 FFE eher problematisch
darstellen. Bei Riickenmarks- oder Gehirntraumata, bei denen auch eine Blutung vorhanden
ist, kann es schwierig sein, das Signal von markierten Zellen und von Blut wegen des

H&moglobins zu unterscheiden.

5.7 Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen dieser Studie sollte geklart werden, ob das MRT-Kontrastmittel Endorem® sich
zur Markierung der kaninen Stammzellen eignet. Diese Studie soll ein Ausgangspunkt fir
weitere klinische Forschungen auf dem Gebiet der Kleintiermedizin sein. Im Rahmen dieser
Studie wurde verifiziert, dass die kaninem Stammzellen spontan Endorem® aufnehmen
konnen. Es wurde weiterhin eine Markierungskonzentration bestimmt, die die Zellteilung und
das Zytoskelett der kaninen Stammzellen nicht beeinflusst. Die Endorem®-markierten kaninen
Stammzellen koénnen sich in die adipogene und osteogene Richtung differenzieren. Die
chondrogene Differenzierung scheint negativ beeinflusst zu sein, was mit den weiteren
Studien untersucht werden muss. Die kaninen Stammzellen geben das Kontrastmittel im
zeitlichen Verlauf an ihre Tochterzellen ab. Jedoch sind diese Zellen 3 Wochen nach der
Markierung in einem 1 Tesla MR-Tomographen darstellbar, was eine grofle Bedeutung in
einem Klinische Einsatz hat. Die Starke der meisten Tomographen im Klinischen Einsatz in
der Tiermedizin betragt 0,3 - 1 Tesla (sehr selten 3 Tesla). Die T2 FFE Sequenz eignet sich
besser als die T2 TSE Sequenz zur Darstellung der markierten Zellen. Die T2 FFE ist eine
Gradientenechosequenz, die besonders empfindlich fir Feldinhomogenitaten ist. Dadurch
konnen theoretisch minimale Mengen an Eisenpartikel detektiert werden. Im Gegensatz dazu
ist die T2 TSE weniger anfallig fir Feldinhomogenitaten (WESTBROOK 2011).
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In der Tiermedizin gibt es Indikationen fiir den Einsatz der Stammzelltherapie vor allem fir
Erkrankungen, bei denen nur eingeschrankte Therapiemdglichkeiten existieren. Zu nennen
waéren hier vor allem Erkrankungen aus dem Bereich der Neurologie. In Zukunft sind weitere
Studien noétig, um die therapeutische Eigenschaft der Stammzellen bei verschiedenen
Erkrankungen zu untersuchen. Eine Markierung der Stammzellen kann dazu dienen, sie in der
MRT-Untersuchung darzustellen.

Eine der Erkrankungen, bei der eine Stammzelltherapie und dadurch die Markierung von
grosser Bedeutung sein konnten, ist z. B. die degenerative Myelopathie der Hunde. Es handelt
sich um eine degenerative Ruckenmarkserkrankung, die mehrere Hundrassen betrifft. Die
Erkrankung fangt mit Symptomen des oberen motorischen Neurons, wie Spastizitdt und
proprizeptiver Ataxie, an. Diese Patienten zeigen eine progressive Paraparese. Mikroskopisch
findet man bei betroffenen Hunden eine Demyelinisierung und Axonverlust in lateraler
weilBer Substanz im Rickenmark. Bislang gibt es keine Therapiemdglichkeiten (AWANO et
al.2008). Bei dieser Erkrankung konnte eine Stammzelltherapie eine Chance darstellen. Die
Endorem®-Markierung kénnte eine Beobachtung in vivo erméglichen. Die Endorem®-
markierten Stammzellen konnten entweder direkt in das Rlckenmark oder in den
subarachnoidalen Raum injiziert werden (OHTA et al. 2004).

Eine andere Erkrankung des ZNS besonders bei Hunden, bei der eine Stammzellimplantation
eine Therapiemdglichkeit bietet, ist eine Diskopathie. Bei Hunden nach einem
Bandscheibenvorfall, die prdoperativ eine Paraplegie ohne Schmerzempfinden zeigen, liegt
die Prognose fur die Heilung des Riickenmarks nach einer chirurgischen Dekompression bei
ca. 64 % und bei einer konservativen Therapie bei 7 % (WHEELER, SHARP 1994).
Aufgrund der unsicheren bis schlechten Prognose werden diese Patienten haufig euthanasiert.
Eine erfolgreiche chirurgische Dekompression bedeutet nicht, dass diese Patienten vollstandig
geheilt werden konnen, da es in manchen Fallen zu einer irreversiblen Nervenschadigung
gekommen ist. Bei solchen Patienten konnte eine Stammzelltherapie zum Einsatz kommen.
Die Stammzellen konnen aus intraoperativ bei der Hemilaminektomie entnommenem
Fettgewebe isoliert, kultiviert und danach markiert werden. Stammzellen kénnte man nach
der Markierung wie bei der degenerativen Myelopathie applizieren. Hier ist der Nachteil, dass
die Stammzellen erst entnommen und im Labor vermehrt werden mussen, bevor sie appliziert
werden konnen. Im Durchschnitt wiirde eine Kultivierung einige Tage in Anspruch nehmen.
Weitere Erkrankungen, bei denen man das Potenzial der Stammzellen einsetzen konnte sind

immunmediierte Meningitiden beim Hund (steroid responsive Meningitis Arteritis (SRMA)
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und granulomatése Meningoenzephalitis (GME) oder nekrotisierende Meningoenzephalitis
(NME)). NME gehoért zu den entziindlichen ZNS-Erkrankungen die, bei Zwergrassen
besonders beim Mops (Pug Dog Encephalitis) auftreten. Die entziindlichen Veranderungen
im Sinne von lymphozytéren, plasmozytaren und histiozytaren Infiltraten sowie eine
Parenchymnekrose werden vor allem in der Gro3hirnrinde gefunden. Es wird vermutet, dass
bei der Pathogenese eine Dysregulation des Immunsystems in ZNS eine groRRe Rolle spielt
(SUZUKI et al. 2003).

Die GME kommt vor allem bei kleinen Hunderassen vor. Das histopathologische Bild zeigt
Verénderungen vor allem in der weil3en Substanz in Hirnstamm, Cerebrum und Cerebellum.
Als Ursache wird hier auch eine Dysfunktion der Immunsystem diskutiert (SUZUKI et al.
2003). Bei beiden Erkrankungen sind Therapiemdglichkeiten eingeschréankt. Die
Uberlebensrate liegt bei der GME bei 1 bis 1,215 Tage (MUNANA & LUTTGEN 1998). Da
Stammzellen in vivo viele bioaktive Substanzen produzieren, die eine immunmodulierende
und immunsuppressive Wirkung besitzen (SYKOVA & JENDELOVA 2007), konnte eine
Stammzelltherapie eine groRe Behandlungschance darstellen. Besonders bei Erkrankungen
wie nekrotisierende Meningoenzephlaitis und granulomatése Meningoenzephalitis die trotz
einer konventionellen Therapie eine schlechte Prognose haben.

Bei der steroid responsiven Meningitis Arteritis wird ebenfalls vermutet, dass eine
Fehlregulation des Immunsystems fir die Erkrankung verantwortlich ist. Fir diese Hypothese
spricht der Anstieg der IgA-Konzentartion in Liquor cerebrospinalis und Serum (TIPOLD et
al. 1994) und die vermehrte Aktivierung von Th-2 Zellen (SCHWARTZ et al. 2008). Des
Weiteren sprechen die betroffenen Patienten auf eine immunsupressive Kortisontherapie an,
was ein zusatzlicher Hinweis auf eine immunmediierte Atiologie ist (CIZINAUSKAS et al.
2000; VOSS 2011). Die Ursache fur die Dysregulation des Immunsystems bei betroffenen
Hunden konnte nicht erkannt werden (TIPOLD et al. 1994; VOSS 2011). Die
Kortisontherapie (iber 6 Monate (TIPOLD 2000)) ist mit vielen Nebenwirkungen wie z. B.
Polyphagie, Polydipsie, Muskelatrophie, Stammfettsucht verbunden (NELSON, COUTO
2010). Eine Stammzelltherapie konnte in diesem Fall diese Nebenwirkungen ausschlie3en.
Bei Meningitiden konnte eine Stammzellgabe in den Liquor cerebrospinalis erfolgen, was
OHTA und Kollegen (2004) vorgeschlagen haben.

In der Humanmedizin kénnte die immunregulierende und immunsuppressive Eigenschaft der
Stammzellen ebenfalls bei immunmedierten Erkrankungen des ZNS-Systems wie z. B.

Multiple Sklerose (MS) genutzt werden. Es wird vermutet, dass sie durch eine Dysfunktion
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des  Komplementsystems  zustande ~ kommt. Die  immunmodulierenden  und
immunsuppressiven Eigenschaften der MSCs stellen eine Hoffnung in der Therapie von
immunmedierten Erkrankungen wie MS bei Menschen dar (UCCELLI et al. 2008;
MANCARDI et al 2008).

Es sind weitere Studien nétig, um diese Therapiehypothesen bei den oben genannten
Erkrankungen in der Kleintiermedizin zu verifizieren. Bei diesen Erkrankungen missen
verschiedene Anhaltspunkte der Stammzelltherapie untersucht werden. Bei kaninen
Meningitiden mussen die immunsuppresive Eigenschaften Uberprift werden. Bei
Rickenmarkstraumata z. B. infolge einer Diskopathie geht es um eine Eigenschft der
Stammzellen, das Gewebe bei den Reparatur- und Regenerationsprozessen zu unterstiitzen
(CAPLAN & DENNIS 2006) oder sogar eine Fahigkeit sich in einen gewinschten Phanotyp
zu differenzieren. Ebenfalls muss in der Zukunft ein adequater Applikationsweg und Menge
der Stammzellen fur jede Erkrankung bestimmt werden. Bis jetzt wurden nur Vorteile der
Stammzelltherapie dargestellt. Die Stammzelltherapie muss noch genau auf Nebenwirkungen

untersucht werden, bevor sie routinemanig zum Einsatz kommt.
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6 Zusammenfassung

Untersuchung zum Wachstums- und Signalverhalten im MRT von kaninen mesenchymalen

Stammzellen nach Endorem®-Markierung

In der vorliegenden Studie wurde in der Klinik fur Kleintiere - Chirurgie, der Justus Liebig
Universitat Giellen eine Untersuchung zum Wachstums- und Signalverhalten in der
Magnetresonanztomographie von mit Endorem®-markierten kaninen Stammzellen aus dem
Fettgewebe durchgefihrt. Endorem® (GUERBET) ist ein MRT-Kontrastmittel, das zum
Nachweis von Lebertumoren mittels MRT entwickelt wurde. Endorem® enthalt
Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SP10). In der MRT-Untersuchung bilden sich
Storungen des Magnetfelds um jedes Partikel und fiihren zu einem Signalabfall in den
Geweben, die das Kontrastmittel enthalten (GUERBET).

Zunachst wurde eine optimale Endorem®-Konzentration von 319,2 pg/ml Fe (448 pg/ml
SPIO) bestimmt, was 28,35 pl/ml Endorem® entspricht. 7 Proben mit kaninen Stammzellen
aus Fettgewebe wurden mit dieser Endorem®-Menge (iber 24 Stunden inkubiert. Die
Markierungseffizienz wurde mit Hilfe der Berliner Blau Farbung und MACS-Untersuchung
Uberprift. Mittels Berliner Blau Farbung konnte gezeigt werden, dass die kaninen
Stammzellen spontan Eisenpartikel aus dem Inkubationsmedium aufnehmen. Mit Hilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie konnte bewiesen werden, dass die Eisenpartikel per
Endozytose in die Zelle transportiert werden. Die Eisenpartikel sind in den mit Berliner Blau
gefarbten Préparaten 3 Wochen nach der Markierung in den Zellen vorhanden. Die
Eisenpartikel werden nicht gleichmalig an die Tochterzellen Ubertragen. Es war nicht
moglich Referenzwerte fir die Anzahl der markierten Zellen, die mehr als 10 Eisenpartikel
enthalten, zum Zeitpunkt 3, 7, 14 und 21 Tage zu bestimmen.

Die Trennung der markierten von nicht markierten Zellen mittels MACS-Sortierung stellt
eine zuverlassige Methode dar. Der Anteil der markierten kaninen Stammzellen sinkt im
zeitlichen Verlauf. Diese Abnahme der markierten Zellen ist statistisch hoch signifikant (p =
0,0007). Eine Referenzwertbestimmung fur die Anzahl der markierten Zellen fur den
Zeitpunkt 1, 2 und 3 Wochen war nicht moglich.

Des Weiteren wurden Versuche durchgefiihrt, die den Einfluss von Endorem® auf die
Proliferation, das Zytosklett, die Multipotenzfahigkeit und die Verteilung der Endorem®-
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Partikeln in der Zelle untersuchen. Mittels Phalloidin Farbung konnte festgestellt werden,
dass kein negativer Einfluss von Endorem® auf das Zytoskelett besteht. Die Multipotenz der
Zellen wurde anhand der Differenzierung in die adipogene, osteogene und chondrogene
Richtung beurteilt. Die adipogene und osteogene Differenzierung bleibt ungestért. Die
Knorpelbildung scheint jedoch von Endorem® negativ beeinflusst zu werden. Die
Proliferationsfahigkeit der kaninen Stammzellen nach Endorem®-Markierung bleibt im
Vergleich zur Kontrollgruppe unverandert. Um die Endorem®-Verteilung in der Zelle zu
untersuchen wurde eine transmissionselektronenmikroskopische Analyse durchgefihrt.
Anhand der Untersuchung konnte beobachtet werden, dass die Endorem®-Partikel per
Endozytose aufgenommen werden. Die Eisenpartikel bilden Konglomerate und befinden sich
entweder frei im Zytoplasma oder sind in die Lysosomen integriert. Eine und zwei Wochen
nach Markierung sind Uberwiegend freie Konglomerate im Zytoplasma sichtbar. Nach 3
Wochen sind die Endorem®-Partikel in Lysosomen eingebaut. Die Verteilung von Endorem®
in der Zelle kann eine Rolle fir Kontrastausléschung in der MRT-Untersuchung spielen.

Im Rahmen dieser Studie sollte bestimmt werden, wie lange die mit Endorem®-markierten
Zellen in der MRT-Untersuchung darstellbar sind. Es wurde eine MRT-Untersuchung von
den markierten Stammzellen in Agarphantomen zu drei Zeitpunkten durchgefihrt (1, 2 und 3
Wochen nach der Markierung). T2 TSE und T2 FFE Sequenzen kamen zum Einsatz. Es
konnte gezeigt werden, dass die im Laufe der Zeit die Starke der durch Endorem® bedingten
Hypointensiat in beiden Sequenzen abnimmt. Die Signalintensitat fur die Sequenzen T2 TSE
und T2 FFE &ndert sich im zeitlichen Verlauf Gber 3 Wochen. Diese Veranderungen sind
statistisch hoch signifikant (p = 0,003).

Es konnte keine statistisch signifikante Korrelation zwischen MACS-Untersuchung fir 1, 2
und 3 Wochen und T2 TSE Untersuchung in der Woche 1, 2 und 3 (fir Woche 1: p = 0,945;
r = -0,032; fir Woche 2: p = 0,242; r = -0,510; fur Woche 3: p = 0,288; r = -0,469) und T2
FFE (fur Woche 1: p = 0,722; r = -0,166; fiir Woche 2: p = 0,619; r = -0,231; fir Woche 3:
p =0,077; r =-0,705) festgestellt werden.

Alle markierten Proben sind 3 Wochen nach der Markierung noch mittels eines 1 Tesla
Magnetresonanztomographen in einer T2 TSE und T2 FFE Sequenz darstellbar.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass das Kontrastmittel Endorem® die

Voraussetzungen fiir den klinischen Einsatz fur Tracking Studien in vivo bestens erfullt.
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7 Summary

Study of adipose—derived canine stem cells behaviour after Endorem® labelling for MRI—

imaging.

The aim of this study performed at the Department of Veterinary Clinical Sciences, Clinic for
Small Animals—Surgery, Justus—Liebig—University, Giessen was to investigate the growth
behaviour and MRI-Signal properties of adipose—derived canine stem cells after labelling
with the MRI contrast agent Endorem® (GUERBET). Endorem® was established to detect
liver tumors in humans. This contrast agent contains dextran-coated iron oxide
superparamagnetic nanoparticles (SP10). SPIO affect the T2 relaxation inducing strong field
inhomogeneity leading to signals decrease in the tissues containing Endorem®.

Initially, the optimal labelling concentration was determined to be of 319,2 pg/ml Fe (448
ng/ml SPIO), that corresponds to 28,35 pl/ml of Endorem®. Seven samples with canine
adipose-derived stem cells were incubated with this Endorem® concentration for 24 hours.
The efficiency of the labelling was investigated with the aid of the Prussian blue staining and
the MACS-Method. The spontaneous uptake of SPIOs from the medium containing
Endorem® was confirmed with Prussian blue staining. Transmission electron microscopy
confirmed the fact that the SPIOs are being incorporated into the canine stem cells by
endocytosis. Iron particles were detectable within the cells three weeks after labelling with
Endorem®. The iron particles were not equally distributed to the daughter cells during the cell
division. It was impossible to set the reference value for the stem cells, that contained more
than 10 iron particles within the cell at time intervals three, seven, fourteen and twenty one
days. Separation of the labelled cells from the cells that do not contain SPOIs with the MACS
is a reliable method. It was demonstrated that percentage of the labelled canine stem cells
decreases within three weeks. This decrease of the labelled cells is significant (p= 0,0007). It
was not possible to determine the reference value of the percentage of the labelled cells for
the time intervals of one, two and three weeks

In addition, the influence of the Endorem® labelling on the proliferation ability of the stem
cells, cytoskeleton and multipotency was assessed. The distribution of the iron particles
within the cell was also investigated. Phalloidin staining showed no negative influence of the

iron particles on the cytoskeleton. Multipotency was assessed on the basis of the
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adipogenesis, chondrogenesis and osteogenesis of the labelled stem cells. Labelled cells
underwent osteoegenic and adipogenic differentiation. In contrast to that the chondrogenesis
of the labelled cells was negatively affected. Endorem® labelling seems to partially inhibit the
chondrogenic differentiation. The labelling had no adverse effects on the proliferation of the
stem cells. To assess the distribution of the iron particles in the single cell transmission
electron microscopy was performed. It could be demonstrated that Endorem® particles were
being incorporated by endocytosis. Iron particles formed clusters free in the cytoplasm or
were incorporated in the lysosomes. One and two weeks after labelling the iron clusters were
mostly seen free in the cytoplasm. Three weeks after the labelling Endorem®-particles were
generally detected in the lysosomes.

The further aim of this study was to show duration of Endorem® labelling of cells with a 1
Tesla MRI Tomograph. Agarphantoms with the labelled cells were analysed in the T2 TSE
and T2 FFE MRI Sequences one, two and three weeks after the Endorem® labelling. It was
determined in both sequences that the hypointensity caused by Endorem® lasted at least for
three weeks. The signal intensity changed for both sequences within three week time period.
These changes are significant (p = 0,003). The statistical correlation between MACS for one,
two and three weeks and T2 TSE sequence for one, two and three weeks could not been
shown (week one: p = 0,945; r = -0,032; week 2: p = 0,242; r =-0,510; week 3: p =0,288; r =
-0,469) and for 2 FFE (week 1: p =0,722; r = -0,166; week 2: p = 0,619; r = -0,231; week 3: p
=0,077; r=-0,705)

It is possible to detect all of the samples of Endorem® labelled stem cells with 1 Tesla MRI in
the T2 TSE und T2 FFE sequences 3 weeks after labelling. In this study could be shown that
Endorem® is a suitable MRI contrast agent for the clinical tracking studies with adipose-

derived stem cells.
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